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PPRRÓÓLLOOGGOO  

El objetivo del presente trabajo de investigación se originó a partir de la necesidad de desarrollar 

nuevas tecnologías en materia de seguridad alimentaria. 

Aunque la globalización y liberalización del comercio mundial ofrece muchos beneficios y 

oportunidades, también presenta grandes y nuevos riesgos. La distribución de materias primas y/o 

alimentos desde sus orígenes de producción, procesamiento y empaque a los centros de consumo, 

incrementa los riesgos de transmisión de infecciones alimentarias con la consiguiente exposición 

de los consumidores a nuevos peligros. En los últimos años, la preocupación mundial por la 

seguridad alimentaria se vio incrementada debido al dramático impacto sobre la salud pública y la 

productividad industrial. Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs), tales como 

salmonelosis, listeriosis, infecciones debidas a Escherichia coli enterohemorrágica e 

intoxicaciones alimentarias causadas por contaminantes químicos entre otras, impulsó a la 

industria de alimentos, a los consumidores y a los organismos de gobierno a cuestionar los 

métodos usados en el control de los alimentos y de materias primas alimentarias 

(www.paho.org/spanish/d/p65.pdf). Una estimación de los costos directos e indirectos ocasionados 

por la inseguridad alimentaria en Argentina arrojó gastos por 8.000 millones de dólares/año desde 

el año 1999 (De Nicola y Valdivia 2006). En Argentina, la vigilancia alimentaria está a cargo del 

Instituto Nacional de Alimentos (INAL) dependiente de la Administración Nacional de 

Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica (ANMAT), mientras que los datos de ETAs 

disponibles son los informados en el Boletín Epidemiológico Anual. Según el registro del Sistema 

Nacional de Vigilancia de la Salud (SNVS) respecto de las enfermedades de notificación 

obligatoria, se observó una duplicación de la tasa de notificación en los últimos 10 años con la 

consiguiente consolidación de la vigilancia. Por su parte, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) estima que en América Latina, el 70% de los casos de diarrea se debe al consumo de 

alimentos contaminados, siendo las enfermedades diarreicas agudas uno de los problemas de salud 
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pública más serios en los países en desarrollo y una de las causas principales de enfermedad y 

muerte en niños menores de 5 años (Dirección de Epidemiología Ministerio de Salud de la Nación, 

2011). En Argentina se han detectado contaminaciones de alimentos con microorganismos 

patógenos como Escherichia coli productor de toxina Shiga, Listeria monocytogenes, Salmonella 

spp., Trichinella spiralis y Staphylococus aureus, entre otros (Pellicer y col. 2002; Di Pietro y col. 

2004; Marzocca y col. 2004; Rivas y col. 2006; Roldán y col. 2007; López y col. 2008). En 

particular, el consumo masivo en nuestro país de productos listos para consumir (del inglés ready 

to eat, RTE) de origen cárnico, y el hecho que se reconozca su deficiente calidad higiénico-

sanitaria, confirma la existencia de un nicho ecológico de alto riesgo para la población. Estos 

hechos ponen en evidencia la necesidad de implementar estrategias que aseguren la calidad 

higiénica de las materias primas y/o de los alimentos. Entre ellas, el desarrollo de materiales de 

empaque con actividad biológica para el control de contaminantes y patógenos, en particular para 

productos RTE, se ha visto incrementado por su significativo potencial en la seguridad y extensión 

de la vida útil de estos alimentos.  

En esta Tesis se propone el desarrollo de materiales poliméricos con actividad antimicrobiana 

mediante la inclusión de bacteriocinas producidas por bacterias lácticas para el control de 

contaminantes y patógenos en alimentos. Esta Tesis se encuentra estructurada en 7 Capítulos: (I) 

Introducción, (II) Materiales y métodos, (III) Obtención de bacteriocinas producidas por 

Lactobacillus curvatus CRL705 para su incorporación en materiales poliméricos, (IV) Obtención 

de materiales poliméricos activos antimicrobianos, (V) Adsorción de las bacteriocinas producidas 

L. curvatus CRL705 en una película multicapa (T60XXB), (VI) Caracterización de los materiales 

activos, (VII) Determinación de la eficiencia de los materiales obtenidos en salchichas tipo Viena 

(modelo de alimento cárnico RTE) a escala piloto, y Conclusiones. 
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SÍMBOLOS, ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

Acrónimo Significado 

aa amino ácidos 

AIM Actividad inhibitoria mínima 

APET Polietilen-tereftalato amorfo 

BC Bacteriocinas concentradas 

BL Bacterias lácticas 

BPM Buenas prácticas de manufactura 

C-AL705 lactocina AL705 concentrada 

CIM Concentración inhibitoria mínima 

C-Sac 7 Concentrado de metabolitos de Sac7 

ETAs Enfermedades transmitidas por alimentos 

EVA Etilen vinil acetato 

EVOH Etilen vinil alcohol 

FDA Food and Drug Administration 

GRAS Generalmente aceptada como segura 

H Hora 

HPMC Hidroxipropil metil celulosa 

HR Humedad relativa 

MAP Atmósfera modificada 

ODE Organismos de deterioro específicos 

OPA Poliamida orientada 

PA Poliamida 

P-AL705 lactocina AL705 purificada 

PC Policarbonato 
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PE Polietileno 

PEAD Polietileno de alta densidad 

PEBD Polietileno de baja densidad 

PEBDL  Polietileno de baja densidad lineal 

PET Polietilen-tereftalato 

pI Punto isoeléctrico 

PP Polipropileno 

PS Poliestireno 

PVC Policloruro de vinilo 

PVdC Policroruro de vinilideno 

RTE Del inglés ready to eat, productos listos para consumir 

S-705 lactocina 705 sintética 

SABC  Solución acuosa de bacteriocinas concentradas 

SAMC Solución acuosa de metabolitos concentrados 

SIBPP Solución isopropanólica de bacteriocinas parcialmente purificadas 

SIMPP Solución isopropanólica de metabolitos parcialmente purificados 

SSPE Solución obtenida por extracción en fase sólida 

T60XXB Fondo termoformable para envasar salchichas provista por Cryovac (Sealed Air, 

Argentina) 

T73XXB Tapa para envasar salchichas provista por Cryovac (Sealed Air, Argentina) 

TMA Tiempo mínimo de activación 

UA Unidades arbitrarias 

WHO World Health Organization 
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RREESSUUMMEENN  

La globalización del mercado de alimentos crea un entorno propicio para la propagación de 

enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs). En la Argentina, en 2010 se informaron más de 

un millón de casos de ETAs producidos por diversos organismos patógenos (tradicionales y 

emergentes). Entre las estrategias diseñadas para la extensión de la vida útil y/o preservación de la 

calidad higiénico-sanitaria de alimentos, la introducción del concepto de envase activo contribuyó 

significativamente al mejoramiento de la calidad y aceptabilidad de los mismos. Un envase activo 

es aquel que desarrolla alguna función adicional a la de proporcionar una barrera inerte frente a las 

condiciones externas. Entre estas funciones podemos mencionar la regulación del contenido de 

gases, el control de la humedad, la acción de diversas enzimas y la liberación de sustancias 

antimicrobianas. El uso de materiales de empaque antimicrobianos asegura el contacto de bajos 

niveles del compuesto activo con el alimento, comparado con la adición directa del antimicrobiano 

al producto. Por otra parte, la capacidad de las bacterias lácticas (BL) para producir péptidos 

antimicrobianos, así como su aplicación en alimentos, salud humana y animal está ampliamente 

difundida en la bibliografía. En particular, Lactobacillus curvatus CRL705 aislado de salames 

Argentinos artesanales demostró capacidad para producir varias bacteriocinas, entre las cuales 

lactocina 705 y lactocina AL705 han sido caracterizadas bioquímica y genéticamente, 

demostrando habilidad para inhibir patógenos y contaminantes en sistemas y productos cárnicos. 

El objetivo de esta Tesis Doctoral fue obtener y caracterizar materiales activos antimicrobianos 

conteniendo bacteriocinas producidas por BL para el control de patógenos y contaminantes en 

productos cárnicos RTE. Los resultados obtenidos demostraron que las bacteriocinas producidas 

por L. curvatus CRL705 retienen su actividad antimicrobiana cuando se encuentran en la 

superficie de una película multi-capa de cara interna de polietileno de baja densidad lineal, así 

como incluidas en una película de gluten. La película activa multi-capa fue obtenida luego del 
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contacto (1 h, 30°C) con una solución acuosa de bacteriocinas concentradas (SABC, 267 UA/ml 

lactocina 705 y 2133 UA/ml  AL705), obtenida a partir de L. curvatus CRL705. La película multi-

capa activada con lactocina 705 y AL705 demostró mayor capacidad inhibitoria anti-Listeria que 

la misma película conteniendo nisina (bacteriocina aprobada como aditivo alimentario). 

Asimismo, la activación de una película de gluten por inclusión de la SABC en su formulación, 

demostró elevada capacidad anti-Listeria. Tanto la película multi-capa como la de gluten, 

mantuvieron sus propiedades mecánicas y permeabilidad al vapor de agua luego de la activación. 

Cuando las dos películas activas obtenidas fueron ensayadas como materiales de empaque 

(película multi-capa) y en forma de almohadilla (película de gluten), en el envasado de salchichas 

tipo Viena inoculadas con L. innocua 7, se observó actividad inhibitoria de lactocina AL705, 

mientras que la actividad de lactocina 705 (detectada usando L. plantarum CRL691 como cepa 

sensible) se vio disminuida por el alto porcentaje de grasa en la composición del alimento.  

La contribución de los materiales activos conteniendo bacteriocinas producidas por BL, tendría un 

elevado impacto sobre la seguridad alimentaria, disminuyendo pérdidas económicas por el 

deterioro de alimentos.  
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I.1 Ecosistemas cárnicos 

Las diversas condiciones fisicoquímicas y tecnologías aplicadas a la carne durante su 

procesamiento permiten diferenciar fundamentalmente tres tipos de ecosistemas: carne 

cruda/fresca, productos fermentados y aquellos tratados térmicamente. El músculo esquelético de 

diferentes especies animales constituye un recurso de estratégica importancia económica y la 

obtención de diferentes cortes de carne a partir de las carcasas, compone el primer ecosistema en la 

cadena de procesamiento. Por otro lado, el almacenamiento a bajas temperaturas, así como la 

presencia de O2 y CO2 formando mezclas en concentraciones variables han demostrado ser 

efectivas en la extensión de la vida útil de alimentos perecederos, previniendo el desarrollo de 

microorganismos patógenos y contaminantes causantes de deterioro (Belcher, 2006; McMillin, 

2008). La presencia de fracciones sustanciales de CO2 en los envases permite retardar el 

crecimiento de microorganismos aeróbicos, mientras que una cierta concentración de O2 es 

empleada para la preservación del color rojo de la carne. Por esta razón, los sistemas de 

distribución y comercialización de carne se basan principalmente en la refrigeración y envasado 

bajo vacío o atmósferas modificadas usando películas de diferentes permeabilidades. Como 

consecuencia, se produce un efecto selectivo sobre la microbiota presente con un predominio de 

bacterias lácticas (BL), Enterobaceriaceae y Brochothrix thermosphacta, cuyo desarrollo 

dependerá de la mezcla y proporción de gases utilizada en el envasado de la carne fresca (Labadie, 

1999; Ercolini y col., 2006a; Vignolo y col., 2010). 

En el caso de los productos cárnicos fermentados, éstos surgieron de modo fortuito como 

consecuencia de la actividad metabólica de la microbiota naturalmente presente en las materias 

primas. Los embutidos fermentados se definen como productos elaborados con una mezcla de 

carne, grasa, sal, agentes de curado y especies, embutidos en tripas naturales o sintéticas, 

fermentados, madurados y secados. En su producción se utiliza carne proveniente de diferentes 

especies animales aplicando diversas tecnologías y formulaciones, dando cuenta de la existencia 
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de una gran variedad de productos (Soriano y col., 2006; Ockerman y Basu, 2010; Paulsen y col., 

2011). Durante la fermentación, la presencia de ciertos determinantes ecológicos como aw (0.85-

0.92), cloruro de sodio, nitratos/nitritos, azúcar y temperaturas (12 a 30ºC) permite el 

establecimiento de una microbiota específica, naturalmente presente en las materias primas o 

adicionada como cultivos starters, resultando las BL y los cocos Gram-positivos, coagulasa-

negativa (Micrococcus y Staphylococcus) los responsables de la fermentación (Lizaso y col., 1999; 

Lücke, 2000; Comi y col., 2005; Cocolin y col., 2009; Vignolo y col., 2010). 

Por otra parte, la aplicación de elevadas temperaturas con el objeto de inactivar del 

crecimiento microbiano en los alimentos fue usada como una efectiva herramienta de preservación 

desde Pasteur en el siglo XIX. Los productos cárnicos procesados (curados o no) sometidos a 

diferentes tratamientos térmicos, comercializados frecuentemente refrigerados y envasados bajo 

vacío o en atmosferas modificadas, constituyen otro importante ecosistema. Estos alimentos 

cárnicos cocidos componen una serie de productos RTE de consumo masivo y gran relevancia 

económica, entre los cuales los jamones cocidos, embutidos emulsionados, productos de cerdo, 

pollo y pavo curados y/o ahumados, panceta y paté son los más representativos.  

I.2 Salchichas tipo Viena 

Con el nombre de Salchicha tipo Viena o Frankfurt, se entiende al embutido cocido, 

elaborado sobre la base de carne de cerdo o cerdo y vacuno, con el agregado de tocino, sal y 

especias, escaldado y luego ahumado hasta obtención de color moreno claro superficial (Capítulo 

VI, Código Alimentario Argentino). Según la Cámara Argentina de la Industria del Chacinado y 

Afines (CAICHA) (http://www.caicha.org.ar/documentos/datosdelsector.htm), en Argentina se 

elabora una amplia gama de productos chacinados compuesta por salchichas tipo Viena (16%), 

embutidos cocidos (17%), embutidos frescos (15%), hamburguesas (11%) y embutidos secos 

(12%), entre otros. Según estadísticas obtenidas por CAICHA en el año 2005, en Argentina el 

consumo de chacinados y afines fue de 8 Kg/año per cápita, de los cuales el 16% corresponde al 
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consumo de salchichas tipo Viena (www.caicha.org.ar/documentos/caracterizacion.ppt). Este tipo 

de salchichas constituye un producto de consumo masivo, con una gran proporción de niños entre 

los consumidores habituales. 

La elaboración de la salchicha tipo Viena comprende diferentes etapas, desde el picado de 

sus ingredientes hasta el embutido en una tripa natural o sintética. En su formulación, se utilizan 

carne vacuna de color rojo intenso y de cerdo de color rosa claro, confiriendo esta mezcla 

consistencia a la masa. Para la formación de la emulsión cárnica, el picado de la carne y el 

mezclado con la grasa, ingredientes/aditivos y hielo se lleva a cabo en una sola operación, 

utilizando una máquina mezcladora (cutter). Esta masa cárnica emulsionada es luego embutida en 

tripas sintéticas, atadas en cadena, en piezas de aproximadamente 10 cm de largo y sometidas a un 

tratamiento térmico en tres fases (calentamiento a 50°C, 10-20 min; pasteurización 75-82°C, 10 

min y, opcionalmente ahumado a 60-80°C, 10-30 min), dando como resultado la coagulación de 

las proteínas que conduce a una estructura firme y elástica. Finalmente, se produce el enfriamiento 

mediante una lluvia de agua fría o hielo antes de su almacenamiento a 5°C. En la mayoría de los 

casos las tripas sintéticas actúan solamente como molde de cocción, por lo cual las salchichas 

obtenidas son peladas antes de su envasado final.  

I.3 Microbiología de productos cárnicos 

La carne y productos cárnicos constituyen, desde el punto de vista microbiológico, un 

excelente soporte para el crecimiento bacteriano siendo su elevado contenido de agua (aw cercana a 

0.99) una característica que permite el crecimiento de gran cantidad de microorganismos. Las 

estrategias ecológicas adoptadas por éstos para crecer en los diferentes ecosistemas cárnicos, son 

consecuencia de las condiciones ambientales prevalecientes. A su vez, los factores intrínsecos y 

extrínsecos que gobiernan el desarrollo microbiano determinarán el tipo y número de bacterias 

presentes. Estos factores son predominantemente químicos (concentración y disponibilidad de 

nutrientes, pH, potencial redox, capacidad buffer, aw, estructura de la carne) y fisicoquímicos 
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relacionados a las condiciones de proceso y almacenamiento (temperatura y composición de la 

atmósfera). Si bien en los productos cárnicos, la temperatura, pH, aw, disponibilidad de nutrientes 

y oxígeno son a menudo manipuladas para extender la vida útil de la carne, estos parámetros 

fisicoquímicos no explican por qué la carne y los productos cárnicos seleccionan específicamente 

microorganismos no encontrados en otros alimentos (Labadie, 1999). 

Estudios sobre la microbiología de la carne y productos cárnicos demostraron que aunque 

los mismos géneros bacterianos han sido reportados entre la fracción dominante, los resultados a 

nivel de especie fueron diferentes (Nychas y col., 2007). El predominio de especies bacterianas 

dentro de un mismo género determinará el rango de diversidad microbiana encontrada bajo las 

diferentes condiciones de proceso y almacenamiento. En los ecosistemas cárnicos, los metabolitos 

derivados de la vía glicolítica, (compuestos oxidativos, fuentes de energía hidrocarbonadas y 

aminoácidos) pueden ser catabolizados por las bacterias asociadas a la carne. Asimismo, la 

contribución de las enzimas endógenas de la carne durante su acondicionamiento puede 

considerarse despreciable comparada con la acción de las bacterias asociadas a la carne (Nychas y 

col., 2008). 

