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PELICULAS Y RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

CON EFECTO ANTIMICROBIANO
Rosa M. Raybaudi-Massilia,"* Maria S. Tapia,' Jonathan Mosqueda-Melgar'

Resumen

En las tltimas décadas, la demanda de los consumidores por alimentos sanos que sean practi-
cos para consumir, inocuos, con una vida Util mas prolongada, con utilizacion de materiales de
empaque amigables con el ambiente, ha impulsando a la industria de alimentos y a los investiga-
dores a desarrollar nuevas estrategias para su procesamiento, manipulacién y empacado. En tal
sentido, las peliculas y recubrimientos elaborados con materiales biodegradables y comestibles,
con efecto antimicrobiano gracias a sus caracteristicas propias, o a la incorporacion de agentes
antimicrobianos tradicionales o naturales, han resultado ser una alternativa novedosa para la ex-
tension de la vida (til, el mantenimiento de propiedades fisicas, quimicas y sensoriales, y la ino-
cuidad de los alimentos recubiertos. Esta sirve como una barrera contra la pérdida de humedad
y el paso del oxigeno, y como una via de transporte para diferentes compuestos bioactivosm al-
gunos de los cuales, al tener un efecto antimicrobiano sobre microorganismos patogenos de rele-
vancia, garantizan la inocuidad de los alimentos. Ademas, esta alternativa tiene como ventaja su
costo-beneficio. En el presente capitulo se revisan diversos agentes antimicrobianos incorpora-
dos en peliculas y recubrimientos y su efecto sobre diferentes matrices alimentarias. Ademas, se
discuten los factores que se deben considerar para su desarrollo, asi como el estatus regulatorio.

Palabras clave: peliculas, recubrimientos, antimicrobianos, empaquetamiento.

| Introduccién

L os cambios de habitos en las dietas de los consumidores debido a los cambios en los
patrones de vida de la sociedad moderna, nos han llevado a una mayor adquisicion
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de productos listos para comer (ready to eat) que proporcionen los valores nutritivos
necesarios para el funcionamiento adecuado del organismo, que sean mas seguros mi-
crobiolégicamente, que vengan en empaques mas practicos y amigables con el medio
ambiente, y que cuenten con una vida Gtil mas larga (Cagri, Ustunol y Ryser, 2004). Tales
retos significan un desafio para la industria de alimentos tanto en lo tecnoldgico (desa-
rrollo de nuevas estrategias de procesamiento, manipulacion y empaquetamiento) como
en lo logistico (gestion, mercadeo y sistemas de distribucion adecuados), ya que los ali-
mentos listos-para-comer requieren de una mayor manipulacion durante su proceso, y
por ende, son mas susceptibles al ataque de microorganismos deteriorativos y patogenos;
los cuales pudieran causar problemas de salud publica si estos alimentos no son procesa-
dos, manipulados y distribuidos adecuadamente (Beuchat, 1996; Diaz-Cinco, Acedo-Felix
y Garcia-Galaz, 2005). Por tanto, un apropiado tratamiento, empaquetamiento y almace-
naje, pudiera evitar la contaminacion de estos productos, y por consiguiente, conseguir
un aumento de su vida util (Cagri, Ustunol y Ryser, 2004).

La industria de alimentos ha venido aplicando tradicionalmente varias estrategias
(enfriamiento, deshidratacion, acidificaciéon, empaquetamiento en atmosferas modifica-
das, fermentacién y/o el uso de antimicrobianos) para controlar el crecimiento micro-
biano de alimentos tales como: frutas y vegetales frescos cortados, embutidos y quesos
rebanados, y productos carnicos listos para cocinar (Davidson y Taylor, 2007). Sin embar-
g0, nuevas técnicas de preservacion estan siendo estudiadas y aplicadas con éxito sobre
estos productos. Una de esas técnicas es la aplicacion de peliculas y recubrimientos co-
mestibles con sustancias antimicrobianas y antioxidantes aiadidas.

La industria de alimentos tiene a su disposicion un amplio rango de materiales de em-
paque de origen no comestible, tales como las peliculas de polipropileno y polietileno, las
cuales pueden proteger a los alimentos de la contaminacién ambiental, pero presentan la
desventaja de que son materiales no biodegradables. Por tal motivo, las peliculas y recu-
brimientos comestibles a base de proteinas, lipidos y polisacaridos, estan siendo estudia-
das y aplicadas a productos de alimentos como un potencial material de empaque que
puede actuar como una barrera contra el vapor de agua, gases y compuestos volatiles. Ade-
mas, pueden servir como transportadores de sustancias antimicrobianas, antioxidantes, sa-
borizantes y vitaminas, las cuales pueden aumentar la calidad, inocuidad, funcionalidad y
vida util del producto, ademas de ser empaques amigables con el ambiente (Gennadios,
Hanna y Kurt, 1997; Cagri, Ustunol y Ryser, 2004, Lin y Zhao, 2007; Rojas-Grad, Soliva-
Fortuny y Martin-Belloso, 2009). En este capitulo nos enfocaremos en aquellas peliculas
y recubrimientos comestibles a base de proteinas, lipidos y polisacaridos con sustancias
antimicrobianas afnadidas o con actividad antimicrobiana propia, aplicadas sobre alimen-
tos listos para comer.
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| Agentes antimicrobianos incorporados
en peliculas y recubrimientos comestibles

Los antimicrobianos de alimentos son compuestos o sustancias quimicas que pueden re-
tardar el crecimiento o causar la muerte microbiana cuando éstos son incorporados en
una matriz de alimentos (Davidson y Zivanovic, 2003). Los principales blancos de accion
de los antimicrobianos son los microorganismos patogenos productores de toxinas o
causantes de infecciones y microorganismos deteriorativos, cuyos productos finales me-
tabolicos causan olores y sabores desagradables, problemas de textura y decoloracion del
producto (Davidson y Taylor, 2007).

La clasificacion de los antimicrobianos en grupos especificos no es facil, ya que al-
gunos de los considerados tradicionales y/o sintéticos también se pueden encontrar en
forma natural en los alimentos. Sin embargo, actualmente son clasificados por algunos
autores como tradicionales y naturales (compuestos de origen natural) tomando en
cuenta ciertas consideraciones (Davidson y Taylor, 2007; Raybaudi-Massilia, Mosque-
da-Melgar, Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2009).

Los antimicrobianos son llamados tradicionales cuando: 7) han sido usados por mu-
chos anos, 2) han sido aprobados por muchos paises para inclusion como antimicro-
bianos en alimentos, o 3) han sido producidos por sintesis quimica. Sin embargo, esta
clasificacion no implica que preservativos tradicionales o sintéticos sean mas efectivos
desde un punto de vista microbioldgico que uno de origen natural, o viceversa.

No obstante, los agentes antimicrobianos naturales de origen de planta, animal y mi-
crobiano estan siendo preferidos hoy en dia por los consumidores, debido a la activa pro-
mocion de estas sustancias como aditivos “no perjudiciales” para el organismo y, por
tanto, son “mas saludables” que las sustancias quimicas no naturales o sintéticas.

La incorporacion de agentes antimicrobianos tales como: acidos organicos, bacterio-
cinas, enzimas, extractos de plantas y polisacaridos en peliculas y recubrimientos comes-
tibles, ha demostrado ser una alternativa novedosa para retardar o inhibir el crecimiento
de bacterias, levaduras y mohos en un amplio rango de alimentos, por lo que su aplica-
cion es cada vez mas frecuente (tabla 1).