Los microorganismos presentes en la carne fresca surgen de la contaminación del tracto 

gastrointestinal así como del ambiente con el cual el animal tuvo contacto antes y/o durante la 

faena (Koutsoumanis y Sofos, 2004). La carne es un agente selectivo para organismos aeróbicos, y 

un grupo de bacterias comúnmente dominadas por Pseudomonas spp. es el responsable de la 

contaminación aeróbica a temperaturas entre -1 y 25°C (Nychas y col., 2008). Organismos 

tolerantes al frío del género Enterobacteriaceae así como Brochothrix thermosphacta y BL están 

presentes en carne almacenada en condiciones aeróbicas. En condiciones de restricción de O2, el 

desarrollo de pseudomonas está seriamente comprometido, favoreciendo el predominio de un 

consorcio microbiano principalmente compuesto por BL, B. thermosphacta y enterobacterias 

(Ercolini y col., 2006a; Fontana y col., 2006; Vignolo y col., 2010).  
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En el caso de productos cárnicos cocidos, el calentamiento hasta temperaturas de 

pasteurización destruye la mayoría de las células vegetativas (Borch y col., 1996; Korkeala y 

Björkroth, 1997), en consecuencia la composición de la microbiota en estos productos deriva de la 

manipulación posterior al tratamiento térmico, así como de las contaminaciones cruzadas. Así por 

ejemplo, estudios recientes sugieren que los microorganismos asociados con la contaminación en 

los productos cocidos envasados en atmósferas modificadas son introducidos por el contacto de la 

carne cruda (materia prima) durante su manipulación sobre las superficies de la línea de 

procesamiento, contribuyendo a la instalación de la denominada ¨house microbiota¨ en el embutido 

cocido (Vasilopoulos y col., 2010). Asimismo, la composición del producto, cadena de frío y las 

malas prácticas domésticas serán determinantes en la composición microbiana de este ecosistema 

cárnico (Samelis y col., 2000, Metaxopoulos y col., 2003, Marklinder y col., 2004). A su vez, las 

condiciones de refrigeración y envasado anaeróbico provocan la selección de la microbiota con 

predominio de BL y B. thermosphacta (Cayré y col., 2005), y aunque inicialmente los recuentos 

sean bajos, su desarrollo está ligado a la producción de ácidos, sabores y olores desagradables y 

compuestos deteriorantes del color que a menudo conducen al rechazo del producto desde el punto 

de vista sensorial (Gram y col., 2002; Doyle, 2007; Leroy y col., 2009). En la Tabla 1 se consignan 

los diferentes tipos de defectos causadas por la presencia de BL en salchichas.  

Tabla 1. Tipos de defectos en salchichas envasadas al vacío (extraído de Korkeala y Björkroth, 

1997) 

Tipo de defecto Detección Causa 

Acidez Análisis sensorial (acidez) 

pH 

Bacterias lácticas 

Líquido blanco Inspección visual (apariencia) Bacterias lácticas 
Formación de gas Inspección visual (disminución del 

vacío de los paquetes) 
Lactobacillus 
heterofermentativos, 
Leuconostoc 

Presencia de limo Inspección visual (aparición de 
limo) 

Lactobacillus sakei, 
Leuconostoc gelidum 



 
 
 

 

9 

En estos productos cárnicos también pueden encontrarse microorganismos patógenos 

ubicuos como L. monocytogenes, quien es capaz de crecer en condiciones de refrigeración y 

restricción de O2, y cuya presencia está generalmente asociada al manejo post-proceso y a las  

malas prácticas higiénicas con las que se realiza dicha operación. Basándose en factores de calidad 

y seguridad, la temperatura y su variación durante el tiempo de almacenamiento son parámetros de 

gran influencia en la vida útil de productos cárnicos cocidos (Mataragas y Drossinos, 2007).  

I.4 Enfermedades transmitidas por alimentos 

Aun cuando la carne y productos cárnicos hayan sido procesados y envasados con normas 

de higiene adecuadas y aplicando buenas prácticas de manufactura, su vida útil dependerá de las 

condiciones de almacenamiento y distribución. Además de los microorganismos de deterioro como 

Pseudomonas, B. thermosphacta y BL, capaces de crecer en condiciones de refrigeración y 

envasado bajo vacío o atmósferas modificadas, la presencia de organismos patógenos causantes de 

infecciones y toxi-infecciones alimentarias conocidas como enfermedades transmitidas por 

alimentos (ETAs), adquiere gran relevancia. La mayor amenaza para la seguridad alimentaria son 

los denominados patógenos emergentes, entre los cuales L. monocytogenes, Escherichia coli 

O157:H7, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica y Vibrio parahemolyticus han sido 

relacionados con el aumento de brotes de ETAs comparado con los patógenos tradicionales como 

Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis y Clostridium perfringes (Elmi, 2004; Church, 

2004). A pesar de las reglamentaciones y controles para garantizar la seguridad higiénica y calidad 

de los alimentos a lo largo de la cadena de producción, los brotes de ETAs resultan aun 

significativamente elevados. Según estudios publicados en 2011 por el Centro de Control y 

Prevención de enfermedades (CDC) de USA 

(http://www.cdc.gov/spanish/Datos/EnfermedadesAlimentos/), alrededor de 48 millones de 

personas contrajeron enfermedades, 3000 de las cuales murieron a causa de ETAs, siendo el 90% 

de ellas causadas por Salmonella, Campylobacter, E. coli O157:H7, C. perfringes, L. 
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monocytogenes, norovirus y toxoplasma, involucrando productos cárnicos procesados como 

causantes. En Argentina, los datos de brotes son contradictorios; según un informe divulgado en el 

año 2011 por el Departamento de Epidemiología Alimentaria de la Ciudad Autónoma de Buenos 

Aires, durante el año 2010 se registró una disminución (56%) de los casos de ETAs en todo el país 

respecto al año 2009 (http://www.agcontrol.gob.ar/pdf/Que-son-las-ETA.pdf), sin embargo no se 

encuentra especificada la causa de las toxo-infecciones alimentarias reportadas. Por otro lado, 

según lo publicado en el Boletín Epidemiológico Anual 2010 (www.msal.gov.ar) se registró un 

aumento de “eventos gastroentéricos” respecto al 2009, incluyendo estas infecciones botulismo, 

botulismo del lactante, brucelosis, cólera, diarreas agudas sanguinolentas, diarreas sin especificar, 

fiebre tifoidea y paratifoidea, intoxicación por moluscos; síndrome urémico hemolítico (SUH), 

toxo-infecciones alimentarias y triquinosis.  

La listeriosis, enfermedad transmitida por L. monocytogenes, es especialmente fatal en 

poblaciones humanas de alto riesgo como niños recién nacidos, mujeres embarazadas, ancianos y 

personas inmunológicamente deprimidas, presentándose los síntomas pocos días luego de la 

ingestión o hasta 6 semanas después. En Argentina, L. monocytogenes fue encontrada en muestras 

de diferentes productos cárnicos RTE e informada como la causa de numerosos brotes (Pellicer y 

col. 2002; Marzocca y col. 2004). Debido a la estrecha relación entre L. monocytogenes y las 

enfermedades transmitidas por determinados alimentos como productos cárnicos y de aves, así 

como el reconocimiento del alto riesgo para la salud pública, desde el año 1989 en USA, la FDA 

(Food and Drug Administration) y FSIS (Food Safety and Inspection Service) han promulgado y 

mantenido una política de tolerancia cero respecto a la presencia de este patógeno en alimentos 

RTE. Los esfuerzos de la industria para erradicar este patógeno produjeron una reducción de su 

prevalencia, no obstante debido a la imposibilidad de su eliminación total del ambiente y de los 

alimentos, se establecieron estrategias de manejo enfocadas en la cantidad de L. monocytogenes 

más que en su presencia (Chen y col., 2003). Por otra parte, de acuerdo al criterio microbiológico 
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fijado por la Unión Europea, los alimentos que contengan menos de 100 UFC por gramo de 

producto se consideran aceptables para el consumo humano (EC No 2073/2005). 

Estudios realizados en Estados Unidos acerca de la incidencia de infecciones con 

patógenos transmitidos por alimentos mostraron que desde el período 1996-1998 hasta el año 2008 

se produjo un descenso en aquellas infecciones causadas por Listeria, Campylobacter, E. coli 

O157 productora de toxina Shiga, registrándose un aumento en la incidencia de Vibrio; mientras 

que, la incidencia de infecciones causadas por Cryptosporidium y Salmonella, no experimentó 

cambios significativos en este período (CDC, 2009). En coincidencia, datos de este organismo 

(CDC) entre 2006 y 2012 indican una significativa disminución de los brotes de listeriosis respecto 

a la incidencia de otros patógenos (http://www.cdc.gov/outbreaknet/outbreaks.html). No obstante, 

informes de la Unión Europea correspondiente al año 2009, indicaron un aumento del 19% en los 

casos de listeriosis confirmados respecto al año 2008, siendo los productos de la pesca, quesos y 

productos cárnicos RTE los que presentaron la presencia de L. monocytogenes por encima de los 

límites permitidos (Lahuerta y col., 2011).  

I.5 Manejo y conservación de alimentos cárnicos RTE 

Por definición los alimentos cárnicos RTE o “comercialmente estériles”, son aquellos que 

pueden ser consumidos sin procedimientos adicionales que aseguren su calidad higiénica, y/o sin 

sufrir posteriores modificaciones a efectos de mejorar su gusto o apariencia. Durante el 

procesamiento, los productos cárnicos RTE son tratados térmicamente asegurando la destrucción 

de bacterias patógenas y contaminantes. No obstante, estos productos están a menudo implicados 

en casos de ETAs ya que en general no son sometidos a cocción adicional antes de su consumo. La 

ocurrencia de contaminaciones post-proceso antes del envasado, representa una posibilidad para la 

proliferación de bacterias dentro del envase, particularmente cuando el producto es sometido a 

abuso de temperatura.  
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La contaminación post-proceso en alimentos puede ocurrir por la aparición de agentes 

contaminantes en el material de empaque, superficies/utensilios en contacto con alimentos, fallas 

para separar áreas de pre- y post-procesamiento, abuso tiempo/temperatura en la etapa de 

cocción/enfriamiento y pobre higiene de los procesadores. Por todo ello, la responsabilidad para 

asegurar la calidad final de productos RTE recae sobre los procesadores de alimentos, ya que la 

etapa de distribución presenta numerosas variantes que complican aun más el aseguramiento de la 

calidad higiénica para el consumidor. Las diferentes rutas que los productos RTE pueden seguir 

antes de llegar a los consumidores incluyen su acopio en almacenes, distribución en camiones 

refrigerados desde procesadores a intermediarios y bocas de expendio, re-procesamiento, re-

envasado y/o almacenamiento por fraccionadores (subdivisión en envases individuales) y 

distribución, almacenamiento y preparación por el consumidor. 

A los efectos de prevenir post-contaminaciones con L. monocytogenes, se han desarrollado 

diversas estrategias de control. Además de las buenas prácticas de manufactura (BPM), se han 

implementado programas de control, especificando las condiciones de sanitización y operación, 

para ser aplicados en los ambientes de producción, así como en los vehículos transportadores de 

alimentos RTE. Asimismo, su apropiado manejo por fraccionadores y distribuidores, así como por 

los consumidores, ha sido reforzado mediante diversas especificaciones y programas de 

entrenamiento y educación (Klontz y col., 2008). 

I.5.a Envases para productos cárnicos 

Los envases utilizados para el almacenamiento y distribución de productos cárnicos deben 

tener ciertas características para proteger el alimento de las condiciones externas y mantener su 

calidad. La barrera al vapor de agua constituye una propiedad fundamental para evitar pérdidas de 

peso por evaporación. A su vez, estos envases persiguen como objetivo evitar la contaminación, 

retardar el deterioro, permitir la actividad enzimática para mejorar la terneza y asegurar la 

presencia de oximioglobina de carnes rojas (Brody, 1997), mientras que en productos cárnicos 
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procesados evitan la decoloración, oxidación de lípidos y pérdida de aroma (Mondry, 1996). 

Asimismo, como se describió anteriormente, los sistemas de distribución y comercialización de 

carne y productos cárnicos se basan principalmente en la refrigeración y envasado bajo vacío o 

atmósferas modificadas. En consecuencia, el material polimérico empleado en envases destinados 

para alimentos cárnicos debe presentar baja permeabilidad al vapor de agua y a gases como el O2 o 

CO2. Otro requerimiento fundamental del envase es poseer una resistencia mecánica tal que 

permita contener el alimento, evitar pérdidas por goteo y soportar presión gaseosa (en el caso de 

almacenamiento del producto en atmósfera modificada). Si las propiedades requeridas para 

envasar un alimento no pueden satisfacerse con un solo material polimérico, se puede usar la 

combinación de varios polímeros con propiedades individuales diferentes (Tabla 2). 

Tabla 2. Materiales poliméricos y propiedades asociadas (extraído de Walsh y Kerry, 2002) 

Material polimérico Propiedades asociadas 

PEBD Sellabilidad, capacidad de deformación plástica, barrera al vapor de 
agua, bajo costo 

PEBDL Sellabilidad, resistencia al abuso, capacidad de deformación plástica, 
barrera al vapor de agua 

PP Barrera al vapor de agua, resistencia térmica, estabilidad dimensional 

EVOH Sellabilidad, mayor resistencia al abuso que el PEBD, transparencia 

PET Resistencia mecánica, resistencia al calor, barrera media al O2  

EVA Alta barrera al O2, buena co-extrusión, procesabilidad, transparencia 

PA Resistencia mecánica, barrera al O2, (sensible a la humedad), 
capacidad de deformación plástica 

PVdC Alta barrera al O2 (resistente a la humedad), barrera a las grasas 

PEAD Mejores propiedades de barrera a los gases que el PEBD, bajo costo, 
resistente, transparencia reducida 

PVC Versátil, propiedades de contracción, transparente, bajo costo 

PS Excelente transparencia, bajo costo, fácilmente termoformable y 
moldeable por inyección 

PC Alta transparencia, resistencia al impacto, rigidez 

Ionómero Sellabilidad, produce películas resistentes y transparencia inusual 
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Para envasar carne y productos cárnicos se utilizan envases conocidos como materiales 

multicapa ya que están formados por varias capas de polímeros (Tabla 3). Cada capa puede 

combinarse por laminado de dos o más películas previamente extrudadas, que serán unidas 

utilizando adhesivos o por co-extrusión y adhesión de un polímero fundido entre las distintas capas 

(Walsh y Kerry, 2002). 

Tabla 3. Composición de envases utilizados comúnmente para productos cárnicos (extraído de 

Mondry, 1996) 

Tipo de Envase Materiales del fondo Materiales de la tapa 
(cuando corresponda) 

Flexible de vacío PA-PEBD, co-extrudado como una película 
de 5 capas 

- 

PA-PEBD OPA-PEBD 

PA-EVOH-PEBD - 

PA-EVOH-PA-PEBD PET-PVdC-PEBD 

PP-EVOH-PEBD - 

Flexible MAP 

PEBD-EVOH-PEBD - 

APET OPA-PEBD 

PVC o PVC-PEBD  PET-PVdC-PEBD 

PS-EVOH-PEBD OPA-PEBD-EVOH-
PEBD 

Rígido de vacío 

- PET-PEBD-EVOH-
PEBD 

PVC OPA-PEBD 

PVC-PEBD o PVC-EVOH-PEBD PET-PVdC-PEBD 

Rígido MAP 

APET OPA-PEBD-EVOH-
PEBD 

APET-PEBD o APET-EVOH-PEBD PET-PEBD-EVOH-
PEBD 

 

PS-EVOH-PEBD - 

PVC-PEBD 

APET 

Bandejas 

APET-PEBD 

Varias combinaciones de 
hasta siete o más capas 
incluyendo una de EVOH 
como barrera a los gases 
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I.6 Materiales activos 

En el pasado, las funciones de los envases estaban limitadas a los roles de contención del 

alimento, protección de su contenido de los efectos del ambiente, conveniencia y utilidad del 

producto alimenticio y comunicación de la información del mismo (Cho y col., 2009). Mientras las 

funciones convencionales del envase se consideraban pasivas, un nuevo paradigma de envase 

emergió como respuesta a las exigencias en el manejo de productos RTE y a las demandas de los 

consumidores. De esta manera se introdujo en el mercado de alimentos el concepto de envase 

activo, cuyo objetivo es extender la vida útil y asegurar la calidad higiénico-sanitaria del alimento 

que contiene. No obstante, esta novedosa herramienta no implica una sustitución de las BPM y los 

programas de control.  

Un envase se considera activo cuando es capaz de desarrollar alguna otra función que la de 

proporcionar una barrera inerte frente a las condiciones externas. Entre estas funciones se destacan 

la regulación del contenido en gases (O2, CO2, etileno, etc.); control de humedad mediante el uso 

de aditivos absorbentes; acción de diversas enzimas (control de colesterol y lactosa), así como la 

liberación de sustancias antimicrobianas (etanol, fungicidas, bacteriocinas). En la Tabla 4 se 

muestran ejemplos de los diversos sistemas de empaque activos y su aplicación en alimentos. 
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Tabla 4. Ejemplos de sistemas de empaque activos (extraído de Day, 2008) 

Sistema de empaque activo Mecanismos Aplicación en alimentos 

Absorbedores de oxígeno Hierro, 
Metal/ácido 
Nylon MXD6 
Metal (por Ej. platino) 
catalizador 
Ascorbato/sales metálicas 
Enzimas 

Pan, tortas, galletas de arroz, 
biscochos, pizza, pasta, 
queso, carnes curadas y 
pescado, café, snacks, 
comidas deshidratadas y 
bebidas 

Absorbedores y emisores de CO2 Óxido de hierro/hidróxido de 
calcio 
Carbonato de hierro/haluros 
metálicos 
Óxido de hierro/carbón activado 
Ascorbato/ bicarbonato de sodio 

Café, carnes y pescado 
fresco, nueces, snacks y 
tortas esponjosas 

Absorbedores de etileno Permanganato de potasio 
Carbón activado 
Arcillas activadas/zeolitas 

Frutas, vegetales y otros 
productos de horticultura 

Liberadores de preservantes Ácidos orgánicos 
Zeolitas de plata 
Especies y extractos de hierbas 
antioxidantes butil hidroxianisol 
/ butil hidroxitolueno 
Vitamina E 
Dióxido de cloro/dióxido de 
azufre  
Bacteriocinas 

Cereales, carne, pescado, 
queso, snacks, frutas y 
vegetales 

Emisores de etanol Etanol encapsulado Pizza, tortas, pan, biscochos, 
pescado y otros productos 
panificados 

Absorbedores de humedad Manta de polivinil alcohol 
Arcillas activadas y minerales 
Silica gel 

Pescado, carne, pollo, 
snacks, cereales, alimentos 
secos, sándwiches, frutas y 
vegetales 

Absorbedores de olores y sabores Triacetato de celulosa 
Papel acetilado 
Ácido cítrico 
Sales de hierro/ascorbato 
Carbón activado/arcillas/zeolitas 

Jugo de frutas, snacks fritos, 
pescado, cereales, pollo, 
productos lácteos y frutas 

Envases con control de temperatura Plásticos no reticulados 
Contenedores de doble pared 
Hidrofluorocarbono 
Óxido de calcio/agua 
Nitrato de amonio/agua 
Cloruro de calcio/agua 
Aleaciones súper-corrosivas/sal 
agua 
Permanganato de 
potasio/glicerina 

Alimentos RTE, carne, 
pescado, pollo y bebidas 

Películas compensadoras de 
temperatura 

Polímeros de cadena lateral 
cristalizable 

 Frutas, vegetales y otros 
productos de horticultura 



 
 
 

 

17 

I.6.a Materiales activos antimicrobianos 

Los materiales antimicrobianos constituyen una variante de los materiales activos que 

permiten controlar el crecimiento de microorganismos en la superficie de alimentos y 

eventualmente reducir el recuento microbiano de dichos productos (Cho y col., 2009), con la 

consiguiente extensión de la vida útil del alimento contenido en el envase. Entre los materiales 

poliméricos empleados en envases para carne y productos cárnicos, se encuentran películas de 

quitosano, celulosa, metil celulosa, hidroxi metil celulosa, películas a base de proteínas de suero de 

leche, cereales y oleaginosas, así como las formadas por polímeros sintéticos como el 

polipropileno y polietileno de baja densidad, PVC, entre otros. Estas matrices pueden combinarse 

con antimicrobianos como ácidos orgánicos (láctico, acético, propiónico, sórbico), enzimas 

(glucosa oxidasa, lisozima) y bacteriocinas para formar materiales activos (Tabla 5). 

La inclusión de bacteriocinas en materiales poliméricos despierta gran interés en la 

industria alimentaria debido al consumo cada vez mayor de productos RTE mínimamente 

procesados y libre de conservantes. En los últimos años, la atención se focalizó en la prevención 

del desarrollo de contaminantes en los alimentos mediante la aplicación de antimicrobianos en su 

superficie, más que en tratar de remover los microorganismos indeseables una vez que estos han 

contaminado el alimento (Guerra y col., 2005a). El uso de envases antimicrobianos asegura que 

solo bajos niveles del bio-preservante estarán en contacto con el alimento, comparado con la 

adición directa de los mismos en el producto. En la literatura existen evidencias del efecto de las 

sustancias antimicrobianas como aditivos indirectos en alimentos mediante su incorporación en 

materiales poliméricos, con el objeto de reducir la contaminación superficial de los mismos 

(Joerger, 2007; Vermeiren y col., 2002; Cooksey, 2005) 

. 
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Tabla 5. Polímeros utilizados para extender la vida útil de carne y productos cárnicos 

(recopilación obtenida de Joerger, 2007) 

Matriz polimérica Sustancia antimicrobiana Producto 
cárnico 

Referencia 

Zeína/PG, 
zeína/EtOH 

Nisina, Nisina/ propionato de 
Calcio  

Pollo Janes y col. (2002) 

PE Nisina Carne vacuna Siragusa y col. (1999) 
Plástico con 
MC/HPMC 

Nisina Salchichas Franklin y col. (2004) 

Insertos de papel Nisina Jamón cocido 
feteado 

Scannell y col. (2000) 

PE Nisina/EDTA Carne vacuna Cutter y col. (2001) 
PVC, Nylon, 
LLDPE 

Nisina/EDTA/Ácido 
cítrico/Tween 80 

Muslos de 
pollo 

Natrajan y Sheldon (2000) 

PE Bacteriocina de L. curvatus Salchichas Ercolini y col. (2006b) 
Celulosa Pediocina  Jamón, carne 

vacuna, 
Ming y col. (1997) 

Proteína de suero 
de leche 

Ácido sórbico, Ácido 
sórbico/ácido  
p- amino benzoico 

Mortadela Cagri y col. (2002) 

Quitosano Ácido acético, cinamaldehído 
(1%), 
aceite esencial de orégano 
(2%) 

Jamón 
cocido, 
mortadela,  
pastrami 

Ouattara y col. (2000) 
Zivanovic y col. (2005) 

Película multicapa 
de PE 

Semilla de pomelo Carne molida Ha y col. (2001)  

Proteínas de leche Aceite esencial de orégano Carne vacuna Oussalah y col. (2004) 
Caseinato Polvo de especias (tomillo, 

romero, salvia) 
Carne vacuna Ouattara y col. (2002) 

Proteína de suero Sistema lactoperoxidasa Salmón 
ahumado 

Min y col. (2005) 

Proteína de suero 
de leche 

Sistema lactoperoxidasa Pollo asado Min y col. (2006) 

Plástico Triclosan Carne vacuna Cutter (1999) 
LDPE Triclosan Pollo Vermeiren y col. (2002) 
LDPE Hexametil tretramina Jamón cocido Devlieghere y col. (2000) 

 

Entre las bacteriocinas usadas como antimicrobianos en alimentos, nisina producida por 

Lactococcus lactis, organismo GRAS (del inglés Generally Regarded As Safe) ha sido aprobada 

para este fin por la FDA y WHO. Esta bacteriocina es el péptido antimicrobiano mas utilizado en 

películas poliméricas, sola o en combinación con otros antimicrobianos (Joerger, 2007). Debido a 

que el blanco de acción de estos péptidos antimicrobianos son microorganismos Gram positivos, 

han sido aplicados en materiales sintéticos y naturales para reducir principalmente la 
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contaminación con L. monocytogenes en alimentos. Para productos cárnicos en particular, se han 

evaluado diferentes materiales utilizando como antimicrobiano nisina (Ming y col., 1997; Siragusa 

y col., 1999; Scannell y col., 2000; Franklin y col., 2004; Grower y col., 2004a, b; Guerra y col., 

2005a), pediocina (Nielsen y col., 1990; Ming y col., 1997), así como la bacteriocina antilisteria 

producida por Lactobacillus curvatus 32Y (Mauriello y col., 2004; Ercolini y col. 2006). 

I.6.b Obtención de materiales antimicrobianos 

Cuando se considera el rol biológicamente activo de un agente antimicrobiano en una 

película polimérica, la relación entre la matriz polimérica y el agente antimicrobiano resulta 

crítica, ya que la degradación térmica del antimicrobiano durante la fabricación así como su 

compatibilidad química con el material de la película pueden limitar su actividad antimicrobiana 

(Cho y col., 2009). Se han estudiado diversos métodos para la obtención de películas con actividad 

antimicrobiana por activación superficial de polímeros, entre los cuales se ensayó la inmersión 

(soaking) del material polimérico dentro de una solución activa (Mauriello y col., 2004), contacto 

y adsorción (Guerra y col., 2005a), casting sobre el material polimérico (Grower y col., 2004a,b), 

spray, spreading y spin-coating (Mauriello y col., 2004; Han y col., 2007; Iseppi y col., 2008). 

Estos métodos de obtención de películas activas utilizan tratamientos térmicos suaves que no 

superan los 70ºC.  

También pueden obtenerse películas poliméricas que contengan el antimicrobiano en su 

matriz por extrusión del material junto al compuesto inhibitorio (Ha y col., 2001; Del Nobile y 

col., 2009). Sin embargo, la activación durante la extrusión de polímeros sintéticos (PVC, PEBD, 

PP, PET, etc.) y algunos biodegradables como PCL y PLA obliga a la elección de agentes 

antimicrobianos térmicamente estables, ya que las temperaturas de procesamiento van desde 80 a 

260 ºC, dependiendo del polímero. En el caso de agentes antimicrobianos inestables a altas 

temperaturas, éstos pueden ser adicionados en matrices biopoliméricas obtenidas por evaporación 
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de solvente (casting) (Buonocore y col., 2004; Conte y col., 2004). En consecuencia no se 

requieren altas temperaturas para fundir el polímero y formar una película. 

Existen agentes antimicrobianos que ofrecen resistencia a las temperaturas, por ejemplo 

diversos compuestos inorgánicos (zeolitas, montmorillonitas, iones plata, dióxido de titanio), 

mientras que otros de origen biológico presentan menor resistencia a altas temperaturas de 

procesamiento (bacteriocinas, lisozima, extractos vegetales). La selección de un determinado 

antimicrobiano dependerá principalmente del microorganismo que se quiere combatir con el 

envase activo y una vez seleccionado el antimicrobiano, deberá tenerse en cuenta la 

compatibilidad con el material polimérico y encontrar un método de obtención de la película activa 

que se adapte a las características del antimicrobiano (estabilidad en las condiciones de 

procesamiento).  

I.7 Biomateriales. Aprovechamiento de recursos renovables 

Con la excepción del papel, los materiales de empaque para alimentos han sido producidos 

tradicionalmente a base de productos no renovables. No obstante hasta las primeras décadas del 

siglo XX, los materiales de empaque junto a otros muchos productos industriales (tintas, 

colorantes, pinturas, tejidos, etc.) fueron producidos a partir de recursos de origen biológico; más 

adelante en esta centuria los derivados del petróleo reemplazaron casi completamente a los 

materiales de origen biológico. En la actualidad, en los comienzos del siglo XXI y debido al 

elevado impacto ambiental producido por el descarte de productos derivados del petróleo, la 

sustentabilidad y reemplazo de recursos no renovables por aquellos provenientes de fuentes 

renovables ha llamado la atención de la sociedad. Se entiende como recurso renovable, 

principalmente a aquellos productos derivados de materiales vegetales y los subproductos de su 

fermentación (Robertson, 2006a). Según Irmak y Erbatur (2008), luego de su vida útil, los 

materiales utilizados en envases deben ser capaces de mineralizarse por biodegradación en un 

período de tiempo razonable para no causar problemas ambientales. Los materiales de empaque 
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basados en productos biológicos fueron definidos como productos derivados principalmente de 

fuentes renovables anualmente, con excepción de aquellos derivados del papel cuyo tiempo de 

renovación es mayor dependiendo de la especie vegetal (Haugaard y Mortensen, 2003). 

Los biomateriales de empaque han sido divididos en tres tipos reflejando su desarrollo 

histórico. Los de primera y segunda generación incluyen polímeros sintéticos conteniendo 5-25 y 

40-75% de almidón respectivamente, siendo este compuesto responsable del grado de 

biodegradación. Los materiales de tercera generación están compuestos exclusivamente por 

biomasa siendo por lo tanto biodegradables (Gontard y Guilbert, 1994). Este tipo de materiales 

puede ser clasificado en tres categorías de acuerdo a su método de obtención: (i) polímeros 

extraídos directamente de biomasa, (ii) polímeros producidos por síntesis química clásica a partir 

de monómeros de biomasa y (iii) polímeros producidos directamente por organismos naturales o 

modificados genéticamente (Robertson, 2006a). En la primera categoría, la mayoría de los 

polímeros son extraídos de productos marinos y agroindustriales como polisacáridos (celulosa, 

almidón y quitina) y  proteínas (caseína, suero de leche, colágeno, soja, zeína, gluten, entre otros). 

Las proteínas son heteropolímeros formados por aminoácidos (aa) cuyos grupos moleculares 

pueden interactuar por medio de enlaces hidrógeno (aa polares no iónicos), interacciones iónicas 

(aa ionizados), interacciones no polares (aa no polares) o enlaces covalentes (aa que forman 

puentes disulfuro o di-tirosina). Esta estructura heterogénea provee varios sitios potenciales de 

reacción para el entrecruzamiento o injerto químico (Guilbert y Bernard, 2005). La formación de 

películas poliméricas requiere que las proteínas formen estructuras extendidas, para ello estos 

polipéptidos deben desnaturalizarse por calor, tratamiento con ácidos, bases y/o solventes. Una vez 

separadas, las cadenas proteicas pueden re-asociarse mediante enlaces hidrógeno, interacciones 

iónicas, hidrofóbicas o enlaces covalentes (Bourtoom, 2008).  

En particular, la proteína de trigo es una masa viscoelástica formada por una mezcla 

compleja de hasta 50 clases de polipéptidos divididos en gliadinas que se agregan mediante 
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interacciones no covalentes otorgando el componente viscoso al gluten y gluteninas que otorgan 

elasticidad debido a su entrecruzamiento mediante puentes disulfuro (Zhang y col., 2005; Zhang y 

Zeng, 2008; Athamneh y col., 2008). Muchos estudios se han enfocado en la producción de 

películas de gluten de trigo por casting o procesamiento térmico (Gennadios y col., 1993; Gontard 

y col., 1996; Tropini y col., 2004; Hochstetter y col., 2006; Song y col., 2008; Athamneh y col., 

2008; Zhang y col., 2010). Estos biopolímeros se han utilizado ampliamente para extender la vida 

útil de alimentos (Cha y Chinnan, 2004; Cagri y col., 2004; Coma, 2008) y en los últimos años se 

ha puesto especial atención en la incorporación de bacteriocinas a estos materiales. Numerosos 

estudios dan cuenta de la obtención de biopelículas con actividad anti-Listeria mediante la 

inclusión de nisina y otras bacteriocinas como enterocina, pediocina y lacticina 3147 con el objeto 

de controlar la proliferación bacteriana en alimentos (Ming y col., 1997; Scannell y col., 2000; 

Luchansky y Call, 2004; Lungu y Johnson, 2005; Ibarguren y col., 2010a).  

I.8 Bacteriocinas producidas por bacterias lácticas (BL). Clasificación  

Actualmente, diversos agentes preservantes sintéticos son usados para controlar el número 

de microorganismos en alimentos envasados; sin embargo, la concientización del consumidor 

respecto a los riesgos potenciales asociados a agentes sintéticos, induce a la búsqueda de 

preservantes disponibles en la naturaleza. (Cho y col., 2009). Las bacteriocinas producidas por BL 

poseen un gran potencial tecnológico en la preservación biológica de alimentos debido al carácter 

GRAS de los microorganismos productores, considerando que los mismos han estado presentes en 

alimentos fermentados desde tiempos inmemoriales (Cotter y col., 2005). El continuo 

descubrimiento de bacteriocinas en los últimos años, incluyendo muchas producidas por bacterias 

Gram positivas, dio como resultado la caracterización de una enorme y heterogénea cantidad de 

compuestos. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos, modificados o no, producidos 

ribosomalmente por bacterias resultando inmunes a su acción (Rea y col., 2011). Generalmente 

estas sustancias inhibitorias son activas frente a microorganismos contaminantes y patógenos de 
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alimentos, incluyendo Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringes y 

Bacillus cereus (Cotter y col., 2005; Heng y col., 2007; De Vuyst y Leroy, 2007; Vignolo y col., 

2012). En los últimos 25 años se han propuestos diferentes esquemas de clasificación de las 

bacteriocinas, que en la actualidad pueden resumirse en la existencia de tres clases (Tabla 6). Las 

bacteriocinas de clase I o lantibióticos se caracterizan por contener uno o más residuos de 

aminoácidos modificados (lantionina, β-meti lantionina), los cuales forman puentes covalentes 

entre aminoácidos. Esta familia se ha subdividido en subclases involucrando a los lantibióticos y 

lantipéptidos (lantibióticos que no poseen actividad antimicrobiana), labyrintopéptidos, que son 

lantibióticos que contienen labionina (aminoácido carbacíclico) y los sanctibióticos que presentan 

uniones puente sulfuro-carbono α (Goto y col., 2010; Meindl y col., 2010; Rea y col., 2011). 

Existen varios mecanismos de acción de las bacteriocinas de la clase I frente los microorganismos 

sensibles, entre los cuales  algunos lantibioticos (nisina, lacticina 3147) presentan un modo de 

acción dual (Fig. 1). Estos péptidos forman un complejo con el último precursor de la pared celular 

(lípido II), inhibiendo en consecuencia su formación. Los complejos luego se agregan 

incorporando más péptidos y forman un poro en la membrana de la bacteria. También se ha 

estudiado que algunos lantipéptidos (mersacidina) pueden unirse al lípido II pero no forman un 

poro posteriormente; mientras que a la inversa, otros lantibióticos (Pep5 y epilancina K7) forman 

poros pero sin utilizar el lípido II como molécula de anclaje (Bierbaum y Sahl, 2009; Knerr y van 

der Donk, 2012). 

Respecto a los sanctibióticos, estudios realizados en la bacteriocina subtilosina mostraron 

que esta presenta un modo de acción específico para las dos especies sensibles analizadas hasta el 

momento (van Kuijk y col., 2011). 
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Tabla 6. Esquema de clasificación de  bacteriocinas producidas por microorganismos Gram positivos 

(extraído de Rea y col. 2011) 

Clase Descripción Subdivisiones Ejemplos 

Péptidos modificados 

(a) Lantibióticos y 
lantipéptidos 

Subclases* I y II (modificadas 
por las proteínas LanBC y 
LanM). 12 subclases de acuerdo 
a la secuencia de aa. 

Subclases III y IV (modificadas 
por las proteínas tipo RamC y 
LanL, respectivamente) 

I (LanBC) 

nisina A, Z, F, epidermina, 
gallidermina, streptina, 

pep5, epilancina K7 

II (LanM) 

lacticina 3147, salivaracina B, 
mersacidina, cinnamycina  

III (RamC) 

ramS, amfS, sapT 

IV (LanL) 

venezuelina 

(b) Labyrintopetinas - labyrinthopeptina A2 

Clase I 

(c) Sactibióticos Dos subclases: bacteriocinas 
mono y di-peptídicas 

mono-peptídica 

subtilosina A 

di-peptídica  

thuricina CD 

Péptidos no 
modificados 

 Clase II 

(a) Bacteriocinas 
anti-Listeria  tipo 
pediocina 

Cuatro subgrupos: I–IV Subgrupo I 

coagulina K, divergicina M35, 
divergicina V41, enterocina A, 
leucocina C, listeriocina 743 A, 
munticina CRL35, munticina KS, 
pediocina PA-1, pisciocina CS 
526, piscicolina 126, sakacina P, 
sakacina 5X, 

Subgrupo II 

lactococcina MMFII, leucoccina 
A, mesentericina Y105, 
plantaricina C19, plantaricina 
423, sakacina G  

Subgrupo III 

curvacina A, carnobacteriocina 
BM1, enterocina P  

Subgrupo IV  

bacteriocina 31 A, bacteriocina 
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RC714, bacteriocina T8, 
penocina A; enterocina SE-K4, 
carnobacteriocina B2  

(b) Bacteriocinas 
bi-peptídicas 

Subclases A y B A 

lacticina F, lactocina 705, 
plantaricina E/F, plantaricina J/K, 
plantaricina NC8, plantaricina S, 
salivaricina  

B 

lactococcina G, lactococcina Q, 
enterocina 1071 

(c) Bacteriocinas 
circulares 
extremos N- y C- 
terminal unidos 
covalentemente 

Subclases I y II Subclase I 

carnociclina A, lactociclicina Q, 
enterocina AS-48, circularina A, 
uberolisina 

Subclase II 

gassericina A, reutericina 6 

 

(d) Bacteriocinas 
lineales 
monopéptidos que 
no entran en las 
tipo pediocina 

- lactococcina A, aureocina A53, 
lactococcina B 

Bacteriolisinas Proteínas líticas - lisostafina, helveticina J, zoocina 
A, enterolisina A, millericina B 

* Las subclases se definieron de acuerdo a las enzimas que modifican los pre-péptidos durante la maduración (Rea y col. 
2011). 
Para una descripción más detallada de la clasificación de bacteriocinas y su modo de acción consultar los artículos de Drider 
y col. ,2006; Bierbaum y  Sahl, 2009; Piper y col., 2009; do Carmo y col., 2010; Rea y col., 2011. 

 

La clase II de bacteriocinas, compuesta por péptidos que carecen de residuos modificados, 

se subdivide en cuatro subclases (Tabla 6). La mayoría de las bacteriocinas de esta clase inducen 

permeabilización de la membrana y la posterior pérdida de moléculas del interior de la bacteria 

sensible (Fig. 1) (Cotter y col., 2005; Nissen-Meyer y col., 2009; Martin-Visscher y col., 2011). 