Agentes antimicrobianos tradicionales
Los acidos organicos son los agentes preservativos mas tradicionalmente o cominmente
usados en la industria de alimentos. Algunos de estos acidos organicos tales como: citri-

co, malico, laurico, propiodnico, tartarico, benzoico, sérbico y lactico, han sido incorpora-
dos en peliculas y recubrimientos comestibles, de manera directa o en forma de sales. Su
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espectro de accion antimicrobiana es muy amplio, va desde una disminucion directa del
pH del sustrato o medio de crecimiento debido a un aumento de la concentracion de
protones, hasta la alteracion de la permeabilidad de la membrana celular debido a la in-
teraccion con proteinas de lamembrana, las cuales afectan su funcionamiento (Davidson
y Taylor, 2007). Ademas, la forma no disociada de los acidos organicos débiles puede pe-
netrar la bicapa lipidica de la membrana celular de los microorganismos con mayor facili-
dad, y una vez dentro, la molécula de acido es forzada a disociarse en aniones y protones
cargados, debido al pH cercano a la neutralidad del citoplasma celular, y causar inacti-
vacion celular por dafo en la sefializacion celular, transporte activo y material genético
(Stratford y Eklund, 2003).

Agentes antimicrobianos naturales

Dependiendo de su origen, los antimicrobianos naturales pueden ser clasificados como:
vegetal, animal o microbiano.

ORIGEN VEGETAL

Los antimicrobianos de origen vegetal son todos aquellos compuestos que estan presentes
en forma natural en las diferentes partes de las plantas, como tallos, cortezas, raices, flores
y frutos, que tienen un efecto inhibitorio o bactericida sobre los microorganismos. Dentro
de los compuestos de este grupo que han sido aplicados a los alimentos a través de pelicu-
las y coberturas podemos incluir a los aceites esenciales, especias y otros extractos.

Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos provenientes de las partes de las
plantas (flores, semillas, hojas, ramas, hierbas, madera, frutos y raices), constituidos por
una compleja mezcla de compuestos como terpenos, alcoholes, cetonas, fenoles, acidos,
aldehidos y esteres (Burt, 2004; Ayala-Zavala, Villegas-Ochoa, Cuamea-Navarro, 2005),
que pueden ser obtenidos por fermentacion, extraccion o destilacion. Los aceites esen-
ciales y sus componentes han sido utilizados desde la antigiiedad como saborizantes en
alimentos, pero recientemente, algunos de ellos como los extraidos de orégano, cane-
la, clavo, hierba de limén, palmarosa, timo, ajedrea, pimiento, ajo y algunos de sus com-
puestos activos como carvacrol, cinamaldehido, eugenol, citral, geraniol y timol, han sido
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incorporados como agentes antimicrobianos en peliculas y recubrimientos comestibles
(Oussalah, Caillet, Salmiériy otros, 2004 y Oussalah, Caillet, Salmiéri y otros, 2006; Prano-
to, Salokhe y Rakshit, 2005 y Pranoto, Rakshit y Salokhe, 2005; Raybaudi-Massilia, Mos-
queda-Melgar, Martin-Belloso, 2008, Raybaudi-Massilia, Rojas-Graii, Mosqueda-Melgar
y Martin-Belloso, 2008 y Raybaudi-Massilia, Mosqueda-Melgar, Soliva-Fortuny y Mar-
tin-Belloso 2009; Rojas-Gral, Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2009). No existe un Uni-
co mecanismo de accion de los aceites esenciales sobre los microorganismos, debido a
que estan constituidos por multiples compuestos quimicos que tienen diferentes blancos
de accion en la célula microbiana (Burt, 2004). Nychas, Skandamis y Tassou (2003), Burt
(2004) y Oussalah, Caillet y Lacroix (2006) indicaron que los aceites esenciales pueden cau-
sar degradacion de la pared celular, dafios a la membrana citoplasmatica y a las proteinas
de membrana, favorecen la salida del contenido celular, coagulacion del citoplasmay una
disminucion de la fuerza proton motriz. Nychas, Skandamis y Tassou (2003) seiialaron
que el modo de accion es dependiente de la concentracion de aceite esencial, indican-
do que bajas concentraciones inhiben las enzimas asociadas a la produccién de energia,
mientras que altas concentraciones pueden causar la precipitacion de las proteinas.

Vanillina

La vanillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) es un aldehido fendlico presente en los
granos de la vainilla que ha sido utilizado en recubrimientos comestibles como sabori-
zante y antimicrobiano (Rojas-Grali, Raybaudi-Massilia, Soliva-Fortuny y otros, 2007).
La vanillina es efectiva contra microorganismos Gram (+), Gram (-), mohos y levaduras
(Walton, Mayer y Narbard, 2003), siendo mas activa contra mohos y bacterias Gram (+)
no lacticas (Davidson y Taylor, 2007). Basado en estudios cientificos, la actividad inhibi-
toria o bactericida de la vanillina radica principalmente en su capacidad para afectar de
forma negativa la integridad de la membrana citoplasmatica, con pérdida de gradien-
tes idnicos, desequilibrando la homeostasis del pH e inhibiendo la actividad respiratoria
(Fitzgerald, Stratford, Gasson y otros, 2004).

Extracto de té verde, semilla de uva y toronja
Los extractos de té verde (ETV), de semilla de uva (Esu) y semilla de toronja (esT), han

sido adicionados también a peliculas comestibles y son de gran interés debido a su alto
contenido de componentes fendlicos. En el caso del eTv, los polifenoles, y en particular
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los flavonoides tales como las catequinas, son los componentes mas abundantes (Al-
manjo, Carbé, Loépez-Jiménez y Gordon, 2008), siendo muchas de sus propiedades anti-
microbianas y antioxidantes atribuidas a esa fraccion de catequinas como: epicatequina
(EC), epigallocatequina (EGC), gallato de epigallocatequina (EGCg), gallato de epica-
tequina (ECg), gallato de catequina (Cg) y gallato de gallocatequina (GCg) (Frei y Hig-
don, 2003). Asi pues, Taylor, Hamilton-Miller y Stapleton (2005) sefialaron que estudios
conducidos en los ultimos 20 afios han demostrado que las catequinas polifendlicas del
té verde, en particular la EGCg y ECg, pueden inhibir el crecimiento microbiano de un
amplio rango de microorganismos Gram (+) y Gram (-). Shimamura, Zao y Hu (2007)
indicaron que la actividad antimicrobiana de estas dos catequinas puede ser atribuida
principalmente a la fraccion galoil (g), la cual esta ausente en EC y EGC. Asimismo, estos
autores reportaron que EGCg puede enlazarse directamente a la capa de peptidoglicano
e inducir su precipitacion por interferir con su biosintesis, lo que hace que las bacterias
Gram (+) sean mas sensibles que las Gram (-), debido a la presencia de una membrana
externa que sirve como barrera de sustancias antibacterianas. De este modo, la funcion
fisiologica de la membrana externay la baja afinidad entre la EGCgy los lipopolisacaridos
de la membrana externa son los que limitan el enlace de la EGCg a la capa de peptidogli-
cano, y en consecuencia, un menor efecto antimicrobiano es observado contra las bacte-
rias Gram (-) (Shimamura, Zao y Hu, 2007).

Los ESU y EST son también fuentes ricas en compuestos fenoélicos monoméricos, ta-
les como catequinas, EC y ECG, y procianidinas dimeras, trimeras y tetrameras, las cua-
les pueden actuar como agentes antivirales y antimutagénicos (Saito, Hosoyama, Ariga
y otros, 1998). Los EsU y EST son efectivos principalmente contra las bacterias Gram (+),
siendo el acido galico su principal componente activo (Jayaprakasha, Selvi y Sakariah,
2003). Los mecanismos de accion antimicrobiana de los ESu y EST propuestos, indican que
los compuestos fenolicos y procianidinas presentes en esas fracciones pueden actuar so-
bre las proteinas de membrana de las células, provocando la salida de una serie de com-
puestos desde el interior de las células, originando pérdidas de K*, acido glutamico, ARN
intracelular, entre otros, ademas de una alteracion en la composicion de acidos grasos de
la membrana (Rozes y Peres, 1998; Heggers, Cottingham, Gusman y otros, 2002).