Particularmente, las bacteriocinas de la clase IIa se unen a la membrana a través de una molécula 

de anclaje formando poros que causan disipación de la fuerza protón motriz y disminución del 

ATP intracelular (Drider y col., 2006), mientras que en las bacteriocinas de la clase IIb 

(bacteriocinas de dos componentes), la actividad antimicrobiana se obtiene por complementación 
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de los péptidos que la componen, formando poros que permiten el pasaje selectivo de ciertas 

moléculas (Nissen-Meyer y col., 2010), (Fig. 1). Las bacteriolicinas (antiguamente bacteriocinas 

de la clase III) (Tabla 6), son proteínas antimicrobianas de gran tamaño y lábiles al calor (Rea y 

col. 2011). El ejemplo más estudiado hasta ahora corresponde a la lisostafina, bacteriocina 

producida por especies del género Staphylococcus, actúa hidrolizando la pared celular de la 

bacteria sensible (Bastos y col., 2010). En la Fig.1, se esquematiza el modo de acción de diferentes 

bacteriocinas. 

 

Figura 1. Modo de acción de las bacteriocinas producidas por BL (Cotter y col., 2005) 
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El espectro antimicrobiano de una bacteriocina se define como el conjunto de cepas 

sensibles a una determinada bacteriocina. Algunas bacteriocinas pueden presentar actividad solo 

frente a especies estrechamente relacionadas con la cepa productora (espectro reducido), mientras 

que otras frente a especies de diferentes géneros (amplio espectro) (Bastos y col., 2010). 

Asimismo, otras bacteriocinas son capaces de inhibir diversos microorganismos Gram positivos y 

algunos Gram negativos (Nissen-Meyer y col., 2009; Piper y col., 2009).  

I.8.a Bacteriocinas producidas por Lactobacillus curvatus CRL705  

L. curvatus CRL705, aislado a partir de embutidos artesanales argentinos (Vignolo y col., 

1986), produce lactocina 705 (clase IIb), bacteriocina de dos componentes, y lactocina AL705 

compuesto antimicrobiano con capacidad anti-Listeria (Vignolo y col., 1993; Castellano y col., 

2003). Recientemente, la secuenciación del genoma de L. curvatus CRL705 mostró la presencia de 

genes para la producción de 5 bacteriocinas: lactocina 705, sakacina P, sakacina Q, sakacina X, y 

sakacina T (Hebert y col., 2012). Lactocina 705, cuya actividad depende de la acción 

complementaria de dos péptidos (lac705 y lac705) de 33 residuos aminoacídicos cada uno, fue 

caracterizada bioquímica y genéticamente (Palacios y col., 1999; Cuozzo y col., 2000). La 

caracterización genética así como su mecanismo de acción frente a organismos blanco demostró 

que lactocina 705 ejerce su acción inhibitoria mediante la disipación del potencial de membrana y 

el gradiente de pH provocando la inmediata liberación de K+ y fosfato inorgánico, conduciendo 

finalmente a la muerte celular (Castellano y col., 2003). Ninguno de los dos péptidos (lac705 y 

lac705) por separado posee efecto inhibitorio y la evaluación del rol de los mismos en la 

actividad antimicrobiana demostró que el péptido lac705 es responsable del reconocimiento a 

nivel de membrana del organismo indicador, mientras que el lac705 es el péptido activo sobre la 

misma (Cuozzo y col., 2003). La aplicación de espectroscopia infrarroja por transformada de 

Fourier (FTIR) permitió tener evidencias acerca del mecanismo de acción de cada péptido, 



 
 
 

 

28 

demostrando que ambos presentaban habilidad para interaccionar con las membranas liposómicas 

aunque a diferentes niveles de la bi-capa. Mientras que el péptido lac705 interacciona con la 

región interfacial induciendo deshidratación, lac705 ejerce interacción solamente sobre la porción 

hidrofóbica sugiriendo la formación de un oligómero transmembrana (Castellano y col., 2007). La 

capacidad anti-Listeria de L. curvatus CRL705 ha sido denominada lactocina AL705 (Castellano y 

col., 2004; Castellano y Vignolo, 2006), la que podría corresponder a sakacina P o sakacina X, 

cuyos genes están presentes en el genoma de L. curvatus CRL705 y poseen capacidad anti-Listeria 

(clase IIa), (Eijsink y col., 1998; Vaughan y col., 2001, 2003). Dado que en este trabajo de tesis 

doctoral no se han realizado estudios utilizando sakacina P y sakacina X en forma separada, sino 

un extracto de bacteriocinas concentradas obtenido a partir de L. curvatus CRL705, el término 

“lactocina AL705” será usado para referirnos a la capacidad anti-Listeria del extracto.  

I.8.b Purificación de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 

En vista de la aplicación de las bacteriocinas en alimentos, un requisito clave es la 

obtención de estos péptidos purificados y en gran cantidad. Debido a que las bacteriocinas son 

producidas en el medio de cultivo, la mayoría de las estrategias de purificación comienzan con una 

etapa de concentración que incluye la precipitación con sulfato de amonio o adsorción dependiente 

del pH en células muertas, entre otras metodologías (Guyonnet y col., 2000). Luego del proceso de 

concentración se lleva a cabo alguna etapa adicional para una mayor purificación de la 

bacteriocina. Entre los métodos de purificación se aplican diversas técnicas cromatográficas como 

el intercambio iónico (Berjeaud y Cenatiempo, 2004; Saavedra y col., 2004), interacción 

hidrofóbica (Mauriello y col., 2004), permeación en gel (Bizani y col., 2005; Guyonnet y col., 

2000), fase reversa (Yamazaki y col., 2005) y filtración a través de membranas (Cuozzo y col., 

2001). Sin embargo, estos métodos de purificación resultan tediosos y requieren de mucho tiempo 

para su realización. Asimismo, debido a los bajos porcentajes de proteína recuperada luego de las 
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varias etapas de purificación (Guyonnet y col., 2000), existe una tendencia a purificar 

bacteriocinas usando el menor número de pasos posibles (Callewaert y De Vuyst, 1999; Uteng y 

col., 2002). Las propiedades anfifílicas de las bacteriocinas de clase II, a la que pertenecen 

lactocina 705 y AL705, pueden aprovecharse para separar dichos péptidos en la interfase de 

líquidos inmiscibles (Burianek y Yousef, 2000) o por medio de la interacción con matrices con 

propiedades hidrofóbicas (Berjeaud y Cenatiempo, 2004; Saavedra y col., 2004). El método de 

purificación más adecuado será aquel que presente mayor rendimiento de actividad antimicrobiana 

al final de la purificación y pueda llevarse a cabo en el menor tiempo posible. 

I.8.c Cuantificación de la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas producidas por L. 

curvatus CRL705  

Una dificultad en el estudio de las bacteriocinas es la exacta cuantificación del compuesto 

antimicrobiano producido utilizando métodos basados en la inhibición de la cepa sensible 

(Pongtharangkul y Demirci, 2004, Papagianni y col., 2006). En este sentido, el ensayo de difusión 

en agar, similar a un antibiograma, representa un método fácil y de rápida ejecución, ya que se 

basa en la medición de áreas de inhibición de una cepa indicadora sembrada en una placa de Petri. 

En este experimento el tamaño del área de inhibición es el resultado de la difusión del 

antimicrobiano y la tasa de crecimiento del organismo indicador, existiendo una relación lineal 

entre el área de inhibición y el log10 de la concentración del agente antimicrobiano 

(Pongtharangkul y Demirci, 2004). Los resultados de inhibición pueden ser afectados por factores 

como la sensibilidad de la cepa indicadora, cantidad de agar y surfactante utilizado en el medio 

semisólido, así como la pre-difusión del agente antimicrobiano. En la bibliografía se encuentran 

documentados diversos estudios para aumentar la difusión del antimicrobiano en el medio 

semisólido y en consecuencia mejorar la sensibilidad y precisión del método de difusión en agar. 

Se estudió la influencia de diferentes concentraciones de agente surfactante (Tween 80 o Tween 

20) en el medio de cultivo así como la profundidad y concentración del agar utilizada (Mocquot y 
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Lefebvre, 1956, Wolf y Gibbons, 1996); se evaluó el agregado de una etapa de pre-difusión 

mediante refrigeración estudiando el efecto sobre diferentes microorganismos indicadores (Rogers 

y Montville, 1991, Pongtharangkul y Demirci, 2004). Para cada estudio en particular, la mejor 

combinación de parámetros fue aquella que permitió aumentar la precisión y exactitud del método 

de difusión en agar.  

I.9 Nociones de Adsorción  

Como se mencionó anteriormente, para la obtención de un material con actividad 

antimicrobiana, el compuesto activo puede incluirse dentro del polímero o adsorberse en la 

superficie del mismo. El fenómeno de adsorción de péptidos y proteínas en superficies cumple un 

rol fundamental en biología y diversas aplicaciones bioquímicas, farmacéuticas y médicas (Lutanie 

y col., 1992; Hlady y Buijs, 1996; Nakanishi y col., 2001; Gray, 2004). Particularmente, la 

adsorción de bacteriocinas en diversas superficies ha sido estudiada debido a su potencial 

aplicación en dispositivos de uso médico y materiales activos para alimentos (Daeschel y col., 

1992; Lakamraju y col., 1995; Guerra y col., 2005a,b; Tai y col., 2008; Schilke y McGuire, 2011). 

Los primeros estudios sobre adsorción se realizaron sobre superficies hidrofílicas (metales 

u óxidos metálicos) y gases, siendo fácilmente extendidos a la adsorción desde soluciones. Las 

aplicaciones en catálisis impulsaron estos estudios y este avance permitió la descripción de las 

superficies y modelado de su interacción con agua y otras sustancias. Podemos distinguir dos 

comportamientos límites de adsorción, la fisisorción y la quimisorción, aunque es frecuente 

observar comportamientos intermedios. La adsorción física o fisisorción se caracteriza porque las 

fuerzas que mantienen unidas las moléculas a la superficie son interacciones del tipo de Van der 

Waals (interacciones dipolares, dispersión y/o inducción). Estas fuerzas son débiles y como 

resultado los valores de las entalpías de adsorción son bajas (∆Hads aprox. 20-40 kJ/mol). Por el 

contrario, en la quimisorción las moléculas adsorbidas se unen a la superficie por uniones de tipo 
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covalente, esto implica que las uniones son más firmes y las entalpías de adsorción más elevadas 

(∆H°ads 100-500 kJ/mol) (http://www.uv.es/tunon/pdf_doc/Superficies_Solidas_A.pdf).  

I.9.a El modelo de Langmuir 

Langmuir (1918) propuso la adsorción química, sentando las bases de su modelo: sitios 

específicos en los cuales se puede producir la unión entre superficie adsorbente y molécula 

adsorbida. La adsorción de una sustancia en una superficie puede ser descripta por una isoterma de 

adsorción. Si se coloca una superficie adsorbente en contacto con una solución conteniendo un 

adsorbato a una dada temperatura, se puede observar una disminución de la concentración del 

adsorbato en solución, en función del tiempo. Esta disminución se hace constante para un 

determinado tiempo de contacto entre la superficie y la solución cuando el sistema alcanza el 

equilibrio de adsorción. Una isoterma de adsorción se construye poniendo en contacto el 

adsorbente con distintas concentraciones de adsorbato en solución, a una temperatura determinada 

y graficando la cantidad de sustancia adsorbida en el equilibrio, en función de la concentración de 

adsorbato remanente en la solución.  

De acuerdo al modelo de Langmuir la adsorción implica una unión química entre sitios 

activos de la superficie y la molécula adsorbida, condicionando este tipo de adsorción a una 

monocapa. También se asume que no existen interacciones laterales entre las moléculas de 

adsorbato unidas a la superficie. Por otra parte, la idea de sitios activos es explicable aún en 

sólidos constituidos por un solo tipo de átomos, a partir de las imperfecciones que presentan las 

superficies de los sólidos. La existencia de esquinas, escalones y átomos aislados da lugar a 

átomos con distinto grado de saturación en sus valencias y por lo tanto con distinta reactividad 

frente a los posibles adsorbatos. El modelo de Langmuir para la adsorción de una sustancia A se 

puede representar sencillamente como: 
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    +     A                      A [1] 

 

Donde  representa a los sitios libres de la superfice, A, los sitios cubiertos por A, y ka y kd a las 

constantes de adsorción y desorción respectivamente. Si la fracción de sitios cubiertos se define 

por θ, la fracción de sitios libres será (1- θ). Podemos entonces expresar las velocidades de 

adsorción y desorción según las ecuaciones [2] y [3], 

  A   1k v a a   [2] 

d d k v   [3] 

Donde [A] es la concentración molar de A en la solución. 

En el equilibrio, ambas velocidades son iguales y de ello se obtiene: 

     AKA
k

k
L

d




 a

1 


  [4] 

Siendo KL la constante de Langmuir. 

Despejando la fracción de sitios ocupados se obtiene la expresión de la isoterma de Langmuir 

 
 A K  1

A K
  

L

L


  [5] 

Dado que θ es la fracción de sitios ocupados puede escribirse como: 

máx


  [6] 

Donde Г y Гmáx son, respectivamente, el número de posiciones ocupadas y el número de 

posiciones máximo disponible para la adsorción. De esta manera la expresión de la isoterma de 

Langmuir para la adsorción de una sustancia A desde una solución queda expresada como: 
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Esta expresión predice que la isoterma presentará un aumento lineal de la adsorción en función de 

la concentración de la solución para bajas concentraciones de adsorbato y que mostrará saturación 

(meseta) a altas concentraciones del mismo (Glasstone y Lewis, 1978; Gurasimov y col., 1986). El 

modelo de Langmuir permite además modelar casos de adsorción competitiva y su aplicación 

permite obtener las leyes cinéticas de reacciones superficiales y explicar mecanismos de acción 

catalítica. 

I.9.b Comparación de datos con modelos de adsorción 

Aún no cumpliendo algunos de los postulados del modelo, existen casos experimentales 

reportados en la literatura que son modelables, incluso casos de fisiorción y adsorción hidrofóbica 

(ver más adelante), por una expresión tipo Langmuir, de manera que la ecuación [7] es utilizada 

aún cuando el modelo no es conceptualmente aplicable (Daeschel y col., 1992; Krisdhasima y col., 

1992; Roach y col., 2005). En dichos casos, la ecuación de Langmuir se utiliza como una ecuación 

empírica haciendo la salvedad del incumplimiento de los postulados del modelo.  

A diferencia del modelo de Langmuir, la fisisorción, originada en fuerzas de Van der 

Waals, permite explicar la presencia de multicapas. Esto se debe a que las fuerzas de Van der 

Waals son de largo alcance y se extienden más allá de la primera capa de moléculas adsorbidas, 

mientras que la unión química característica de Langmuir se agota al completarse la primera capa. 

La aparición de capas múltiples se manifiesta en la isoterma de adsorción por el hecho de no 

alcanzarse una meseta (saturación) a altas concentraciones de adsorbato. Sin embargo, en algunos 

casos se puede observar la aparición de una meseta durante un rango de concentraciones bajas de 

adsorbato, seguida de un aumento de la concentración adsorbida, para un rango de concentraciones 

altas. En estos casos se postula una adsorción tipo Langmuir que genera una monocapa, seguida de 

una fisisorción débil que genera multicapas (Guerra y col., 2005a,b) o un reacomodamiento de los 

adsorbatos, debido a la aparición de interacciones laterales entre las especies adsorbidas a elevadas 

concentraciones (Roach y col., 2005).  
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I.9.c Adsorción de proteínas y péptidos en superficies 

Debido a su naturaleza anfifílica, las proteínas y péptidos presentan gran estabilidad en su 

estado adsorbido, siendo este fenómeno de adsorción de gran interés en diferentes aplicaciones 

tecnológicas (Hlady y Buijs, 1996; Gray, 2004; Rabe y col., 2011). Cualquiera sea el mecanismo y 

la cinética de adsorción, a temperatura y presión constante, este proceso solo ocurre 

espontáneamente si la energía libre de Gibbs del sistema [8] decrece, 

STHG adsadsads   < 0 [8] 

Donde H, S y T son la entalpía, entropía y temperatura absoluta y Δads indica el cambio en la 

función termodinámica de estado resultante del proceso de adsorción. 

Durante la adsorción de una proteína en una superficie, pueden ocurrir interacciones de 

tipo hidrofóbica, en este tipo de interacción la fuerza impulsora tiene naturaleza entrópica. La 

deshidratación de componentes hidrofóbicos de las proteínas en una solución acuosa, resulta en 

una disminución de la energía libre de Gibbs del sistema, debido a la ganancia en entropía por 

parte de las moléculas de agua liberadas de estos componentes. A su vez, las proteínas cambian su 

conformación de forma que los residuos hidrofóbicos se ponen en contacto con la superficie 

hidrofóbica (Kleijn y Norde, 1995).  

Entre las técnicas utilizadas para cuantificar proteínas adsorbidas a una superficie se 

pueden citar la elipsometría, resonancia de plasmones superficiales, determinaciones con 

microbalanza de cristal de cuarzo y métodos analíticos como el de Lowry o determinaciones de 

absorbancia entre otros (Norde y col., 1986; Sarkar y Chattoraj, 1993; Roach y col., 2005; 

Karlsson y col., 2005; Wei y col., 2007). También se encuentran en la literatura, técnicas que se 

enfocan específicamente en los cambios de estructura de las proteínas adsorbidas, tales como la 

espectroscopía infrarroja de reflectancia total atenuada (IR-RTA) y el dicroísmo circlular (DC) 

(Rabe y col., 2011).  
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En el caso de adsorción de bacteriocinas en superficies, la información disponible no es tan 

abundante y los métodos utilizados para su estudio incluyen elipsometría (Daeschel y col., 1992; 

Bower y col., 1995; Tai y col., 2008) así como técnicas indirectas de cuantificación que tienen en 

cuenta la actividad biológica de estos compuestos peptídicos (Joosten y Nuñez, 1995; Bower y 

col., 1995; Guerra y col., 2005a,b; Ibarguren y col., 2010b). Sin embargo, mediante las técnicas 

biológicas solo pueden cuantificarse concentraciones de péptidos activos, quedando fuera del 

alcance aquellos que pudieran haber sufrido alteración en su actividad antimicrobiana por cambios 

conformacionales luego de la adsorción (Roach y col., 2005; Drider y col., 2006; Nissen-Meyer y 

col., 2011). 

I.10 Materiales activos y su desempeño 

La tecnología del envase activo involucra interacciones entre el alimento, el material que 

forma el envase y la atmósfera dentro del mismo. La mayoría de los sistemas de envases están 

formados por el material de envase, el alimento, y un espacio entre el alimento y el envase 

(espacio de cabeza). De esta manera, en la mayoría de los alimentos envasados se puede encontrar 

un sistema compuesto por el envase/alimento o envase/espacio de cabeza/alimento (Fig. 2) (Han, 

2000). En estos sistemas se produce un fenómeno de transferencia de masa (migración) que 

involucra la difusión de una sustancia desde el material al alimento y su posterior partición o 

disolución en el último (Fig. 2). En un envase activo, la efectividad antimicrobiana estará ligada a 

la velocidad y cantidad de agente que migra a la superficie del alimento; parámetros que se rigen a 

su vez por el tipo de polímero, grado de entrecruzamiento, tipo de alimento o simulante de 

alimentos, y naturaleza del compuesto activo (Kim y col., 2002, Buonocore y col., 2003).  

Los componentes del alimento también pueden interferir en la actividad antimicrobiana de 

un agente activo (Aasen y col., 2003; Silveira y col., 2007), en consecuencia es esencial conocer 

las características del alimento y estudiar las interacciones de sus componentes con la sustancia 

antimicrobiana adicionada en el envase activo. Asimismo, en el diseño de un material activo 
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antimicrobiano debe tenerse especial cuidado en que las propiedades iniciales del polímero (Tabla 

2) no se vean afectadas por la adición del componente activo.  

 

 

Figura 2. Envases para alimentos y el fenómeno de migración (Han, 2000) 

 

I.11 Seguridad y aspectos legales de los envases 

Cuando se desarrolla un material activo antimicrobiano, se debe considerar que el mismo 

sea apto para su uso en alimentos. Para esto es esencial que el material cumpla con las normas 

vigentes de aptitud sanitaria. En USA existen dos instancias para la aprobación de una sustancia 

activa por la FDA: (i) un proceso de notificación de contacto con alimentos y (ii) un proceso de 

petición como aditivo alimentario. El material de envase que no tiene un efecto directo en el 

alimento puede ser aprobado por el primer proceso, en cuyo caso el fabricador del envase debe 

notificar a la FDA para comercializar el nuevo producto por lo menos 120 días antes de su 

introducción al mercado. Sin embargo, el material que presente un efecto antimicrobiano en el 

alimento a través de la migración o liberación controlada del agente activo necesita pasar un 
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proceso de petición como aditivo de alimentos (Cho y col., 2009). En la Argentina, los materiales 

que estarán en contacto con alimentos deben seguir los lineamientos de las Normas Mercosur 

(Resolución Mercosur GMC. Nº 32/07), que se actualizan de acuerdo a las Normas dictadas por la 

Comunidad Europea (Reglamento CE 1935/2004). Aunque no existe aún legislación Mercosur 

vigente para materiales activos, la Comunidad Europea publicó en el año 2009 la normativa 

correspondiente a materiales activos e inteligentes que estarán en contacto con alimentos 

(Reglamento CE 450/2009), como consecuencia de las tendencias mundiales en la búsqueda de 

nuevas herramientas de preservación de alimentos. Asimismo, la legislación vigente en Argentina 

establece la metodología analítica y valores de migración total por encima de los cuales un 

material no resulta apto sanitariamente (Resolución Mercosur GMC 32/10 y 56/92). Esta 

normativa especifica el uso de sustancias (simulantes de alimentos) de modo de reproducir las 

condiciones normales o previsibles de almacenamiento y de acuerdo al tipo de alimento para el 

cual el envase está destinado. Así por ejemplo para productos cárnicos procesados como la 

salchicha, se debe estudiar la migración en simulante de alimentos graso (aceite de girasol o una 

solución de etanol al 95%) y acuoso (agua destilada o des-ionizada). 
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AANNTTEECCEEDDEENNTTEESS  

Lactobacillus curvatus CRL705, productor de lactocina 705 y AL705, ha sido 

ampliamente utilizado como cultivo bioprotector en alimentos cárnicos (Castellano y col., 2004, 

2008, 2010; Castellano y Vignolo, 2006; Vignolo y col., 2008;). Tanto lactocina 705 como AL705 

mostraron estabilidad térmica hasta temperaturas de 70ºC y su actividad antimicrobiana resultó 

óptima en un rango de pH comprendido entre 3.0 y 6.0 (Tesis doctoral Palacios, 2000; Tesis 

doctoral Castellano, 2005), características que permitirían la incorporación de las bacteriocinas en 

materiales poliméricos con el fin de obtener un plástico capaz de controlar el crecimiento de 

patógenos y contaminantes de alimentos cárnicos. Nisina, producida por Lactococcus lactis, se 

considera generalmente aceptada como segura (GRAS) y ha sido aprobada para este fin por la 

FDA y WHO. Esta bacteriocina es el péptido antimicrobiano más utilizado en películas 

poliméricas, sola o en combinación con otros antimicrobianos (Joerger, 2007). 
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OOBBJJEETTIIVVOO  GGEENNEERRAALL  

 

Se establece como objetivo de este trabajo la obtención y caracterización de materiales activos 

antimicrobianos conteniendo bacteriocinas producidas por BL (lactocina 705, AL705 y nisina) a 

los efectos de controlar la microflora patógena y contaminante presente en productos cárnicos 

listos para el consumo (RTE). 

 

 

OOBBJJEETTIIVVOOSS  EESSPPEECCÍÍFFIICCOOSS  

 

1- Obtención de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 para su incorporación 

en materiales poliméricos 

2- Obtención de películas poliméricas activadas con bacteriocinas  

3- Adsorción de lactocina 705 en la película multicapa y su interacción con AL705 y los 

metabolitos producidos por L. curvatus CRL705 durante el proceso de adsorción  

4- Caracterización de las películas activas obtenidas 

5- Eficiencia inhibitoria frente a microorganismos indicadores en salchichas como modelo de 

alimento cárnico RTE 
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CCAAPPIITTUULLOO  IIII  

 
 
 

 

 

MMAATTEERRIIAALLEESS  YY  MMÉÉTTOODDOOSS  
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II.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 

Lactobacillus curvatus CRL705 (previamente identificado como L. casei CRL705), productor de 

lactocina 705 y lactocina AL705 y Lactobacillus plantarum CRL691, usado como cepa sensible 

frente a lactocina 705, fueron aislados de embutidos artesanales argentinos (Vignolo y col., 1986, 

1993). También fueron usadas las cepas de Lactobacillus curvatus SAC-7, obtenida a partir de 

Lactobacillus curvatus CRL705 e incapaz de producir lactocina 705 y AL705 y L. curvatus 

CRL1579 derivada de CRL705 y productora solamente de lactocina AL705 (Cuozzo, 2002). 

Todas las cepas de Lactobacillus fueron cultivadas a 30°C en caldo MRS (Britania, Argentina). 

Listeria innocua 7, cepa indicadora de la actividad de lactocina AL705, fue suministrada por la 

Unité Recherche Laitière et Génétique Appliquée, INRA (Francia) y cultivada a 30°C en caldo 

trypticase soy broth (TSB; BBL, Cockeysville, MD) con 0.5% de extracto de levadura. Todas las 

cepas se conservaron a -20°C en 15% de glicerol. 

II.2 Obtención de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 

II.2.a Precipitación con sulfato de amonio y posterior liofilización  

El sobrenadante libre de células de un cultivo overnight de L. curvatus CRL705 inoculado al 1%, 

fue precipitado con sulfato de amonio (44%) agitando durante 12 horas (Saavedra y col., 2004) y 

centrifugado a 10000 rpm durante 20 min. El pellet de bacteriocinas concentradas (BC) obtenido 

fue liofilizado y posteriormente re-suspendido en agua para ser usado como solución acuosa de 

bacteriocinas concentradas (SABC). 
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II.2.b Extracción en fase sólida usando isopropanol como eluyente  

La SABC fue inyectada en un cartucho de extracción en fase sólida (Varian SPE-C18). Se llevaron 

a cabo etapas de lavado y elución usando 4 volúmenes de soluciones de acetato de amonio 200 

mM e isopropanol en diferentes concentraciones:  

Etapa de lavado: 

1. Acetato de Amonio 200 mM 

2. Acetato de Amonio 200 mM + 10% Isopropanol  

3. Acetato de Amonio 200 mM + 30% Isopropanol  

Etapa de elución: 

4. Acetato de Amonio 200 mM + 40% Isopropanol  

5. Acetato de Amonio 200 mM + 50% Isopropanol  

Se colectaron las fracciones obtenidas en la etapa de elución y se utilizaron como solución de 

bacteriocinas obtenida por extracción en fase sólida (SBEFS).  

II.2.c Extracción con isopropanol  

La SABC fue adicionada con NaCl hasta saturación (NaCl 6,16 M) y se realizaron tres 

extracciones con isopropanol usando ¼ del volumen inicial de solución, colectándose las tres 

fracciones. La solución obtenida fue usada como solución isopropanólica de bacteriocinas 

parcialmente purificadas (SIBPP). 

En todas las etapas de purificación se determinó la actividad antimicrobiana de las soluciones 

obtenidas frente a L. plantarum CRL691 (lactocina 705) y L. innocua 7 (lactocina AL705), 

conservándose solo las fracciones activas.  



 

43 
 

II.2.d Control biológico sin bacteriocinas  

Para verificar si la actividad antimicrobiana se debía a la presencia de las bacteriocinas y no a los 

productos del catabolismo del microorganismo productor, se obtuvo un blanco biológico de un 

cultivo overnight de L. curvatus SAC-7, a partir del cual se llevó a cabo una precipitación con 

sulfato de amonio (ver Sección II.2.1), obteniendo una solución acuosa de impurezas concentradas 

(SAIC). Este blanco se utilizó como solución control para la activación de películas (ver Sección 

II.8.1.a y II.8.2). Las impurezas generadas por el microorganismo productor pueden involucrar 

metabolitos producidos durante su crecimiento, así como componentes presentes en el medio de 

cultivo. 

II.2.e Lactocina 705 sintética  

Lactocina 705 sintética (S-705) se obtuvo a partir de la combinación de sus péptidos Lac705α y 

Lac705β, en una relación 1:4 (Cuozzo y col., 2003). Ambos péptidos fueron sintetizados según lo 

reportado por Palacios y col. (1999) y Cuozzo y col. (2000). 

II.3 Cuantificación de la actividad antimicrobiana en solución. Determinación del tiempo de 

difusión a 4°C. 

La actividad antimicrobiana fue determinada mediante el método de difusión en agar frente a las 

cepas sensibles. En una placa de Petri se colocaron 10 ml de agar semisólido (MRS para L. 

plantarum CRL691 y TSB + 0.5% de extracto de levadura + 1% de Tween 80 para L. innocua 7). 

Se realizaron pocillos de aproximadamente 5 mm de diámetro colocándose en cada uno de ellos 15 

l de las diluciones seriadas de la solución de bacteriocinas dejándose secar a temperatura 

ambiente. Luego de incubar las placas (30°C, 18 h) se observaron las áreas de inhibición. El título 

de bacteriocinas expresado como unidades arbitrarias por mililitro (UA/ml) se definió como la 
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inversa de la última dilución que presentó un halo frente a la cepa sensible. Cada determinación se 

llevó a cabo por duplicado.  

Para determinar el efecto de la predifusión a 4°C sobre la precisión y exactitud del método, se 

colocaron en los pocillos diferentes concentraciones de SABC y las placas sembradas se incubaron 

inicialmente a 4°C durante 2, 4, 6, 8 y 24 h y luego 18 h a 30°C, se compararon las pendientes de 

las rectas de regresión obtenidas al graficar el radio de inhibición en función del logaritmo del 

título de las bacteriocinas. También se determinó la influencia de la predifusión a 4°C sobre el 

crecimiento de las cepas sensibles mediante los siguientes ensayos: 

Ensayo 1: la solución de bacteriocinas (15 µl) y sus diluciones fueron colocadas en pocillos 

realizados en las placas de Petri sembradas con el microorganismo sensible, se dejaron secar e 

incubaron a 30°C durante 18 h (método convencional). 

Ensayo 2: luego de colocar 15 µl de solución de bacteriocina y sus diluciones en los pocillos, las 

placas sembradas fueron almacenadas a 4°C durante 24 h para permitir la predifusión de las 

bacteriocinas incubándose luego a 30°C durante 18 h. 

Ensayo 3: las placas sembradas con las cepas sensibles fueron almacenadas a 4°C durante 24 h, 

agregándose posteriormente 15 µl de la solución de bacteriocina y sus diluciones en los pocillos, 

se dejaron secar e incubaron a 30°C durante 18 h. 

II.4 Cuantificación de las bacteriocinas en solución 

Mediante el método de difusión en agar estandarizado en el punto anterior se determinó la 

actividad de las bacteriocinas en solución y se expresó en UA/ml. Debido a la baja sensibilidad del 

método de difusión en agar, para los estudios cinéticos y de adsorción de lactocina 705, en los que 

se requirió trabajar con concentraciones muy bajas de bacteriocina (ver II.8.c.3), la actividad de 

lactocina 705 se determinó mediante un método turbidimétrico utilizando L. plantarum CRL691 

como microorganismo indicador. Este método se basa en la inhibición del microorganismo 

sensible, causada por la bacteriocina y sus diluciones seriadas (Cabo y col., 1999). Un volumen de 
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lactocina 705 sintética (S-705) de una determinada concentración y sus diluciones seriadas se 

mezclaron, en tubos diferentes, con un volumen de la cepa indicadora (L. plantarum CRL691, 105 

UFC/ml) resuspendida en caldo MRS. Los tubos se incubaron a 30ºC durante 16 h, el crecimiento 

microbiano se midió mediante un espectrómetro a 600 nm (Cuozzo y col., 2003). Cada tubo se 

comparó con un control en el que se utilizó agua destilada en lugar de S-705. Se calculó la 

proporción de inhibición según la ecuación [9] 

0

0

A

AA
I S
  [9] 

Donde AS es la absorbancia (600nm) de la muestra y A0 la absorbancia del control. 

 

La actividad de la bacteriocina se calculó como unidades de bacteriocina (UB, cantidad de 

bacteriocina necesaria para inhibir el 50% del crecimiento microbiano), que se puede obtener por 

interpolación de la curva dosis-respuesta correspondiente a cada concentración y sus diluciones 

[10] 













  rmDmr ee

KI
1

1

1

1
)(

 [10] 

Donde I es la proporción de inhibición, K, el máximo de inhibición, D, la dosis (ppm), r, el 

coeficiente de inhibición específico (dimensiones: inversa de la dosis), y m la absisa donde I=K/2, 

es decir la UB (Cabo y col., 1999). 

 

Se construyó una curva standard a partir de la inversa del factor de dilución correspondiente a 1 

BU (I=K/2) versus la concentración de lactocina 705 (µg/ml). (Fig. 3). 
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Figura 3. Curva standard utilizada para calcular concentraciones de lactocina 705 en medio líquido 

II.5 Materiales poliméricos 

II.5.a Películas comerciales 

Se utilizaron películas multicapa T60XXB y T73XXB provistas por Cryovac (Sealed Air, 

Argentina). Las características de estos materiales, empleados comercialmente como fondo y tapa 

para envases de salchichas respectivamente, se detallan en la Tabla 7.  

Tabla 7. Características de las películas de cara interna de PEBDL. 

Película Uso Cara en contacto 
con el alimento Capa barrera Otras capas 

T60XXB 
Fondo 
termoformable 
para envasar 
salchichas 

Polietileno de baja 
densidad lineal 
(PEBDL) 

Etilen vinil alcohol 
(EVOH) 

Polietileno, poliamida, 
polipropileno 
(PE-PA-PP) 

T73XXB Tapa para envasar 
salchichas 

Polietileno de baja 
densidad lineal 
(PEBDL) 

Etilen vinil alcohol 
(EVOH) 

Poliamida y 
polietileno (PA-PE) 

 

La composición estructural de la película T60XXB a partir de una imagen de microscopía óptica 

Fig. 4a) muestra las cinco capas de la misma; la cara interna de Polietileno de baja densidad lineal 

(PEBDL) tiene un espesor de 35 la cara externa de polipropileno (PP) 25 y el resto de la 
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estructura 40 . La película T73XXB presenta 4 capas, la cara interna de PEBDL de 10 una 

cara externa de polietileno de 25 y el resto de la estructura deFig. 4b). 

Figura 4. Imagen microscópica mostrando las capas presentes en las películas multicapas de cara 

interna de PEBDL (a) T60XXB y (b) T73XXB 

II.5.b Película obtenida a partir de un recurso renovable de origen agroindustrial 

Se usó proteína de trigo (gluten) para la obtención de la película a partir de recursos renovables. La 

obtención de la película se llevó a cabo a escala piloto por el método de casting: con un agitador 

mecánico (Heidolph RZR 2041) se mezclaron 17 g de gluten, 0.3 g de sulfito de sodio, 30 g 

glicerol y 45 ml de etanol, el pH de la mezcla se ajustó a 5.0 con ácido acético glacial y se agregó 

agua destilada hasta un volumen final de 200 ml. La solución obtenida se colocó en una cinta 

sinfín de Teflón® en un horno de circulación de aire forzado (velocidad de 1.65 m/seg a 50 ºC, 

tiempo de residencia de 4 hs). 
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II.6 Soluciones utilizadas para la activación de las películas  

El peso de una determinada cantidad de liofilizado activo como el obtenido en la Sección II.2, no 

garantiza que su actividad antimicrobiana (expresada como título) sea siempre la misma, 

fundamentalmente debido a la variación introducida en la determinación de actividad 

antimicrobiana, por el hecho de trabajar con sistemas biológicos. Es por ello que se determinó la 

actividad antimicrobiana (título) frente a las cepas indicadoras, cada vez que se utilizó un 

liofilizado activo para preparar una solución. A continuación se presentan las diferentes soluciones 

(con sus respectivos títulos frente a L. plantarum CRL691 y L. innocua 7) utilizadas para 

experimentos de activación de las películas (Tabla 8). 

II.7 Determinación de la actividad antimicrobiana de las películas activas 

Se colocaron círculos de 1 cm de diámetro de la película activada y el control sin bacteriocinas en 

placas preparadas con medio agar semisólido (0.7%), sembradas con las cepas sensibles. Luego de 

18 hs de incubación a 30 ºC, la actividad antimicrobiana de las películas se puso en evidencia por 

la aparición de halos de inhibición que fueron medidos con un calibre (Ruhlmann® 0-150mm 

Vernier Caliper, resolución 0.02 mm) y expresados como áreas de inhibición relativa (áreas de 

inhibición/área de las películas).  

II.8 Activación de las películas poliméricas 

II.8.a Película multicapa 

II.8.a.1 Selección del método de activación 

Se utilizó como solución de activación SABC (Tabla 8) y el control correspondiente sin 

bacteriocinas de SAIC.  
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Tabla 8. Soluciones utilizadas en los diferentes experimentos desarrollados para la activación de 

las películas. 