ORIGEN ANIMAL
Dentro de los antimicrobianos de origen animal incorporados en peliculas y recubrimien-

tos comestibles encontramos las enzimas, como lisozima y ovotransferrina, y el quitosa-
no, como un polisacarido.
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Enzimas

La lisozima (peptidoglicano N-acetilmuramoyl hidrolasa EC 3.2.1.17) es una enzima que
esta presente en huevos de aves, leche de mamiferos, lagrimas y otras secreciones, insec-
tos y peces, que puede catalizar la hidrolisis del enlace glucosidico a-1,4 entre el acido
N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina de la capa de peptidoglicano de la pared ce-
lular de las bacterias (Davidson y Taylor, 2007). Esta enzima resulta mas efectiva contra
bacterias Gram (+) que contra bacterias Gram (-), debido probablemente a que la capa
de peptidoglicano de la pared celular esta mas expuesta. En la actualidad, es clasificada
como un antimicrobiano tradicional, ya que ha sido aprobada por diferentes paises para
su uso en alimentos (Davidson y Taylor, 2007).

Por su parte, la ovotransferrina (conocida cominmente como “conalbiimina”), la se-
gunda proteina mas importante presente en la clara de huevo, es una glicoproteina enla-
zada al hierro, perteneciente a la familia de las transferrinas, que transporta y secuestra el
ion hierro (Fe*™) (Ko, Mendoza y Ahn, 2008). La ovotransferrina inhibe varios microorga-
nismos Gram (+), Gram (=) y levaduras, incluyendo: Escherichia coli, Pseudomonas spp.,
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella Enteritidis y Can-
dida. No obstante, esta enzima es mas efectiva en bacterias Gram (+) (Davidson y Taylor,
2007; Ko, Mendoza y Ahn, 2008). El mecanismo de accion antimicrobiano de la ovotrans-
ferrina no esta aun totalmente elucidado; sin embargo, se pensaba que tenia capacidad
de enlazarse al Fe*?, por ser el principal mecanismo de accion de la ovotransferrina. Sin
embargo, estudios mas recientes han demostrado que la principal causa de su accion an-
timicrobiana se debe a las interacciones directas de la ovotransferrina con la superficie
bacteriana. Este hecho se produce por un aumento en la permeabilidad de la membra-
na externa de las bacterias Gram (-), la cual subsecuentemente puede causar daios a las
funciones biolégicas de la membrana citoplasmatica (Ibrahim, Sugimoto y Aoki, 2000).

Quitosano

Otro tipo de antimicrobiano de origen animal utilizado en recubrimientos y peliculas
comestibles es el quitosano. Este es un hetero-polisacarido binario linear compuesto de
N-acetil-glucosaminay glucosamina asociado al enlace 3-(1,4), el cual es obtenido comer-
cialmente por deacetilacion de la quitina, un constituyente abundante del exoesqueleto
de crustaceos, insectos y hongos (Pranoto, Rakshit y Salokhe, 2005; Sebti, Martial-Gros,
Carnet-Pantiez y otros, 2005). Este compuesto tiene un gran potencial para un amplio
rango de aplicaciones, debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad, actividad anti-
microbiana, no toxicidad y sus versatiles propiedades fisicas y quimicas (Dutta, Tripathi,
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Mehrotra y Dutta, 2009). El mecanismo de accién antimicrobiana de la quitina, el quito-
sano y sus derivados atin no se conoce del todo; sin embargo, estudios realizados por Liu,
Du, Wang y Sun (2004) demostraron que el quitosano increment6 la permeabilidad de
la membrana externa e interna de las células bacterianas al punto de ruptura, con la sub-
secuente salida del contenido citoplasmatico. Los autores atribuyen este dafio o efecto
bactericida a la interaccion electrostética entre los grupos aminos (NH,*) cargados posi-
tivamente del quitosano y los grupos fosforilos (PO,’) de los componentes fosfolipidicos
de las membranas celulares, los cuales estan cargados negativamente.

Origen microbiano

Dentro de los compuestos antimicrobianos de origen microbiano incorporados en peli-
culas y recubrimientos comestibles, encontramos las bacteriocinas como la nisina, pedio-
cinay enterocina.

Las bacteriocinas, las cuales son péptidos o proteinas producidas por diferentes mi-
croorganismos, son compuestos que tienen un efecto inhibitorio o bactericida sobre
otros. Las bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas comprenden dos gran-
des grupos: el primero donde encontramos la lactacina y la lactocina (producidas por
Lactobacillus spp.), y el segundo donde encontramos la nisina (producida por Lactococ-
cus lactis lactis) y pediocina (producida por Pediococcus acidilactici) (Marugg, 1991; Da-
vidson y Zivanovic, 2003). Otro grupo comtinmente estudiado de bacteriocinas son las
enterocinas, las cuales son producidas por especies del género Enterococcus. De estas
bacteriocinas, la mas estudiada y aplicada ha sido la nisina, un pequefo péptido de 34
aminoacidos estable al calor, el cual tiene un efecto bactericida contra bacterias Gram
(+) y esporostatica contra sus esporas, pero inefectiva contra bacterias Gram (-) (He-
lander y Mattila-Sandholm, 2000). El mecanismo de accién de la nisina involucra la in-
teraccion con precursores del peptidoglicano y formacion de poros transitorios en la
membrana citoplasmatica del microorganismo blanco (Abee, Rombouts, Hugenhultz y
otros, 1994), que producen una disminucién de la fuerza protén motrizy una pérdida de
iones celulares, aminoacidos y ATP (Crandall y Montville, 1998). Ademas, la nisina puede
interferir en la biosintesis de la pared celular; sin embargo, algunos investigadores han in-
dicado que esto puede ser simplemente una consecuencia de la pérdida de energia y la
despolarizacion de la membrana resultante de la formacion de poros e induccion de au-
tolisis (Thomas, Clarkson y Delves-Broughton, 2000).

Por tanto, la baja efectividad antimicrobiana de la nisina contra bacterias Gram (-)
es debida a la membrana externa protectora, que cubre la membrana citoplasmatica, y
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ala capa de peptidoglicano de las células Gram (-) que es mas delgada. Esta membrana
externa contiene fosfoglicéridos en su interior y moléculas de lipopolisacaridos (LPS) en
su exterior, la cual crea una superficie hidréfila (Nikaido, 1996), y en consecuencia, una ba-
rrera de penetracion contra sustancias hidréfobas y macromoléculas. En este caso, la ni-
sina, como macromolécula hidrofoba, es incapaz de atravesar la membrana externa de
bacterias Gram (=), y por ello no puede alcanzar su mecanismo de accion principal (He-
lander y Mattila-Sandholm, 2000).