Título (UA/ml) Solución 
utilizada 

Concentración 
(% p/v) 705 AL705 

Experimento en el que se utilizó la solución 

SABC 1 4267 8533 II.8.1.a Selección del método de activación 

267 1 533 1 

133 2 267 2 

133 5 133 5 

267 12 1067 12

0.1* 

133 24 533 24 

1067 1 2133 1 

1067 2 4267 2 

4267 5 4267 5 

1067 12 4267 12

SABC 

1* 

2133 24 4267 24

I.8.b.1 Selección de la solución de activación. Diseño 
factorial* 

 

267 1 267 1 

267 2 267 2 

267 5 267 5 

267 12 267 12 

0.1 *,** 

533 24 1067 24 

2133 1 2133 1 

4267 2 2133 2 

2133 5 2133 5 

2133 12 4267 12 

SIBPP 

1 *,** 

2133 24 2133 24 

I.8.b.1 Selección de la solución de activación. 
Diseño factorial 

0.01 67  400  

0.05 267  3200  

0.1 267 2133 

0.5 1600  8533  

SABC 

1 4267  12800  

II.8.c.1 Determinación de la actividad inhibitoria 
mínima (AIM) y el tiempo mínimo de activación 
(TMA) en la película multicapa 

SABC 0.1 267 2133 

II.8.d.1 Influencia de la temperatura en la obtención 
de la película activa 

II.8.e.1 Estabilidad y rendimiento de la solución de 
activación  

1 8533 4267 
Nisaplin® 

0.1 267 200 
II.8.f.1 Obtención de la película T60XXB activada 
con nisina  
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0.01 67 400 

0.1 267 2133 SABC 

1 4267 12800 

II.8.2 Activación de la película obtenida a partir de un 
recurso renovable. Determinación de la concentración 
inhibitoria mínima (CIM) de lactocina 705 y lactocina 
AL705 

*La investigación a través de un diseño factorial requirió que para cada combinación de tipo de solución, 
concentración y tiempo de activación, se preparara una solución independiente, por lo tanto en cada combinación se 
obtuvieron soluciones de título diferente, los superíndices que acompañan los valores de título corresponden a los 
tiempos de contacto para los cuales se utilizó la solución de activación (ver Sección II.8.1.b). 
** La concentración que se muestra corresponde a la de SABC que fue extraída con isopropanol (ver Sección II.2.3). 

 

Método de contacto en bolsas. Se prepararon bolsas de 200 cm2 con las películas de cara interna 

de PEBDL (Tabla 7) por termosellado (150°C, 1 seg y 2.5 Pa) usando una máquina termoselladora 

(TP-701S Heat Seal Tester, Tokyo, Japan). Dentro de cada bolsa se colocaron 46.9 ml de la 

solución de activación, se cerraron mediante clips y se agitaron durante 24 h.  

Método de inmersión. Se sumergieron trozos de 4.5 cm2 de la película T60XXB en 1.5 ml de la 

solución activa durante 24 h.  

Método de contacto por flotación. Se hicieron flotar trozos de la película T60XXB (19.6 cm2) 

sobre 4.6 ml de la solución activa durante 24 h. 

En todos los casos, luego de los respectivos tratamientos, las películas se lavaron con agua 

destilada estéril y se secaron a 50°C durante 10 min. 

II.8.a.2 Selección de la solución de activación. Diseño factorial 

Con el objetivo de seleccionar la solución de activación (SABC o SIBPP) y las condiciones 

apropiadas para la obtención de la película activa (concentración y tiempo de contacto de la 

película con la solución de activación), se desarrolló un diseño factorial cuyos factores fueron (i) 

tipo de solución (2 niveles: SABC y SIBPP), (ii) concentración (2 niveles: 0,1 y 1%) y (iii) tiempo 

(5 niveles: 1, 2, 5, 12 y 24 horas), (Tabla 9). La metodología del diseño factorial requirió para cada 
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combinación de factores y niveles la preparación de soluciones activas independientes. Los títulos 

de las soluciones utilizadas en este experimento se muestran en la Tabla 8.  

 

II.8.a.3 Determinación de la actividad inhibitoria mínima (AIM) y el tiempo mínimo de 

activación (TMA) en la película multicapa 

A partir de la solución elegida en el punto anterior como adecuada para la activación, se 

prepararon varias diluciones de solución activa. Se evaluaron los títulos (expresados en UA/ml) de 

las mismas y se construyó una curva de UA/ml de cada bacteriocina en función de la 

concentración de solución activa; aquellas diluciones que guardaron una relación lineal entre título 

y concentración se utilizaron para activar la película multicapa. Se colocaron trozos de 19.6 cm2 de 

la película T60XXB durante 5, 20, 60, 480 y 1440 min sobre 4.6 ml de las soluciones activas de 

diferentes concentraciones. La AIM se definió como el mínimo título de bacteriocinas en la 

solución de activación a partir del cual se obtuvo una película con actividad en toda su superficie 

(área de inhibición relativa ≥1). El ensayo se realizó por cuadruplicado. 

Tabla 9. Diseño factorial desarrollado para la elección de las condiciones de activación 

de la película T60XXB 

Solución de activación Concentración (%) Tiempo (hs) 

0.1 1 2 5 12 24 SABC 
1 1 2 5 12 24 

0.1* 1 2 5 12 24 SIBPP 
1* 1 2 5 12 24 

*la concentración que se muestra corresponde a la de SABC que fue extraída luego con isopropanol 
(Sección II.2.3.) 
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II.8.a.4 Influencia de la temperatura en la obtención de la película activa 

La película T60XXB se puso en contacto con la solución activa (Tabla 8) durante 1 h a diferentes 

temperaturas (20, 30 y 40°C), luego del lavado y secado se determinó la actividad de la misma 

frente a las cepas sensibles. 

II.8.a.5 Estabilidad y rendimiento de la solución de activación  

La estabilidad de la actividad antimicrobiana de la solución de activación (Tabla 8) en función del 

tiempo se determinó mediante la evaluación del título cuando la misma fue almacenada a -20°C 

tanto en su forma deshidratada (BC) como en la re-suspensión acuosa (SABC), por un período de 

2 años. La posibilidad de utilización de la solución SABC en más de una activación fue evaluada 

poniendo en contacto tres películas (T60XXB) en forma secuencial con 4.6 ml de la misma 

solución. Luego del tratamiento se evaluó la actividad de las películas frente a las cepas sensibles. 

II.8.a.6 Obtención de la película T60XXB activada con nisina  

Debido a que nisina es la única bacteriocina aprobada como aditivo alimentario, a efecto 

comparativo se activó la película T60XXB con nisina, se evaluó su actividad antimicrobiana frente 

a L. plantarum CRL691 y L. innocua 7 y se comparó con la obtenida a partir de la SABC. Para tal 

fin se preparó una solución madre de nisina disolviendo 0.1 g de Nisaplin® (Danisco Argentina 

SA, Buenos Aires, Argentina) en HCl 0.02 N, se ajustó el pH a 2.5 mediante el agregado de NaOH 

1N (en estas condiciones nisina presenta mayor solubilidad), (Question number EFSA-Q-2005-

031, 2006). La solución obtenida se llevó a un volumen final de 10 ml (1% p/v) y a partir de esta 

se obtuvo una solución de Nisaplin® 0.1% p/v. Se determinó el título de ambas soluciones frente a 

las cepas sensibles (Tabla 8). La película T60XXB se activó mediante contacto por flotación 

durante 1 h a 30ºC utilizando las soluciones de Nisaplin® 0.1 y 1% p/v. El ensayo se realizó por 

duplicado. 
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II.8.b Activación de la película obtenida a partir de un recurso renovable. Determinación de 

la concentración inhibitoria mínima (CIM) de lactocina 705 y lactocina AL705  

La determinación de la CIM de la solución acuosa de bacteriocinas concentradas (SABC) se llevó 

a cabo mediante reemplazo del agua en la formulación de la película de gluten por soluciones 

activas (0.01, 0.1 y 1%) y SAIC 1% (control sin bacteriocinas); la película de gluten se obtuvo por 

casting. Se ensayó la actividad antimicrobiana de las películas obtenidas frente a las cepas 

sensibles. La CIM se definió como la mínima concentración de SABC a partir de la cual se obtuvo 

una película con actividad en toda su superficie frente a L. plantarum CRL691 y a L.innocua 7.  

II.8.c Estudio de adsorción de lactocina 705 en la película multicapa y su interacción con 

AL705 y las impurezas producidas por L. curvatus CRL705 

II.8.c.1 Adsorbente y adsorbatos  

Se utilizó como adsorbente la película multicapa TXX60B. Se utilizaron como adsorbatos las 

bacteriocinas (lactocina 705 y lactocina AL705) y las impurezas de L. curvatus CRL705 obtenidos 

de diferentes fuentes (Tabla 10). 

II.8.c.2 Caracterización de los adsorbatos por espectroscopía infrarroja  

Cada adsorbato se caracterizó mediante espectroscopía infrarroja por Transformada de Fourier 

(IRTF) utilizando un espectrómetro Thermo Nicolet 6700 equipado con un detector DTGS KBr y 

un accesorio de muestreo Smart iTR ATR. Se tomaron 64 barridos de cada muestra en un rango de 

4000 a 650 cm-1 y con una resolución de 4 cm-1. Los espectros se tomaron utilizando el programa 

OMNIC (Nicolet).  
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Tabla 10. Adsorbatos utilizados y su origen 

Origen 
Adsorbato  

(contenido) Microorganismo 
productor Método de obtención 

BC (lactocina 705, lactocina 
AL705 e impurezas) L. curvatus CRL705 

C-AL705 (lactocina AL705 
e impurezas) L. curvatus CRL1579 

C-Sac7 (impurezas) Sac7  

Obtenidos por precipitación con sulfato de 
amonio y posterior liofilización según 
descripción en Sección II.2.1 

S-705 (lactocina 705) - Lactocina 705 sintética se obtuvo según 
descripción en  Sección II.2.5  

P-AL705 (lactocina AL705 
purificada e impurezas)* L. curvatus CRL1579 C-AL705 purificada según descripción en 

Sección II.2.2  

BC, bacteriocinas concentradas; C-AL705, lactocina AL705 concentrada; C-Sac7, Impurezas de la variante Bac-; S-
705, lactocina 705 sintética; P-AL705, lactocina AL705 purificada. * P-AL705 tiene menor contenido de impurezas 
que C-AL705. 
 

II.8.c.3 Adsorción de lactocina 705 a partir de la bacteriocina sintética (S-705). 

Determinación de la CIM, cinética y equilibrio de adsorción de lactocina 705 

Para la determinación de la CIM, se contactaron 260 μl de solución de S-705 (0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 

8 µg/ml) con 0.95 cm2 de la película multicapa. Luego del contacto, las películas T60XXB se 

lavaron con agua destilada estéril y se determinó la actividad antimicrobiana en medio agar 

semisólido como se detalló anteriormente.  

Para optimizar la temperatura y el tiempo de adsorción se contactó una solución de S-705 (1 

µg/ml) con la película T60XXB (0.95 cm2) durante diferentes tiempos (entre 10 min y 2 h) a 20, 

30 y 40ºC. La isoterma de adsorción de la bacteriocina en la película se obtuvo contactando la 

misma con distintas concentraciones de S-705 a 30ºC durante 1 h. En todos los casos se determinó 

el efecto de la temperatura y el tiempo en la actividad de lactocina 705 en ausencia de la película 

multicapa (solución control). La concentración de lactocina 705 en todos los ensayos se obtuvo a 

partir de las UB como se mencionó anteriormente (Sección II.4, Apéndice A). Para cada 
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combinación de tiempo/concentración/temperatura se determinó la cantidad de bacteriocina 

adsorbida en la superficie de PEBDL de la película T60XXB Γ (µg/cm2) mediante la ecuación [11] 

 
A

vCC fc )( 
         [11]   

Donde Cc: concentración de lactocina 705 en la solución control, Cf: concentración luego del 

proceso de adsorción, v: volumen de solución de bacteriocina en contacto con una superficie A 

(cm2) de la película multicapa (Sarkar y Chattoraj, 1993). Para todos los experimentos se confirmó 

la actividad antimicrobiana de la película en medio agar semisólido. 

II.8.c.4 Adsorción de las bacteriocinas en diferentes condiciones  

Con el objeto de evaluar la interacción entre las bacteriocinas y las impurezas (generadas por el 

crecimiento de las BL) durante el proceso de adsorción en la película multicapa, se llevó a cabo la 

combinación de los adsorbatos (Tabla 10) según lo indicado en la Tabla 11.  

Tabla 11. Combinación de adsorbatos durante los experimentos de adsorción 

Adsorbato I Adsorbato II Estudio Cepa sensible 

          Adsorción de lactocin 705 

C-Sac7 (0.1%) 
Influencia de los 
metabolitos en la adsorción 
de 705 

S-705 (desde 0,5 a µg/ml, 
correspondiente a 27 hasta 6400 
UA/ml lactocina 705) 

P-AL705 (2000 
UA/ml AL705) 

Influencia de lactocina 
AL705 en la adsorción de 
705 

L. plantarum 
CRL691 

P-AL705* 

(desde 27 a 8717 UA/ml) 
S-705 (6400 
UA/ml 705) 

Influencia de lactocina 705 
en la adsorción de AL705  

Lactocina AL705 de P-AL705* en comparación 
con lactocina AL705 de C-AL705 (desde 27 a 
8717 UA/ml) 

Influencia de los 
metabolitos en la adsorción 
de AL705  

L. innocua 7 

*Lactocina AL705 purificada presenta menor contenido de metabolitos que C-AL705 para una solución del mismo 
título. 
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Se construyeron curvas de adsorción a partir de las áreas de inhibición relativas presentadas por las 

películas activas obtenidas versus el título de las bacteriocinas (UA/ml) luego del proceso de 

adsorción. Asimismo, para simular las condiciones de adsorción obtenidas en la activación con 

SABC 4% (lactocina 705, 6400 UA/ml; lactocina AL705, 12800 UA/ml), se contactó la película 

multicapa (1 h, 30ºC) con una solución de S-705 (8 µg/ml, 6400 UA/ml) en presencia de C-Sac7 

(0.01, 0.1, 2 y 4%) y P-AL705 (12800 UA/ml). Luego del contacto, se determinó la actividad 

antimicrobiana de las películas en agar semisólido. Se llevó a cabo el mismo experimento para 

estudiar la adsorción de lactocina AL705 a partir de P-AL705 (12800 UA/ml), C-AL705 (12800 

UA/ml) y la combinación de P-AL705 con S-705 (lactocina AL705, 12800 UA/ml; lactocina 705, 

6400 UA/ml).  

Asimismo, se llevó a cabo un experimento de adsorción en forma secuencial contactando la 

película multicapa con S-705 (6400 UA/ml, 1 h, 30ºC) en primer lugar y luego con C-Sac7 (4%, 1 

h, 30ºC); posteriormente la película se enjuagó y se determinó su actividad antimicrobiana en 

medio semisólido. El mismo experimento se repitió invirtiendo el orden de los adsorbatos. 

II.9 Caracterización de las películas 

II.9.a Película multicapa 

II.9.a.1 Propiedades mecánicas 

La tensión y el porcentaje de deformación a la rotura de la película T60XXB tratada con SABC y 

sin tratar, se ensayaron empleando una máquina de ensayos mecánicos (Instron modelo 1125, 

Instron, Norwood, MA, USA) según ASTM D638-07. La distancia entre las mordazas fue de 65 

mm y la velocidad del ensayo de 500 mm/min. 
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II.9.a.2 Permeabilidad al vapor de agua 

La permeabilidad al vapor de agua se determinó según la Norma ASTM E96-05. Las películas 

fueron acondicionadas durante 48 h a 50% humedad relativa (HR) y 23ºC. Una vez 

acondicionadas, las películas (activa y sin activar) se colocaron sobre cápsulas de aluminio 

conteniendo sílica anhidra como agente desecante (área de intercambio de la película 0.048 m2), y 

se colocaron en una cámara de temperatura y humedad controladas. La permeabilidad al vapor de 

agua (mol/ Pa s m) se calculó mediante el incremento en el peso de la cápsula en función del 

tiempo, cuando el sistema alcanzó el estado estacionario, utilizado la siguiente ecuación [12]: 

ptAwxWVP  /  (mol H2O/m s Pa) [12] 

Donde w   es el incremento de peso en la celda de permeabilidad en el estado estacionario (mol 

H2O), x el espesor de la película (m); t  el tiempo (seg) en el que se determina el incremento de 

peso; A, el área de la película (m2) y p , la presión de vapor diferencial (Pa) a través de la 

película. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. 

II.9.a.3 Determinación del ángulo de contacto y propiedades de sellado 

El ángulo de contacto de la película activa y un control sin bacteriocinas se determinó mediante un 

goniómetro (Rame-Hart 500; Netcong, NJ, USA), en condiciones ambientales (23ºC y 50% de 

HR) y utilizando agua como sustancia de contacto. Los experimentos se llevaron a cabo por 

quintuplicado. La fuerza de sellado de la película activa y control (termo-selladas a 150°C, 1 seg, 

2.5 Pa, con una máquina TP-701S Heat Seal Tester, Tokyo, Japan) se comparó según la norma 

ASTM F88-09, utilizando una máquina Instron (modelo 1125, Instron, Norwood, MA, USA) a 

23ºC y 50% HR. La velocidad de separación de mordazas fue de 200 mm/minutos, con una 

distancia inicial de 25 mm. El expertimento se llevó a cabo utilizando 7 replicados. 
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II.9.a.4 Ensayo de migración total 

La determinación de la migración total en simulante acuoso (A) a 40°C durante 10 días, se llevó a 

cabo siguiendo los lineamientos de la norma BS EN 1186-7 ¨Materials and articles in contact with 

foodstuffs. Plastics. Part 7¨ y la Resolución Mercosur GMC Nº32/10. 

II.9.a.5 Estabilidad antimicrobiana de la película activa 

Se evaluó la influencia de la temperatura y el tiempo en la actividad antimicrobiana de la película 

luego de 7, 14, 32 y 45 días de almacenamiento a 30, 10 y 5ºC. La actividad antimicrobiana se 

expresó como porcentaje de inhibición respecto a la actividad de la película al inicio del 

experimento. 

II.9.a.6 Evaluación de la actividad residual de lactocina 705 y lactocina AL705 en la película 

activa luego del contacto con agua y aceite de girasol 

La película activa (0.95cm2) se puso en contacto con agua y aceite de girasol (260μl a 5ºC) 

representando medio hidrofílico e hidrofóbico, respectivamente. Luego de 10 días de contacto, las 

películas activas se removieron y se evaluó su actividad antimicrobiana en agar semisólido 

(Sección II.7). Como control positivo de bacteriocinas se utilizó una película activa almacenada 10 

días a 5ºC. La actividad antimicrobiana en el agua y aceite luego de remover las películas, se 

determinó mediante el método de difusión en agar. Con el objeto de determinar la influencia de los 

medios (hidrofóbico e hidrofílico) en la actividad de las bacteriocinas, el liofilizado conteniendo 

BC, 67 UA/ml de lactocina 705 y 533 UA/ml de lactocina AL705 se re-suspendió en cada medio, 

se almacenó 10 días a 5ºC y se evaluó su actividad antimicrobiana cada 2 días. Todos los 

experimentos se llevaron a cabo por cuadruplicado. 
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II.9.b Película de gluten 

II.9.b.1 Acondicionamiento de las muestras 

A los efectos de su caracterización, las películas de gluten obtenidas (activa y control sin 

bacteriocinas) fueron acondicionadas en un desecador con humedad relativa controlada (50%) y 

una temperatura de 23ºC durante 48 h. El control de humedad se realizó mediante una solución 

saturada de nitrato de magnesio hexahidratado p.a. (Anedra). 

II.9.b.2 Propiedades mecánicas y porcentaje de humedad 

La tensión y el porcentaje de deformación a la rotura de las películas de gluten conteniendo 

lactocina 705 y AL705 y un control sin bacteriocinas se determinaron mediante una máquina 

Instron, según ASTM D638-07. La distancia entre las mordazas fue de 65 mm y la velocidad del 

ensayo de 50 mm/min. El porcentaje de humedad de las películas se determinó por diferencia de 

peso entre la película antes y después de ser desecado en estufa a 100ºC durante 2 h.  

II.9.b.3 Estudio de las propiedades de las películas de gluten en función del tiempo de 

almacenamiento  

Las películas de gluten (activa y control) se almacenaron 50 días a 23ºC y se tomaron muestras 

periódicamente con el objeto de determinar las propiedades que se mencionan a continuación en 

función del tiempo de envejecimiento. 

Propiedades mecánicas y permeabilidad al vapor de agua. Se determinaron periódicamente las 

propiedades mecánicas y permeabilidad al vapor de en función del tiempo según lo anteriormente 

descripto (ver Sección II.9.a 1 y 2). Las condiciones de humedad para el estudio de permeabilidad 

fueron de 75% HR, 23ºC y un área de intercambio en las cápsulas de permeabilidad de 0.00181 m2  

Estabilidad antimicrobiana de la película activa. Se determinó la actividad antimicrobiana de la 

película de gluten (Sección II.7) en función del tiempo en medio agar semisólido.  
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Actividad residual de lactocina 705 y lactocina AL705 en la película de gluten luego del 

contacto con agua y aceite de girasol. Se determinó la actividad residual en la película y en los 

medios (hidrofóbico e hidrofílico) en función del tiempo según lo detallado en la Sección II.9.1.f.  

II.10 Determinación de la eficiencia antimicrobiana de los materiales activos en un modelo 

alimentario (salchichas de Viena) a escala piloto. 

II.10.a Elaboración de salchichas tipo Viena 

Las salchichas tipo Viena cocidas fueron provistas por la planta piloto de producción de embutidos de 

INTI-Carnes. La elaboración se llevó a cabo a partir de los ingredientes detallados en la Tabla 12.  

 

               Tabla 12 Ingredientes utilizados en la elaboración de salchichas 

Materias primas/ingredientes Base porcentual (%) 

Carne Vacuna (recorte 80/20) 50 
Grasa de cerdo (trimming 20/80) 23 
Agua/ hielo 22 
Almidón de mandioca 3 
Fosfato 0.3 
Eritorbato de sodio 0.05 
Sal fina 1.7 
Nitrito de sodio 0.015 

 

Se siguieron los pasos descriptos en el diagrama de elaboración (Fig. 5). Los recortes vacunos junto 

con la grasa de cerdo fueron picados usando un disco de 5 mm (Picadora Themis 32). La mezcla de 

carne y grasa se colocó en una cutter de eje vertical (Robot Coupe), se agregaron las sales disueltas en 

agua y la mitad de agua de la fórmula en forma de hielo, se mezcló hasta la obtención de una masa 

homogénea. Luego se adicionó el almidón y el resto del agua, mezclando hasta su completa 

integración. El pastón obtenido se embutió en tripa celulósica calibre 20 mm (Embutidora hidráulica, 

RISCO IV 20) y se ataron los extremos con hilo de manera de obtener salchichas de 5 cm de largo. 

La cocción del producto se llevó a cabo en un horno (Horno cocina ahumadero, Lavaflux) a 80ºC 
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Tripa celulósica 
Hilo 

Aditivos 
Ingredientes 

durante 15 min. Finalizada esta operación se procedió al enfriado de las salchichas en bateas con agua 

fría, hasta que la temperatura del centro del producto haya descendido por debajo de 40ºC y se 

refrigeraron a 3ºC hasta su pelado en forma manual. Una vez que se retiró la tripa, las salchichas se 

envasaron (Envasadora de vacío Roshermatic, 99% vacío) y re-pasteurizaron durante 10 min a 80ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Diagrama de elaboración de salchichas tipo Viena

PREPARACIÓN DE CARNES Y GRASAS
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II.10.b Obtención envases activos 

II.10.b.1 A partir de películas multicapa 

Las películas T60XXB y T73XXB (158 cm2) se pusieron en contacto (1 h a 30ºC) con la SABC 

(37 ml). Luego de la activación, las películas se dejaron secar a temperatura ambiente y se 

expusieron a la luz UV durante 10 minutos para eliminar posibles contaminaciones superficiales. 

Se tomaron muestras de las mismas para evaluar su actividad antimicrobiana y compararla con la 

obtenida en películas producidas por el método de contacto por flotación (Sección II.8.a.1). Cada 

par de películas (T60XXB y T73XXB) se termo-selló en una cabina de flujo laminar (Biosafety 

cabinet Labcono, purifier class II) para obtener el envase en condiciones de esterilidad. Hasta su 

uso, los envases obtenidos se almacenaron a 5ºC en bolsas cerradas. Se llevaron a cabo controles 

negativos utilizando agua en lugar de la SABC.  

II.10.b.2 A partir de la película de gluten 

Las películas T60XXB y T73XXB sin activar se termo-sellaron en las condiciones descriptas 

anteriormente para formar un envase en el que se incluyó una almohadilla de gluten conteniendo 

las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 obtenida según lo detallado en la Sección 

II.8.b. Se llevaron a cabo controles negativos utilizando agua en lugar de la SABC.  

II.10.c Inoculación de las salchichas 

Las salchichas re-pasteurizadas se inocularon por separado con L. innocua 7 (104 UFC/g) y L. 

plantarum CRL691 (104 UFC/g) en la cabina de flujo laminar. Luego de la inoculación, las 

salchichas fueron colocadas en los envases activos obtenidos y en envases controles sin activar. 

Paralelamente se incluyeron controles de salchichas re-pasteurizadas sin inocular que se colocaron 

en envases sin bacteriocinas. Los paquetes obtenidos se termo-sellaron con un 90% de vacío 
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utilizando una envasadora de vacío externo (Erlich Best Vacuum) y se almacenaron a 5ºC durante 

45 días.  

II.10.d Análisis microbiológico y determinación de la actividad antimicrobiana residual 

Inmediatamente después de la inoculación y luego de 4, 13, 19, 29, 34 y 45 días, los paquetes se 

abrieron asépticamente y se realizaron recuentos de microorganismos. Porciones de las salchichas 

se mezclaron (1:10) con solución fisiológica (NaCl 0,85%) como medio de dilución y se 

homogenizaron en Stomacher (Seward Laboratory Blender, Stomacher 400) durante 2 min. Los 

recuentos de L. innocua 7 y L. plantarum CRL691 se realizaron a partir del plaqueo de diluciones 

decimales seriadas utilizando solución fisiológica en medio MOX adicionado con moxalactama de 

sodio y MRS en condiciones anaeróbicas, respectivamente. En los paquetes sin inóculo se 

realizaron recuentos de mesófilos totales (Plate Count Agar). Todos los medios se incubaron 48 h 

a 35ºC. Se utilizó el programa DMFit manual Version 2.0. (Baranyi y Roberts, 1994) para modelar 

el crecimiento de los diferentes microorganismos inoculados.  

Se determinó la actividad antimicrobiana residual del exudado y las películas en medio agar 

semisólido sembrado con las cepas sensibles (ver Sección II.4 y II.7, respectivamente). La 

actividad en las películas T60XXB en contacto con las salchichas se comparó con la 

correspondiente a los bordes del mismo paquete que no estuvieron en contacto con el alimento.  

II.10.e Análisis visual y determinación del pH 

En cada tiempo evaluado se determinó pH y se realizó inspección visual de todos los paquetes. 

II.11 Análisis estadístico 

Los datos experimentales fueron sujetos a un análisis de varianza (ANOVA) y se aplicó el test de 

Tukey con un nivel de significancia del 95%. Para seleccionar la solución de activación. (Sección 

II.8.1.b) se llevó a cabo un diseño factorial 23, cuyos factores fueron (i) tipo de solución (2 niveles, 
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isopropanólica y acuosa); (ii) concentración (2 niveles; 0.1 y 1%) y (iii) tiempo (5 niveles: 1, 2, 5, 

12 y 24 h). El desarrollo experimental se realizó completamente al azar y fue llevado a cabo por 

duplicado. Para evaluar la eficiencia antimicrobiana de los materiales antimicrobianos en las 

salchichas se llevaron a cabo tres experimentos independientes por duplicado. Para todos los 

análisis estadísticos se utilizó el programa Minitab Statistic release 12 (Pennsylvania, USA).
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III.1 Introducción  

Las bacteriocinas producidas por BL son pequeños péptidos catiónicos (entre 10 y 50 

aminoácidos), con una sustancial presencia de residuos hidrofóbicos ( 30%), que difieren 

ampliamente en algunas características como peso molecular, presencia de grupos de aa 

específicos, pI, carga neta positiva y en las modificaciones post-traduccionales de ciertos aa, dando 

lugar a una gran heterogeneidad. En los últimos 25-30 años numerosos estudios se han enfocado 

en las bacteriocinas producidas por BL debido a su potencial aplicación biotecnológica. La 

producción de estas sustancias inhibitorias está estrechamente ligada al crecimiento del organismo 

bacteriocinogénico; su biosíntesis en general ocurre durante la fase exponencial de crecimiento, 

cesando su producción cuando las células entran en la fase estacionaria, como fue determinado 

para diferentes BL y en particular para L. curvatus CRL705 (Vignolo y col., 1993, 1995). Existen 

dos estrategias para la aplicación de bacteriocinas como bioconservantes: (i) producción in situ 

mediante la inoculación de una BL bacteriocinogénica y (ii) la producción ex situ que incluye la 

adición directa de bacteriocinas ya sea sintéticas, purificadas o semi-purificadas a partir de 

sobrenadantes de cultivo de cepas productoras. Estas aplicaciones estarían en gran medida 

facilitadas con el desarrollo de procedimientos eficientes de detección, cuantificación y 

purificación (Martínez y col., 2000).  

Debido a la gran heterogeneidad en las características estructurales y funcionales de las 

bacteriocinas, no existe un procedimiento general para su purificación. A pesar de ello, se han 

publicado numerosas estrategias para la purificación analítica a homogeneidad de bacteriocinas 

producidas por BL (Saavedra y Sesma, 2011). Para la producción ex situ, las bacteriocinas 

originadas durante el crecimiento bacteriano son secretadas al medio de cultivo. Dado el bajo 

rendimiento de producción de estos péptidos, es necesaria una concentración preliminar del 

sobrenadante libre de células, siendo ésta llevada a cabo mediante etapas secuenciales de 
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precipitación con sulfato de amonio. Aunque la mayoría de las bacteriocinas exhiben reducida 

actividad a elevadas concentraciones salinas, el sulfato de amonio (80%) no interfiere con la 

actividad antimicrobiana. La etapa de concentración de bacteriocinas también puede ser realizada 

por evaporación bajo vacío y extracción con solventes orgánicos como acetona, etanol o 

cloroformo (Burianek y Yousef, 2000; Taylor y col., 2007). Por otra parte y debido a las 

exigencias nutricionales de las BL, para su crecimiento se requieren medios ricos y complejos que 

a menudo contienen cantidades considerables de pequeños péptidos (3.000-6.000 Da) en el rango 

de la concentración de bacteriocinas (Parente y Ricciardi, 1999). Las alternativas para superar este 

inconveniente incluyen el uso de medios de cultivo que permitan la máxima producción de 

antimicrobiano con la mínima interferencia con el esquema de purificación. Aunque algunos 

estudios demostraron que el Tween 80 interfiere con la producción y purificación de las 

bacteriocinas (Kawai y col., 1994), la evaluación de la influencia del medio de cultivo y de los 

nutrientes presentes sobre la producción de lactocina 705 por L. curvatus CRL705, mostró que el 

medio MRS era el más efectivo obteniéndose la mayor actividad inhibitoria en presencia de Tween 

80 y ausencia de peptona (Vignolo y col., 1995).  

Entre los procedimientos para la semi-purificación de bacteriocinas, Yang y col. (1992) 

describieron una metodología basada en el rango de pH específico (entre 5 y 7) en el cual estos 

compuestos se adsorben a la superficie celular y luego se desorben al disminuir el pH en presencia 

de DSS (dodecil sulfato de sodio). De esta forma se obtienen bacteriocinas libres de sustancias 

proteinaceas contaminantes. También se han diseñado otras técnicas de semi-purificación basadas 

en adsorción/desorción usando diferentes adsorbatos como acido silícico, ceniza de cáscara de 

arroz, diatomitas-silicato de calcio así como diferentes resinas para la purificación de pediocinas, 

leucocinas, sakacina A, piscicolina 126, lactocina G13, enterocina CS1 así como varios 

lantibióticos incluida nisina (Coventry y col., 1996; Janes y col., 1998; McAuliffe y col., 1998; 

Zendo y col., 2006; Aso y col., 2008). No obstante, esta metodología resultó inapropiada y con 
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bajo rendimiento para la purificación en gran escala en el caso de bacteriocinas de dos 

componentes (Nissen-Meyer y col., 1992; Anderssen y col., 1998).  

Para lograr un alto grado de pureza se requiere la aplicación de cromatografía. La 

naturaleza catiónica e hidrofóbica de las bacteriocinas permite utilizar columnas de intercambio 

catiónico (SP-Sefarosa o CM-Sefadex), con las cuales la liberación de péptidos se obtiene 

mediante un gradiente lineal de NaCl, siendo finalmente reunidas y concentradas por 

cromatografía de fase reversa (RP-HPLC) (Saavedra y Sesma, 2011), etapa en que se utilizan 

soportes poliméricos unidos a cadenas hidrocarbonadas lineales entre C4 y C8 (matrices 

hidrofóbicas). En esta última etapa las bacteriocinas son eluídas mediante un gradiente de agua-

solventes orgánicos como metanol, isopropanol o acetonitrilo (Palacios y col., 1999; Saavedra y 

col., 2004; Saavedra y Sesma, 2011). A pesar de ser el más usado, este protocolo es laborioso, 

insume mucho tiempo y generalmente la recuperación de péptidos es baja, resultando inadecuado 

para purificaciones en gran escala requeridas en aplicaciones biotecnológicas. Como consecuencia 

de esto, se han llevado a cabo modificaciones en los procedimientos de purificación usando lechos 

de adsorción expandidos (Callewaert y De Vuyst, 1999) o supresión de la precipitación con sulfato 

de amonio, sometiendo el sobrenadante de cultivo directamente a cromatografía de intercambio 

catiónico y elución de la fracción activa con propanol (Guyonnet y col., 2000; Uteng y col., 2002). 

Además de los esquemas anteriores, recientemente se ensayó la purificación en una etapa mediante 

cromatografía de inmunoafinidad, usando anticuerpos monoclonales específicos para cada 

bacteriocina (Saavedra y Sesma, 2011). 

Otro aspecto importante en la aplicación de bacteriocinas como bioconservantes es su 

cuantificación. Para el monitoreo de la velocidad y cantidad de bacteriocina producida durante el 

crecimiento en un determinado medio de cultivo, es necesario contar con un método de 

cuantificación preciso y exacto. Existen varias técnicas, siendo las más usadas las diluciones 

seriadas en tubos, ensayos de turbidez, bioensayos de difusión en agar, fotometría, 
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quimioluminiscencia y ELISA. Si bien por definición las bacteriocinas son péptidos de bajo peso 

molecular, las variaciones en su masa y estructura influencian la difusión en el medio agarizado 

como en el caso de nisina, que presenta mayor tamaño molecular que los antibióticos y otras 

bacteriocinas. Otro parámetro de influencia significativa en la determinación de la actividad de 

bacteriocinas es la elección del organismo indicador o sensible. En estudios previos, L. plantarum 

CRL691 así como L. innocua 7 resultaron los organismos más sensibles para la cuantificación de 

la capacidad inhibitoria de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 (Vignolo y col., 

1993; Castellano y col., 2004). En este capítulo se describe la obtención de bacteriocinas 

producidas por L. curvatus CRL705 para ser incluidas en materiales poliméricos de empaque. Para 

tal fin se emplearon diferentes métodos de purificación con el objetivo de obtener la máxima 

actividad de lactocina 705 y lactocina AL705 en el menor tiempo posible. Asimismo, se presenta 

la optimización de condiciones para mejorar la precisión y exactitud en la cuantificación de las 

bacteriocinas.  

 

III.2 Resultados y Discusión 

III.2.a Purificación de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 

Lactocina 705 y lactocina AL705 fueron parcialmente purificadas utilizando diferentes 

métodos y se comparó la actividad antimicrobiana de las soluciones obtenidas en cada caso (Tabla 

13). Cuando se ensayaron frente a los organismos indicadores, las soluciones de bacteriocinas 

obtenidas por precipitación con sulfato de amonio (SABC) y extracción con isopropanol (SIBPP) 

permitieron obtener una actividad inhibitoria mayor que la solución obtenida luego de la 

extracción en fase sólida (SSPE). Asimismo, la actividad antimicrobiana de SABC resultó ser 

mayor que la de SIBPP (Tabla 13). Por otra parte y teniendo en cuenta las actividades específicas 

de las soluciones obtenidas mediante los diferentes protocolos de purificación, se observaron 
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mayores valores para la extracción en fase sólida (SSPE) y en segundo lugar para la precipitación 

con sulfato de amonio y posterior liofilización, exhibiendo la extracción con isopropanol los 

menores valores de actividad específica. Estos resultados sugieren un mayor grado de pureza de 

las bacteriocinas obtenidas mediante la extracción en fase sólida en comparación con los otros dos 

métodos ensayados. Resultados similares fueron reportados en la purificación de salivaricina 

CRL1328 (bacteriocina de la clase IIb), donde se obtuvieron menores valores de actividad 

específica luego de la precipitación con sulfato de amonio, respecto a la extracción en fase sólida 

(Vera Pingitore y col. 2007). No obstante, las sucesivas diluciones producidas durante la 

extracción en fase sólida usada en la purificación serían responsables de la disminución en la 

actividad antimicrobiana observada. En este trabajo, la extracción con isopropanol y la 

precipitación con sulfato de amonio y posterior liofilización, además de presentar mayores 

actividades antimicrobianas, resultaron métodos más rápidos y sencillos como lo evidencian los 

respectivos tiempos de proceso (Tabla 13). La extracción líquido-líquido con solventes orgánicos 

para la purificación de bacteriocinas ha sido aplicada por Bizani y col. (2005) quienes observaron 

un alto grado de purificación del péptido antimicrobiano cereina 8A luego de la precipitación con 

sulfato de amonio y extracción con 1-butanol. Por otra parte y con el objeto de ser usados en la 

obtención de películas con actividad biológica, los lantibióticos lacticina 3147 y nisina producidos 

por cepas de Lactocuccus lactis, fueron obtenidos por secado spray previa evaporación hasta 40% 

de sólidos y por deshidratación del sobrenadante de un cultivo parcialmente purificado, 

respectivamente (Morgan y col., 2001; Thomas y col., 2000). 