Por otra parte, las pediocinas y enterocinas no han sido bien caracterizadas, y su modo
de accion sobre los microorganismos atin no esta claro del todo; sin embargo, su actividad
antimicrobiana ha sido demostrada, ya que se ha reportado una fuerte actividad contra
microorganismos patogenos (Sobrino Lopez y Martin-Belloso 2008; Santiago-Silva, Soa-
res, Nobrega y otros, 2009). En este sentido, Buhnia, Johnson, Ray y Kalchayanand (2008)
indicaron que el posible mecanismo de accion de la pediocina con relacion a la pérdida
de la viabilidad de las células sensibles se debe a que, inicialmente, la pediocina se une a
los receptores no especificos (probablemente acidos lipoteicoicos), cuando los sitios no
especificos estan saturados, las moléculas de pediocina se enlazan a los receptores es-
pecificos, y logran producir cambios en la integridad de la membrana; en consecuencia,
las células pierden los iones de potasio y otras moléculas pequenas, ademas de inducirse
pérdida en su capacidad para multiplicarse. En algunas cepas, la membrana celular tam-
bién puede perder la integridad estructural y producir lisis. En las bacterias Gram (+) re-
sistentes los receptores especificos, son ausentes o no estan disponibles para enlazarse, y
en la bacterias Gram (-) tanto los receptores no especificos como los especificos para pe-
diocina estan ausentes. Por su parte, Krxmer y Brandis (1975) indicaron que las enteroci-
nas pueden inhibir la sintesis de proteinas, ADN y ARN, ademas de inhibir laacumulacién
deisoleucina e inducir la salida de isoleucina ya acumulada. Estos efectos en los procesos
bioquimicos pueden indicar una inhibicion del suministro de energia o una alteracion de
la permeabilidad de la membrana.

| Factores a considerar para la seleccién
de antimicrobianos

La efectividad de los antimicrobianos depende de varios factores asociados al alimento, a
las condiciones de almacenamiento, a su manipulacion, y al tipo de microorganismo a con-
trolar. Por ende, la preservacion de los alimentos se logra mejor cuando son conocidos y to-
mados en cuenta los siguientes factores: los microorganismos a hacer inhibidos, el tipo de
antimicrobiano y su concentracion, la temperatura y el tiempo de almacenamiento, el pH
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del alimento y su capacidad amortiguadora, y la presencia de otros agentes que puedan
afectar su vida til (Davidson y Taylor, 2007).

De acuerdo con Gould (1989), los factores que pueden afectar la actividad de los an-
timicrobianos se pueden clasificar en: microbianos, intrinsecos, extrinsecos y de proce-
samiento. Los factores microbianos incluyen la resistencia inherente (células vegetativas
vs. esporas; diferencias entre cepas), nimero inicial y tasa de crecimiento, interaccion
con otros microorganismos (competencia, antagonismo), composicion celular (reaccion
Gram), estatus celular (lesionadas), y la capacidad de formar bio-peliculas. Los factores in-
trinsecos que afectan la actividad antimicrobiana son aquellas asociadas con el alimen-
to e incluyen nutrientes, pH, capacidad amortiguadora, potencial de 6xido reduccion
y actividad de agua. Los extrinsecos que afectan la actividad antimicrobiana incluyen la
temperatura de almacenamiento, la atmosfera y humedad relativa. Ademas, el tiempo
de almacenamiento es un factor importante. Los factores de procesamiento incluyen la
composicion de alimentos, reemplazo de la micro-flora nativa, cambios en la poblacion
microbiana y cambios en la micro-estructura del alimento.

| Determinacion de la actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las coberturas y peliculas puede ser determinada a través
de dos métodos: dilucién y difusion por discos.

Método de dilucién

El método de dilucion consiste en colocar diferentes concentraciones del antimicrobia-
no en un medio liquido o sélido y luego inocularlo con el microorganismo en estudio.
Asi, por ejemplo, Rojas-Grati, Raybaudi-Massilia, Soliva-Fortuny y otros (2007) evalua-
ron la actividad antimicrobiana de una solucién formadora de peliculas comestibles a
base de alginato y puré de manzana conteniendo aceites esenciales de orégano, canela
y hierba de limoén y/o sus compuestos activos: carvacrol, cinamaldehido y citral contra
E. coli O157:H7. Los autores colocaron la solucion formadora de pelicula diluida con so-
lucién salina (pH 3.3) con los aceites esenciales o sus compuestos activos en pocillos de
una microplaca para luego inocularlos con E. coli O157: H7 y determinar la concentra-
cion de cada compuesto capaz de reducir 50% la poblacion del microorganismo, lo que
los autores denominaron actividad bactericida 50 (BA50).
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Meétodo de difusion por discos

El método de difusion por discos consiste en colocar discos de papel de filtro o dis-
cos obtenidos de la pelicula preformada conteniendo diferentes concentraciones de
la(s) sustancia(s) antimicrobiana(s) a evaluar sobre placas con agar previamente ino-
culadas con el microorganismo que se quiere estudiar (figura 1). Padgett, Han y Daw-
son (1998), Cagri, Ustonol y Ryser (2001), Cha, Choi, Chinnan y Park (2002), Seydim y
Sarikus (2006) y Rojas-Grati, Avena-Bustillo, Friedman y otros (2006) evaluaron la acti-
vidad antimicrobiana de peliculas por este método, y encontraron que puede ser una
buena alternativa para evaluar antimicrobianos a diferentes concentraciones, ya que
permite al investigador hacer una seleccion del antimicrobiano y concentracion ideal,
basado en la deteccion y medicion de la zona de inhibicion del crecimiento del mi-
croorganismo alrededor de los discos.

| Peliculas y recubrimientos comestibles
con efecto antimicrobiano

El objetivo principal del empacado de alimentos es preservar la calidad e inocuidad de és-
tos, desde el momento de su manufactura hasta el momento de su consumo. Asi pues, el
material de empaque funciona como una barrera al paso de agentes contaminantes hacia
el producto. Los materiales de empaques mejor conocidos y aplicados que cumplen con
este objetivo en la industria de alimentos son el polietileno o los materiales a base de co-
polimeros, los cuales han sido utilizados por la industria de alimentos por mas de 50 aiios
(Cutter, 2006). No obstante, una de las limitantes de estos materiales es que no son bio-
degradables, lo que significa que se convierten en una fuente de contaminacion para el
ambiente. Esto ha motivado a los investigadores a desarrollar empaques que sean elabo-
rados con materiales biodegradables que a su vez pueden ser comestibles, disminuyendo
la contaminacion ambiental y garantizando que el empaque cumpla el objetivo principal
de proteccion del alimento.

Una alternativa novedosa de empacado ha sido el uso de peliculas comestibles, las
cuales pueden ofrecer propiedades de barrera y limitar el paso del oxigeno previniendo
la contaminacion y el deterioro del producto. Las peliculas comestibles pueden inhibir el
crecimiento de los microorganismos por el solo hecho de limitar el paso del oxigeno, o
por ser elaboradas a base de materiales con propiedades antimicrobianas como el quito-
sano. Ademas, éstos pueden servir como transportadores de sustancias antimicrobianas
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FIGURA 1. FIGURA REPRESENTATIVA DE ZONAS INHIBIDORAS DE DISCOS
DE PELICULA DE SUERO DE PROTEINA DE LECHE CONTENIENDO ACEITE
DE ESENCIAL DE OREGANO AL 2% Y COMPARADO CONTRA EL CONTROL.
(a) ConNTROL, (B) S. AUREUS, (c) E. coul O157:H7,

(D) L. MONOCYTOGENES, (E) L. PLANTARUM Y (F) S. ENTERITIDIS

Fuente: tomada de Seydim y Sarikus (2006).

de origen natural o sintético (Rojas-Gradj, Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2009). Una de
las ventajas de incorporar los agentes antimicrobianos a las peliculas es la reduccion en la
velocidad de difusion de estos compuestos en el alimento, garantizando asi su accion
por mas tiempo en la superficie, donde por lo general ocurre la mayor contaminacion
(Cagri, Ustunol y Ryser, 2004).
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Aplicadas a productos carnicos

La contaminacion de los productos carnicos principalmente comienza por la superficie
debido a la carga microbiana proveniente de la manipulacién inadecuada, maquinarias
de procesamiento y empacado. Las peliculas antimicrobianas pueden ser utilizadas para
prevenir la contaminacién de la carne y productos carnicos durante el almacenamiento
en refrigeracion, pero también pueden ser utilizadas para inhibir el crecimiento microbia-
no en la superficie de los productos frescos procesados y extender asi su vida ttil (Cagri,
Ustonol y Ryser, 2004).

De acuerdo con la bibliografia, las peliculas antimicrobianas aplicadas a productos
carnicos han sido elaboradas principalmente a base de polisacaridos (alginato, celulosa,
metil-celulosa, e hidroxipropilmetilcelulosa) y proteinas (zeina, caseinato, suero de leche,
soyay gelatina).

Oussalah, Caillet, Salmiéri y otros (2004) probaron los efectos antimicrobianos de pe-
liculas comestibles a base de proteina de leche conteniendo aceite esencial de orégano
(1%) y/o pimiento (1%) contra E. coli O157:H7 y Pseudomonas spp. inoculadas sobre fi-
letes de musculo de res almacenados por 7 dias a 4°C. Estos autores encontraron que las
peliculas que contenian el aceite esencial de orégano fueron mas efectivas, al lograr redu-
cir alrededor de 1 ciclo log las poblaciones microbianas en comparacion con las mues-
tras control y sobre esas peliculas que contenian aceite esencial de pimiento. Por su parte,
Oussalah, Caillet, Salmiéri y otros (2006) determinaron el efecto de la aplicacion de pe-
liculas a base de alginato conteniendo aceites esenciales de orégano, canela o ajedrea
(Satureja spp.) al 1% sobre poblaciones de Salmonella Typhimurium o E. coli O157:H7 ino-
culadas en filetes de carne de res almacenados por 5 dias a 4°C. Los autores reportaron
que aquellas peliculas que contenian aceites esenciales de orégano o canela resultaron
las mas efectivas contra S. Typhimurium (reducciones alrededor de 1 ciclo log); mientras
que en el caso de E. coli O157:H7 la pelicula elaborada con aceite esencial de orégano
mostro6 la mejor reduccion (1,97 ciclos log). En el mismo sentido, Milette, Le Tien, Smo-
ragiewics y Lacroix (2007) evaluaron el efecto antimicrobiano de una pelicula a base de
alginato, pero usando nisina (500 y 1000 UI) incorporada en la pelicula para controlar el
crecimiento de Staphylococcus aureus inoculado sobre filetes de carne de res almacena-
dos por 14 dias a 4°C. Los autores encontraron que después de 7 dias a 4°C, fue observada
una reduccion de 0.9y 1.86 UFC/cm?”del microorganismo sobre los filetes de carne de res
cubiertos con la pelicula conteniendo 500 o 1000 Ul/ml de nisina, respectivamente. Por su
parte, estudios realizados por Zinoviadou, Koutsoumanis y Biliaderis (2010) en carne de
res fresca picada cubierta con peliculas a base de aislado de proteina de suero incorpora-
das con lactato de sodio (NaL) o e-polilisina (e-PL), demostraron que se logré una reduc
cion en la tasa de crecimiento de la flora nativa total y una inhibicion total del crecimiento
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de las bacterias acido lacticas cuando se anadio a la pelicula una concentracion de 0.75%
de e-PL. Mientras que una inhibicion significativa del crecimiento de la flora total y de
Pseudomonas spp., fue logrado con la incorporacion de 2% de NaL. Asimismo, Outtara,
Giroux, Yefsa y otros (2002) redujeron ligeramente (en 0.5 ciclos log) los recuentos tota-
les de microorganismos presentes naturalmente en carne molida durante los primeros 4
dias a 4°C, cuando una pelicula a base de una mezcla de proteinas (caseinato de calcio y
aislado de proteina de soya) conteniendo tomillo, salvia y romero en polvo al 3% fue apli-
cada. Sin embargo, poblaciones de Brochothrix thermosphacta, Staphylococcus spp, bac-
terias acido lacticas, coliformes, enterobacterias y Pseudomonas no se vieron afectadas
significativamente por el uso de esta pelicula antimicrobiana.

Por otra parte, Seol, Lim, Jang y otros (2009) lograron reducir las poblaciones de mi-
croorganismos totales y E. coli por 1.8 y 2.7 UFC/g, respectivamente, en pechuga de po-
llo cubierta por una pelicula a base de zeina conteniendo EDTA (5 mM) y ovotransferrina
(25 mg) como antimicrobianos y almacenada por 7 dias a 5°C. De la misma forma, Janes,
Kooshesh y Johnson (2002) lograron reducir en 1.69 y 2.03 ciclos logaritmicos las pobla-
ciones de L. monocytogenes en pollo listo-para-comer, almacenado 8 dias a 4°C, utilizan-
do nisina (1 000 Ul/g) y nisina (1 000 Ul/g)-propionato de calcio (1%), respectivamente,
incorporadas en una pelicula a base de zeina usada para cubrir el producto. Sin embargo,
el efecto antimicrobiano de la nisina sola incorporada en la pelicula comestible se vio in-
tensificado (hasta 2.59 reducciones logaritmicas) cuando un aumento en la temperatura
(8°C) de almacenamiento fue llevado a cabo.

En otros estudios, Hong, Lim y Song (2009) obtuvieron un efecto antimicrobiano en
lomo de cerdo cuando se aplicé una pelicula a base de una mezcla de gelatina y agaro-
sa de alga roja conteniendo extracto de semilla de toronja (0.08%) o extracto de té verde
(2.8%). Estos autores lograron inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7 y reducir las pobla-
ciones de L. monocytogenes por alrededor de 1 ciclo log después de 7 dias a 4 °C. Por su
parte, Kang, Jo, Kwon y otros (2007) evaluaron el efecto de un recubrimiento comestible
a base de pectina conteniendo polvo de té verde (0.5%) sobre la calidad de hamburgue-
sas de cerdo envasadas en aire o al vacio y almacenadas por 14 dias a 10°C. Los autores re-
portaron que la poblacién inicial de microorganismos aerébicos totales (10 UFC/mg) se
redujo hasta niveles indetectables por mas de 7 dias bajo condiciones de vacio; mientras
que bajo condiciones normales de atmésfera (aire) se tuvo un nivel de 10° UFC/mg, las
cuales estuvieron en 102 UFC/mg, después de 7 dias a 10 grados Celsius.

Por otra parte, Dawson, Carl, Anton y Han (2007) evaluaron la efectividad antimi-
crobiana de peliculas a base de proteina de soya conteniendo acido laurico (8%) y ni-
sina (400 Ul/g) solas o combinadas contra L. monocytogenes inoculada en mortadela de
pavo, logrando reducir 1 ciclo log de L. monocytogenes después de 21 dias a 4°C. Sin em-
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bargo, un mayor efecto antimicrobiano fue observado por Santiago-Silva, Soares, Nobrega
y otros (2009), quienes demostraron que la incorporacion de pediocinas (25% o 50%) en
una emulsion para peliculas a base de celulosa logré reducir las poblaciones de microor-
ganismos patogénicos como Listeria y Salmonella en rebanadas de jamén inoculadas. Es-
tas peliculas antimicrobianas demostraron ser mas efectivas contra Listeria, ya que con
50% de pediocinas se redujeron 2 ciclos log en comparacion con el control, y sélo 0.5 ci-
clos log de Salmonella. De igual forma, Gadang, Hettiarachchy, Johnson y Owens (2008)
consiguieron reducir las poblaciones inoculadas de L. monocytogenes y E. coli O157:H7 en
2 ciclos logy S. Typhimurium en 1 ciclo log en salchichas tipo “Frankfurt” almacenadas a
4°C durante 28 dias, usando peliculas comestibles a base de proteina de suero de leche
incorporadas con una combinacién de nisina (6 000 Ul/g), acido malico (1%) y extracto
de semilla de uvas (0.5%), ademas de EDTA (1.6 mg/ml) para los casos de S. Typhimurium
y E. coli O157:H7. Resultados similares fueron reportados por Theivendran, Hettiarachchy y
Johnson (2006), quienes evaluaron el efecto bactericida de la nisina (10 000 Ul/g) com-
binado con extracto de semillas de uva (1%) o extracto de té verde (1%) contra L. mono-
cytogenes inoculada sobre salchichas tipo “Frankfurt” de pavo sumergidas en soluciones
formadoras de peliculas a base de proteina de soya. Estos autores lograron disminuir la
poblacion de L. monocytogenes por mas de 2 ciclos log después de 28 dias de almacena-
miento a 4 0 10°C. De la misma manera, Franklin, Cooksey y Getty (2004) lograron redu-
cir por mas de 2 ciclos log las poblaciones de L. monocytogenes en salchichas tipo “perro
caliente” almacenadas por 28 dias a 4°C, pero usando nisina sola (2 500 Ul/ml) y en una
menor concentracion dentro de una pelicula hecha a base de metilcelulosa/hidroxipro-
pilmetilcelulosa. No obstante, Marcos, Aymerich, Monfort y Garriga (2008) encontraron
un efecto bacteriostatico contra L. monocytogenes inoculada en jamon cocido durante
los primeros 8 dias a 1°C, al incorporar enterocinas A y B en peliculas a base de alginato.

Aplicadas a productos pesqueros

Las peliculas aplicadas a productos pesqueros han sido elaboradas principalmente a base
de gelatina sola o en combinacion con quitosano. La gelatina ha sido ampliamente estu-
diada por su capacidad de formar peliculas y por su aplicabilidad como una cobertura
externa para proteger los alimentos de la deshidratacion, luz y oxigeno. Ademas este es
uno de los primeros materiales propuesto como transportador de compuestos bioacti-
vos (Gomez-Guillen, Pérez-Mateos, Gomez-Estaca y otros, 2009). Las fuentes mas abun-
dantes de gelatina son la piel y los huesos de cerdo y ganado. No obstante, en los ultimos
anos la gelatina extraida de pescado ha ganado mucha mas importancia.
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Lopez-Caballero, Gémez-Guillen, Pérez-Mateos y Montero (2005) evaluaron el efec-
to conservante de un recubrimiento hecho a base de una mezcla de quitosano y gelatina
de piel de pescado (Lepidorhombus boscii) sobre hamburguesas de bacalao. Estos inves-
tigadores reportaron que los recubrimientos previnieron el deterioro microbiano de las
hamburguesas de bacalao durante 8-11 dias de almacenamiento refrigerado, indicando
que los recuentos de microorganismos fueron mas bajos (alrededor de 2 ciclos log) que
las muestras control, siendo mas efectivos contra las bacterias Gram (=) como enterobac-
terias y Pseudomonas spp. Asimismo, Gomez-Estaca, Montero, Giménez y Gomez-Guillén
(2007) demostraron que peliculas comestibles a base de gelatina-quitosano con extrac-
tos de orégano y romero incorporados, lograron reducir los recuentos totales de aerobios
y bacterias reductoras de sulfuro de 2 a 3 ciclos log sobre sardinas ahumadas en frio, des-
pués de 16 dias a 5 grados Celsius.

Por otra parte Datta, Janes, Hue y otros (2008) reportaron que la aplicacion de cober-
turas a base de alginato de calcio con lisozima de ostras o lisozima de huevo de gallina in-
corporada en el recubrimiento sobre salmén ahumado, resulté efectiva para reducir los
niveles de Salmonella var. Anatum (alrededor de 2.2 ciclos log) y L. monocytogenes (alre-
dedor de 2.7 ciclos log) inoculadas.

Aplicadas a quesos

Los quesos frescos pueden sufrir deterioro por accion de bacterias psicrotrofas Gram
(=) (Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes), coliformes, levaduras y mohos que lle-
gan a ellos como una contaminacion posproceso. Mientras que los quesos madurados
estan propensos a un deterioro por crecimiento superficial de mohos y levaduras, parti-
cularmente si estan expuestos al oxigeno. Ademas, el uso de un cultivo iniciador de creci-
miento lento puede permitir el crecimiento de microorganismos patogenos tales como
Staphylococcus, Salmonella, Listeria, y E. coli enteropatogénica, los cuales provienen de la
leche cruda o de la contaminacion posproceso.

Una alternativa novedosa para evitar el deterioro o extender la vida (til de los quesos
y garantizar lainocuidad de este tipo de productos es el uso de peliculas antimicrobianas.
Asi pues, Cao-Hoang, Grégoire, Chaine y Waché (2010) demostraron que la aplicacion de
peliculas a base de caseinato de sodio con la incorporacién de sorbitol como plastifican-
te y nisina (1 000 1U/cm?) como antimicrobiano, redujo la poblacién de Listeria innocua
inoculada en la superficie de quesos madurados, tipo Mini Babybel, en 1.1 ciclos log des-
pués de un periodo de almacenamiento de 7 dias a 4 grados Celsius.
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Aplicados a frutas y vegetales

Las coberturas comestibles con agentes antimicrobianos han ganado importancia como
una nueva tecnologia para reducir los efectos deletéreos causados durante el almacena-
miento de frutas enteras y el procesamiento de las frutas y vegetales frescos cortados. Este
efecto es mas severo en estos tltimos, donde el corte induce dafios en la estructura celu-
lar de los tejidos y favorece la salida de los constituyentes, ocasionando cambios de color,
textura y una vida util microbioldgica mas corta, ya que funciona como un transporte de
diferentes agentes conservantes como antioxidantes, conservadores de textura y antimi-
crobianos, y nutricionales como vitaminas y minerales.

Valencia-Chamorro, Pérez-Gago, Del Rio y Palou (2009) estudiaron el efecto antiftn-
gico de recubrimientos a base de hidroxipropilmetilcelulosa en combinacién con sorba-
to de potasio (2%), benzoato de sodio (2.5%), propionato de sodio (0.5%), y sus mezclas
sobre la conservacion poscosecha de naranjas var. “Valencia” enteras. Los autores sefiala-
ron que los recubrimientos aplicados lograron reducir significativamente los efectos cau-
sados por cepas de Penicillum digitatum y Penicilllum italicum inoculados en la superficie
de las naranjas almacenadas a 20°C, después de un periodo de almacenamiento de 60
dias a 5°C, resultando mas efectivos los recubrimientos comestibles con sorbato de pota-
sio combinado con propionato de sodio. De manera similar, Park, Stan, Daeschel y Zhao
(2005) evaluaron el efecto antifingico de recubrimientos elaborados a base de quitosa-
no (2%) o hidroxipropil-metilcelulosa (1%) incorporados con sorbato de potasio (0.3%)
aplicados sobre fresas frescas inoculadas con cepas de Cladosporium sp. o Rhizopus sp. y
almacenadas por 23 dias a 5°C. Los autores reportaron que la incorporacion de sorbato
de potasio no ejercio un efecto aditivo significativo con respecto a los recubrimientos de
quitosano solo, contra los mohos inoculados en fresas frescas. Ademas, ellos indicaron
que la aplicacion de los recubrimientos estudiados sobre las fresas disminuyeron los re-
cuentos totales de aerobios y coliformes.

Por su lado, Caillet, Millete, Salmiéri y Lacroix (2006) cubrieron zanahorias inoculadas
con L. innocua (10> UFC/g) con un recubrimiento antimicrobiano basado en una combi-
nacion de caseinato de calcio, aislado de proteina de suero de leche, carboximetilcelulosa
y pectina conteniendo trans-cinamaldehido (0.025%), y encontraron ligeras reducciones
(0.5 ciclos log) del microorganismo inoculado después de 21 dias a 4 grados Celsius.

Por otra parte, Rojas-Graii, Raybaudi-Massilia, Soliva-Fortuny y otros (2007) evalua-
ron el efecto antimicrobiano de aceites esenciales de hierba de limon (1y 1.5%) y oré-
gano (0.1y 0.5%), y de vanillina (0.3 y 0.6%) incorporados en soluciones formadoras de
coberturas elaboradas a base de alginato y puré de manzana sobre la flora nativa (aero-
bios psicrofilos, mohos y levaduras) y L. innocua inoculada en manzanas frescas cortadas,
encontrando que todos los antimicrobianos utilizados inhibieron significativamente la
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flora nativa durante los 21 dias de almacenamiento a 4°C, y que los aceites esenciales de
hierba de limon y orégano ejercieron un efecto antimicrobiano mayor que la vanillina so-
bre L. innocua, alcanzandose una reduccion de hasta de 4 ciclos log. Asimismo, Raybau-
di-Massilia, Mosqueda-Melgar y Martin-Belloso (2008) demostraron que la aplicacién de
recubrimientos comestibles a base de alginato incorporados con acido malico solo o en
combinacion con aceites esenciales de canela de hoja, palmarosa y hierba de limon al 0.3
y 0.7% o sus compuestos activos como: eugenol, geraniol y citral al 0.5%. lograron redu-
cir significativamente la poblacion de Salmonella var. Enteritidis inoculada en trozos de
melon frescos por alrededor de 3 a 5 ciclos log, e inhibir el crecimiento de la flora nativa
por mas de 21 dias a 5°C. Asi mismo, Raybaudi-Massilia, Rojas-Graii, Mosqueda-Melgar
y Martin-Belloso (2008) obtuvieron un resultado similar cuando incorporaron acido ma-
lico solo 0 en combinacion con aceites esenciales de canela de corteza, clavo y hierba de
liménal 0.3y 0.7% o sus compuestos activos cinamaldehido, eugenol o citral al 0.5% en re-
cubrimientos elaborados a base de alginato, lograndose una reduccion de la poblacion de
E. coli O157:H7 inoculada por mas de 4 ciclos log después de 30 dias de almacenamiento
refrigerado sobre trozos de manzana fresca. Se alcanzé una inhibicion del crecimiento de
la flora nativa por mas de 30 dias de almacenamiento a 5 grados Celsius.

Por otro lado, Chien, Shev Yang (2007) evaluaron el efecto de la aplicacion de recubri-
mientos comestibles a base de quitosano (0.5, 1y 2%) en mango fresco cortado almacena-
do por 7 dias a 6°C, encontrandose que el crecimiento de la flora nativa expresado como
recuento total de microorganismos fue inhibido en las muestras con recubrimientos ela-
borados con diferentes concentraciones de quitosano (5.53; 5.41; 5.30 UFC/g) en compa-
racion con el control (6.41 UFC/g). Sin embargo, una mayor efectividad de la aplicacion
de recubrimiento a base de quitosano fue observada por Gonzalez-Aguilar, Valenzuela-
Soto, Lizardi-Mendoza y otros (2009), quienes encontraron que el uso de coberturas de
quitosano de bajo peso molecular (al 2%) y mediano peso molecular (al 1% y 2%) en pa-
payas frescas cortadas causé una reduccion del recuento de aerobios mesoéfilos de 2.8
UFC/g hasta niveles indetectables después de 14 dias de almacenamiento a 5°C. Estos au-
tores reportaron, ademas, que el crecimiento de mohos y levaduras fue también inhibi-
do en las papayas recubiertas en comparacion con las papayas control. Esas diferencias en
cuanto a la efectividad de la aplicacion de las coberturas a base de quitosano pueden ser
debidas principalmente al tipo de fruta y carga microbiana inicial.

De otra manera, Sangsuwan, Rattanapanone y Rachtanapun (2008) evaluaron la efec-
tividad de la aplicacion de recubrimientos de quitosano/metilcelulosa con y sin la incor-
poracion de vanillina en meldn y pina frescas cortados almacenados a 10°C por 8 dias.
Estos autores encontraron que los niveles de E. coli inoculados (5.18 UFC/pieza) dismi-
nuyeron significativamente a lo largo del almacenamiento hasta niveles indetectables en
melones frescos cortados recubiertos, en comparacion con los controles (no recubiertos).
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Mientras que los niveles de Saccharomices cerevisiae disminuyeron ligeramente en me-
l6n fresco cortado y significativamente en pifia fresca cortada, recubierta con respecto a
los controles. Ademas, estos autores indicaron que la incorporacion de vanillina a la co-
bertura de quitosano/metilcelulosa aumento su efectividad contra ambos microorganis-
mos inoculados.

| Impacto sobre los atributos sensoriales

Las peliculas y recubrimientos comestibles son consumidos normalmente con el produc-
to cubierto, por tanto, la incorporacion de compuestos tales como antimicrobianos, an-
tioxidantes y nutracetticos no deberia afectar la aceptacion de los consumidores
(Rojas-Grad, Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2009). No obstante, algunos autores han in-
dicado que la incorporacion de agentes antimicrobianos en recubrimientos comestibles
podria influenciar los atributos sensoriales en los alimentos, especialmente cuando se uti-
lizan aceites esenciales de plantas (Burt, 2004). Rojas-Grati, Raybaudi-Massilia, Soliva-For-
tuny y otros (2007) vieron afectados los atributos sensoriales de manzanas frescas
cortadas cubiertas cuando se aplico un recubrimiento a base de alginato-puré de manzana
conteniendo 0.1% (v/v) de aceite esencial de orégano. De igual manera, Raybaudi-Massilia,
Mosqueda-Melgar y Martin-Belloso (2008), y Raybaudi-Massilia, Rojas-Graii, Mosqueda-
Melgar y Martin-Belloso (2008) encontraron que manzana y melén frescos cortados
recubiertos con una cobertura a base de alginato conteniendo aceite esenciales de cane-
la, hierba de limdn, palmarosa y clavo al 0.7% afectaron los atributos sensoriales como
textura, color y sabor, por lo que se recomienda que se usen en muy bajas concentra-
ciones y de ser posible en combinacion con otras alternativas de conservacion, con el
propésito de reducir el impacto sobre estos atributos sensoriales. Sin embargo, Raybau-
di-Massilia, Mosqueda-Melgar y Martin-Belloso (2008) reportaron que la incorporacién
de 0.3% (v/v) de aceite esencial de palmarosa en recubrimientos de alginato sobre melén
fresco cortado parece prometedor, ya que fue bien aceptado por los panelistas, a pesar de
ser perceptible por los mismos.

En otros estudios realizados sobre recubrimientos antimicrobianos a los cuales le in-
corporaron acidos organicos, Eswaranandam, Hettiarachchy y Meullenet (2006) encon-
traron que la adicién de acido malico o lactico al 2.6% (p/v) en recubrimientos a base de
proteina de soya, no afecté las propiedades sensoriales de cubos de melon Cantaloupe
frescos cortados.

Rojas-Gradi, Raybaudi-Massilia, Soliva-Fortunyy otros (2007) evaluaron la calidad sen-
sorial de las manzanas frescas cortadas cubiertas con un recubrimiento de alginato-pu-
ré de manzana conteniendo vanillina al 0.3% (p/p), y los panelistas indicaron aceptacion
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en términos de sabor del producto recubierto. En contraste con estos resultados, Wal-
ton, Mayer y Narbad (2003) sefialaron que una limitante del uso de la vanillina, a pe-
sar de ser una sustancia GRAS, es el fuerte sabor impartido por este compuesto a las
concentraciones minimas inhibitorias (>0.2%) requeridas en algunos alimentos. Esta di-
ferencia encontrada en los hallazgos de los investigadores esta influenciada probable-
mente por el tipo de alimento al cual se le esta afiadiendo la sustancia.

El efecto de otros compuestos con propiedades antimicrobianas utilizados como
base para la formulacion de recubrimientos antimicrobianos como el quitosano, sobre
los atributos sensoriales también ha sido evaluado, encontrandose que la calidad senso-
rial de la fresa fresca cubierta con quitosano al 0.6%, no se vio afectada significativamen-
te durante los 7 dias de almacenamientos a 2 °C (Han et al,, 2005). Asimismo, Chien, Sheu
y Yang (2007) reportaron que el mango fresco cortado recubierto con quitosano al 0.5%,
1% y 2% no vari6 significativamente sus atributos sensoriales después de tres dias de al-
macenamiento a 6 °C, pero si fue significativamente alterada después de 7 dias en aque-
llas que contenian quitosano al 1y 2 por ciento.

| Estatus regulatorio

Las peliculas y recubrimientos comestibles pueden ser clasificados de acuerdo con las re-
gulaciones europeas y americanas (ED, 1995 y 1998; FDA, 2006) como productos de ali-
mentos, ingredientes de alimentos, sustancias en contacto con los alimentos, o material
de empaquetamiento de alimentos. Sin embargo, las peliculas y recubrimientos son una
parte integral de la porcién comestible de los alimentos, por tanto, todas las regulaciones
requeridas para ingredientes de alimentos deberian ser obligatorias (Guilbert y Gontard,
1995). Los principales organismos gubernamentales dedicados a todo lo concerniente so-
bre aditivos de alimentos son la Administracién de Alimentos y Farmacos de Estados Uni-
dos (USFDA, por sus siglas en inglés), el Comité Europeo para la Estandarizacion (cen) y el
Codex Alimentarius, los cuales constituyen en conjunto la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y Alimentacion (FAo, por sus siglas en inglés)/Organizacion
Mundial de la Salud (oms) (Raju y Bawa, 2006).

La usFDA afirmé que cualquier compuesto a ser incluido en la formulacion deberia ser
generalmente reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) o regulado como
aditivo alimentario y usado dentro de los limites especificados (UsFDA, 2006, 2009 y 2010).
En Europa, los ingredientes que pueden ser incorporados dentro de formulaciones de
soluciones formadoras de peliculas son reconocidos principalmente como aditivos ali-
mentarios y estan nombrados dentro de la lista de aditivos para fines generales, aunque
pectinas, cera de abejas, polisorbatos, acidos grasos, lecitina, y gomas arabigas y karayas,
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se mencionan aparte para las aplicaciones de recubrimiento (ED, 1995). En cualquier
caso, se permite el uso de estas sustancias formadoras de peliculas, siempre y cuando se
respete el principio de quantum satis. Recientemente, el CEN fue complementado por la
introduccién de criterios especificos de pureza para los aditivos alimentarios (ED, 2008).

Debido a que las peliculas y recubrimientos comestibles podrian tener ingredientes
con un efecto funcional, la inclusion de estos compuestos deberia ser mencionada en el
etiquetado. En Europa, el uso de aditivos alimentarios siempre debe estar etiquetado en el
embalaje seglin su categoria como antioxidante, conservante, colorante, entre otros. En el
reglamento correspondiente de la mayoria de los paises, las sustancias quimicas anadidas
como antimicrobianos son consideradas como aditivos alimentarios, si el proposito prin-
cipal de las sustancias es la extension de la vida util (tabla 2). Sin embargo, cada pais tie-
ne sus propios reglamentos de definicion de una lista de los aditivos aprobados (ED, 1995,
1998 y 2008; USFDA, 2006 y 2009).

Otro tema importante dentro del estatus regulatorio es la presencia de alérgenos.
Muchas peliculas y recubrimientos comestibles son hechos con ingredientes que podrian
causar reacciones alérgicas. Dentro de estos alérgenos tenemos que los derivados de la le-
che, los frijoles de soya, alimentos marinos (pescado, moluscos, crustaceos, entre otros), el
mani, las nueces y el trigo son los mas importantes. Varias peliculas y recubrimientos co-
mestibles estan formados por proteinas de la leche (suero, caseina), proteina de trigo (glu-
ten), proteina de soya y proteina de mani. Por tanto, la presencia de un alérgeno conocido
incorporado en una pelicula y/o recubrimiento comestible aplicado sobre un alimento
deberia ser también muy claramente etiquetada (Franssen y Krochta, 2003).

Las proteinas de huevo de gallina tales como: ovotransferrina (Gal d 3), y lisozima (Gal
d 4) usadas como antimicrobianos en peliculas comestibles, las cuales residen en la frac-
cion de la clara del huevo, han sido tradicionalmente implicadas en el desarrollo de aler-
gias por alimentos. Aunque reacciones clinicas a la ovotransferrina y lisozima han sido
raramente reportadas, una reaccion hipersensitiva mediada por la inmunoglobulina-E
(IgE) podria ocurrir en personas alérgicas a estas enzimas (Pérez-Calderén, Gonzalo-Gari-
jo, Lamilla-Yerga y otros, 2007). Por tanto, una condicién para el uso seguro de la lisozima
y la ovotransferrina seria alertar a la poblacion sensible a estas enzimas en el etiquetado
del producto (UsFDA, 2010).

| Conclusiones y perspectivas
Queda demostrado que el uso de recubrimientos y peliculas con propiedades antimicro-

bianas, constituye una alternativa novedosa de empaque que puede garantizar la inocui-
dad de diferentes tipos de alimentos, incluyendo productos carnicos, pesqueros, frutas,
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vegetales y derivados lacteos como quesos, ademas de extender su vida util. No obstan-
te, para lograr que su aplicacion sea exitosa, se recomienda tomar en cuenta la composi-
cién del alimento, para seleccionar el (los) componente(s) basico(s) para la formulacion
del recubrimiento o pelicula, y el antimicrobiano a utilizar, el tipo y nimero de microor-
ganismos a controlar y los factores intrinsecos, extrinsecos y de procesamiento que pue-
dan influir sobre las caracteristicas del producto. Ademas, se recomienda incorporar los
agentes antimicrobianos en cantidades moderadas para prevenir un impacto negativo
sobre las caracteristicas sensoriales del producto, las cuales son el principal aspecto co-
munmente considerado por el consumidor.

Es de esperar que materiales que actualmente son subutilizados o desechados por la
industria, como por ejemplo restos de vegetales, plantas, conchas de crustaceos, entre
otros, sean aprovechados para la obtencion de materiales base (como la celulosa y sus de-
rivados y el quitosano), para la formulacion de peliculas y recubrimientos, logrando asi
materiales biodegradables y una mejor conservacion del medio ambiente.

Asimismo, en los tltimos afos han surgido una serie de estudios de investigacion so-
bre compuestos de origen natural, como extractos de diferentes plantas, que muestran
propiedades antimicrobianas In vitro contra microorganismos patogénicos de importan-
cia en alimentos como L. monocytogenes, E. coli O157:H7, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, entre otras especies. Sin embargo, su aplicacion en alimentos en forma directa o a
través de recubrimientos y peliculas no ha sido totalmente estudiada. Por tal motivo, se
espera que en los proximos afnos surjan nuevas propuestas en la formulacion de materia-
les de empaque que incluyan dichos agentes antimicrobianos.
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