En vista de la inclusión de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 en 

películas para envasar alimentos y si bien el isopropanol resulta nocivo en caso de ingestión o 

inhalación; durante el proceso de obtención de la película antimicrobiana (Sección II.8.a.1) existe 

una etapa de lavado con agua y posterior secado (50ºC durante 10 min), asegurando así la total 

eliminación de isopropanol. No obstante, este compuesto así como todas las sustancias usadas en 
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esta Tesis para la purificación de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 se 

encuentran incluidos en la lista positiva de aditivos para materiales plásticos destinados a la 

elaboración de envases en contacto con alimentos, sin límite de restricción (Resolución 

Mercosur/GMC/Res. Nº 32/07). En consecuencia, las soluciones parcialmente purificadas 

obtenidas en este Capítulo podrían ser posteriormente usadas en la biopreservación de alimentos. 

Tabla 13. Actividades antimicrobianas exhibidas por lactocina 705 y AL705 luego de 

su purificación mediante diferentes métodos.  

Actividad (UA/ml) Actividad específica 
(UA/µg) Método de 

purificación 
Solución 
obtenida 

Tiempo 
(hs) 

lactocina 
705 

lactocina 
AL705 

lactocina 
705 

lactocina 
AL705 

Precipitación con 
sulfato de amonio  SABC 13 4267 8533 2.49  4.98 

Extracción con 
isopropanol SIBPP 16 2133 2133 1.88 1.93 

Extracción en fase 
sólida  SSPE 20 533 1067 5.74 11.49 

 

 

III.2.b Cuantificación de la actividad antimicrobiana. Determinación del tiempo de difusión 

a 4°C 

A los efectos de optimizar la efectividad antimicrobiana de las soluciones de bacteriocina 

obtenidas, y mejorar la precisión y exactitud de las determinaciones de actividad antimicrobiana 

por el método de difusión en agar, se evaluó el efecto de un tratamiento de predifusión a 4ºC 

durante diferentes tiempos. Para ambas bacteriocinas, el radio del halo de inhibición guardó una 

correlación lineal con el log10 del título de bacteriocinas, obteniéndose un significativo incremento 

en la pendiente de la recta de regresión para 24 h de pre-difusión a 4ºC (Tabla 14). Un aumento en 

la pendiente representaría un mayor cambio en el tamaño del halo de inhibición para una misma 
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concentración de bacteriocina, impactando directamente en un aumento en la exactitud del ensayo 

(Wolf y Gibbons, 1996).  

Tabla 14. Efecto del tiempo de predifusión sobre la pendiente de las ecuaciones de 

regresión (radio de inhibición versus Log 10 título de bacteriocinas)  

Tiempo de predifusión (h) 
Bacteriocina Control sin 

predifusión 
2 4 6 8 24 

lactocina 705 3,2±0,2 a 2,8±0,2 a 3,0±0,2 a 3,0±0,2 a 3,4±0,1 b 4,1±0,3 c 

lactocina AL705 2,6±0,1 a 2,8±0,3 b 3,1±0,3 b 2,9±0,3 b 2,9±0,2 b 3,9±0,3 c 

               a-c Valores seguidos de letras distintas en una misma fila son significativamente diferentes (P<0,05) 

Para evaluar el efecto del almacenamiento a 4°C durante 24 h sobre el crecimiento del 

césped del organismo indicador y en consecuencia el aumento en los halos de inhibición, se 

realizaron tres ensayos diferentes para la de determinación del título, comparando las pendientes 

de las rectas obtenidas (Tabla 15). Los ensayos difirieron entre sí en la etapa de difusión a 4ºC 

durante 24h (Sección II.3).  

Tabla 15. Efecto de los diferentes ensayos de inhibición sobre las pendientes de las 

ecuaciones de regresión (radio de inhibición versus log10 título de bacteriocinas)  

Bacteriocina Ensayo 1* Ensayo 2* Ensayo 3* 

lactocina 705 3,2±0,2 a 4,1±0,3 b 2,4± 0,1c 

lactocina AL705 2,9±0,1 a 3,9±0,3 b 2,2± 0,1c 

                a-c Valores seguidos de letras distintas en una misma fila son significativamente diferentes (P<0.05) 

*Ensayo 1, método de difusión en agar convencional; Ensayo 2, método de difusión en agar con una etapa 
de incubación a 4ºC posterior a la inoculacion de las soluciones activas a titular; Ensayo 3, método de 
difusión en agar con una etapa de incubación a 4ºC anterior a la inoculación de las soluciones activas a 
titular, (para más detalles ver Sección II.3) 

 

Para ambas bacteriocinas los resultados mostraron una disminución en el valor de las 

pendientes cuando las placas de Petri sembradas se almacenaron durante 24 h a 4ºC antes de 
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inocular las soluciones activas a titular (Ensayo 3), indicando una disminución en la exactitud del 

método. Sin embargo, cuando se compararon el valor de las pendientes de los ensayos con difusión 

a 4ºC (Ensayo 2) y sin difusión a 4ºC (Ensayo 1) se observó un claro aumento de las mismas en 

presencia del tratamiento de predifusión a 4ºC, confiriendo mayor exactitud al experimento. 

Asimismo, la disminución de los halos de inhibición obtenidos en el Ensayo 3 confirmaría la 

hipótesis de que el aumento de los radios de inhibición se debería a la predifusión durante 24 h y 

no a una disminución del crecimiento de la cepa indicadora. Estos resultados coinciden con los 

obtenidos por Pongtharangkul y Demirci (2004) quienes encontraron un aumento en la pendiente 

de las ecuaciones de regresión como consecuencia de la predifusión a 4ºC durante la titulación de 

nisina utilizando Micrococcus luteus, L. sakei y Brochothrix thermosphacta como 

microorganismos indicadores. Según estos mismos autores, para lograr precisión en la 

determinación de actividad antimicrobiana, la curva standard de calibración debería tener un 

coeficiente de correlación de por lo menos 0,98. En este trabajo, si bien se obtuvo una leve 

disminución en los coeficientes de correlación de las rectas obtenidas con el tratamiento de 

predifusión (Ensayo 2), éstos fueron superiores a 0.98 (Fig. 6ayb).  

 

Figura 6. Radios de inhibición versus log10 del título de (a) lactocina 705 y (b) AL705, ensayados con (○) y 

sin (●) tratamiento de predifusión (24 h a 4ºC) 
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III.3 Conclusiones 

En base a los resultados obtenidos se seleccionaron las soluciones de bacteriocinas SABC y 

SIBPP como fuente de lactocina 705 y AL705 para ser incluidas en películas para envasar 

alimentos. Las soluciones conteniendo las bacteriocinas mostraron una elevada actividad 

antimicrobiana y el tiempo requerido para su obtención fue menor. Asimismo, debido a la mayor 

exactitud obtenida en el método de difusión en agar mediante el tratamiento de predifusión (4 ºC, 

24 h), se decidió aplicar dicho tratamiento para la titulación de las bacteriocinas. 
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IV.1 Introducción 

En los últimos años se ha reconocido de manera creciente que la innovación en envases 

produce un impacto positivo en la rentabilidad del producto final. Si bien las nuevas tecnologías de 

envases pueden generar un aumento en el precio respecto al uso de envases pasivos, se generan a 

su vez mayores beneficios agregando valor al producto alimenticio, aumentando su calidad, 

reduciendo el daño, y mejorando la eficiencia en la producción y distribución del alimento 

(Twede, 2009). La elección de materiales poliméricos activos en la industria alimenticia tiene por 

objeto mejorar la aptitud de los materiales de empaque convencionales para la óptima distribución 

de los alimentos a los consumidores. La decisión de utilizar alguna forma de empaque activo está 

basada generalmente en una de las siguientes consideraciones (Scully, 2009):  

1. Extensión de la vida útil del alimento. 

2. Elección del material activo menos costoso. 

3. Método de procesamiento más simple.  

4. Reducción o remoción de agentes preservantes en la formulación del alimento. 

5. Mejora en el manejo de productos delicados, susceptibles de contaminación.  

6. Acceso a materiales para productos con vida útil de varios años (por Ej. plásticos esterilizables). 

7. Presentación final del producto más útil para el consumidor. 

Para la obtención de películas con actividad antimicrobiana, el agente activo puede ser 

incorporado como una cubierta (coating), integrado dentro del polímero, inmovilizado o adsorbido 

en la superficie del material de empaque de acuerdo a las características de los agentes 

antimicrobianos y el mecanismo por el cual presentan su actividad. Los procesos térmicos como la 

extrusión o inyección se utilizan para agentes antimicrobianos resistentes a elevadas temperaturas 

como plata y zeolitas sustituidas. Mientras que en el caso de agentes sensibles a la temperatura 

como enzimas y componentes volátiles, se utilizan métodos en los cuales las condiciones de 

procesamiento son más suaves. Si bien las bacteriocinas son péptidos que presentan relativa 
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resistencia al calor, su actividad antimicrobiana es mayor cuando no se usan procesos de 

calentamiento (Appendini y Hotchkiss, 2002). Por este motivo, en general la activación de 

polímeros sintéticos o biodegradables con bacteriocinas se lleva a cabo mediante casting (Marcos 

y col., 2013), coating (Grower y col., 2004b; Mauriello y col., 2004; Ho Lee y col., 2004) o 

aprovechando la capacidad de adsorción de bacteriocinas en diversas superficies, utilizando en 

todos los casos temperaturas de procesamiento que no superan los 70ºC (Bower y col., 2001, 2002; 

Ryder y col., 2010; Ibarguren y col., 2010b). Asimismo, junto al esfuerzo por encontrar agentes 

antimicrobianos más seguros, se han llevado a cabo una gran cantidad de estudios para el 

desarrollo de matrices bio-poliméricas como soportes para agentes microbianos naturales (Cho y 

col., 2009). Para la producción de biopolímeros, uno de los métodos más utilizados es la 

evaporación del solvente usado en la solución filmogénica. Este proceso se basa en la creación y 

estabilización de una estructura continua a través de interacciones intermoleculares químicas y 

físicas. Los polisacáridos, proteínas y lípidos son buenos candidatos para ser enriquecidos con 

agentes antimicrobianos, por su solubilidad en agua, etanol y otros solventes compatibles con 

agentes antimicrobianos (Kraśniewska y Małgorzata, 2012). El uso de biopolímeros para la 

obtención de materiales con propiedades antimicrobianas frente a patógenos y contaminantes 

comúnmente presentes en alimentos ha sido ampliamente revisado en la bibliografía (Cha y 

Chinnan, 2004; Coma y col., 2008; Kraśniewska y Małgorzata, 2012). En el presente Capítulo se 

describe la obtención de películas activadas con nisina y las bacteriocinas producidas por 

Lactobacillus curvatus CRL705. La activación se llevó a cabo en (i) una película multicapa 

comercial (Sección IV.1) y (ii) una película obtenida a partir de un recurso renovable (Sección 

IV.2).  
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IV.2 Resultados y Discusión 

IV.2.a. Película multicapa antimicrobiana 

IV.2.a.1 Selección del método de activación 

Se ensayó preliminarmente el método de contacto en bolsas preparadas con las películas 

T60XXB y T73XXB, ambas con cara interna de polietileno de baja densidad lineal (PEBDL), para 

su activación con SABC conteniendo lactocina 705 y AL705. Los resultados mostraron valores 

similares de actividad antimicrobiana para ambas películas frente a las cepas sensibles (Fig. 7a). 

Sin embargo, la presencia de una capa de PP y mayor espesor en la película T60XXB respecto a la 

película T73XXB (Sección II.5.a; Fig.4, Tabla 7) le otorgaron mayor rigidez a la primera. Estas 

características hicieron que la película T60XXB resulte ser más fácil de manipular, por lo tanto 

esta película se utilizó en los ensayos sucesivos. Para la obtención de la película activada con las 

bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705, se ensayaron tres métodos de activación: 

contacto en bolsa, inmersión y contacto (por flotación). Los resultados mostraron mayor 

efectividad de activación cuando se usó el método de inmersión en la solución SABC comparado 

con el método de contacto en bolsa, exhibiendo mayores áreas de inhibición y una distribución 

más uniforme de las bacteriocinas lactocina 705 y lactocina AL705 en la superficie de la película 

(Fig. 7b). Por otro lado, la comparación de las áreas de inhibición relativas de las películas 

activadas por inmersión y contacto (por flotación) no mostró diferencias significativas entre ellas 

(Fig. 8). Los resultados obtenidos con los tres métodos ensayados para la incorporación de 

bacteriocinas en la superficie de películas multicapa demostraron que la inmersión y el contacto 

(por flotación) resultaron más efectivos que la activación por contacto en bolsas. En los dos 

primeros métodos se obtuvieron áreas de inhibición más uniformes en la superficie de la película 

sugiriendo que las bacteriocinas se encontrarían más uniformemente unidas difundiendo 

regularmente en el agar. 
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Figura 7. Actividad antimicrobiana de lactocina 705 (frente a L. plantarum CRL691) y lactocina AL705 

(frente a L. innocua 7) en (a) películas T60XXB y T73XXB activadas por contacto en bolsas y (b) película 

T60XXB activada por contacto en bolsas e inmersión en SABC y control negativo 

Mauriello y col. (2004) obtuvieron películas activas de polietileno-poliamida orientada 

(PE-OPA) conteniendo la bacteriocina anti-listeria producida por L. curvatus 32Y por inmersión 

en la solución activa, sin embargo observaron una difusión irregular de dicha bacteriocina desde 

la película. La etapa de lavado luego de la activación, llevada a cabo en el presente estudio, podría 

ser la responsable de la difusión uniforme de lactocina 705 y AL705 en el agar, ya que la 

actividad antimicrobiana observada se debería a las bacteriocinas fuertemente adsorbidas en la 

superficie. 

 

(b) 
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Figura 8. Área de inhibición relativa de (■) lactocina 705 y (■) lactocina AL705 en las películas obtenidas 

por inmersión y contacto por flotación 

El método de contacto para la activación de diversos materiales con bacteriocinas también 

fue reportado en la bibliografía. En efecto, la adsorción de nisina en superficies hidrofóbicas e 

hidrofílicas de silicona y en materiales de celofán utilizando el método de contacto demostró ser 

efectiva en el control del crecimiento microbiano de carnes (Daeschel y col., 1992; Guerra y col., 

2005a). Si bien en el presente estudio se obtuvieron resultados similares en la activación de la 

película T60XXB usando los métodos de inmersión y contacto, se seleccionó la activación por 

contacto (por flotación) debido al menor volumen de solución activa SABC usado. 

IV.2.a.2 Selección de la solución de activación. Diseño factorial 

Para obtener la combinación de condiciones óptimas para el desarrollo de un determinado 

experimento, el diseño experimental debe proporcionar un método que permita investigar 

simultáneamente los efectos de múltiples variables (factores) sobre una variable de salida 

(respuesta). A los fines de optimizar el proceso de activación de la película T60XXB, se desarrolló 

un diseño factorial que permitió combinar los factores tiempo (1, 2, 5, 12 y 24 h), solución de 

activación (SABC y SIBPP) y concentración (0,1 y 1%) y analizar su efecto sobre la variable 

respuesta (área de inhibición relativa). Las áreas de inhibición frente a L. plantarum CRL691 
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(lactocina 705) obtenidas luego del tratamiento de la película T60XXB con las soluciones de 

activación SABC y SIBPP se observan en la Figura 9a y b. Luego del análisis estadístico, los 

resultados del diseño factorial mostraron que usando la soluciones SABC 0,1 y 1% se obtuvieron 

áreas de inhibición de lactocina 705 en la película, que resultaron similares a las obtenidas por 

tratamiento con la solución isopropanólica SIBPP 1%. Asimismo, como se puede observar en la 

Figura 9b, el tratamiento con SIBPP 0.1% no produjo una película activa frente a L. plantarum 

CRL691.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 Área de inhibición relativa producida por lactocina 705 en las películas activadas con (a) SABPP 

y (b) SIBPP (●) 0.1% y (■) 1% durante diferentes tiempos 

(a) (b) 

Tiempo de activación (h) Tiempo de activación (h) 

Tiempo de activación (h) Tiempo de activación (h) 
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Cuando se ensayó la actividad antimicrobiana de la película tratada con distintas soluciones 

frente a L. innocua 7 (lactocina AL705), las áreas de inhibición relativas obtenidas en orden 

decreciente fueron para las soluciones SABC 1%, SABC 0.1% y SIBPP 1% (Fig. 10a y b). No se 

detectó actividad antimicrobiana en las películas cuando se usó SIBPP 0,1% como solución de 

activación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Área de inhibición relativa producida por lactocina AL705 en las películas activadas con (a) 

SABPP y (b) SIBPP (●) 0.1% y (■) 1% durante diferentes tiempos 

Si bien se observó mucha dispersión en los valores de las áreas de inhibición para los 

diferentes tiempos de activación tanto para lactocina 705 como para lactocina AL705, la 

aplicación del test ANOVA mostró que no existían diferencias significativas entre ellas (P ≥ 0.05). 

Estos resultados demostraron que el tiempo de activación no ejercía influencia en la actividad de la 

película a partir de 1 h y hasta 24 h de contacto, dentro del error experimental del método. El 

(b) (a) 

Tiempo de activación (h) Tiempo de activación (h) 

Tiempo de activación (h) Tiempo de activación (h) 
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diseño factorial también permitió seleccionar a la solución acuosa SABC como solución de 

activación, ya que se requirieron menores concentraciones de la misma para obtener una película 

con actividad antimicrobiana.  

La metodología del diseño factorial requirió para cada combinación de factores y niveles 

(Sección II.8.a.2; Tabla 9) la preparación de una solución activa independiente. Así por ejemplo, 

para la combinación de la solución SABC de concentración 0,1% con un tiempo de contacto de 1 h 

se obtuvieron títulos diferentes de ambas bacteriocinas respecto a la combinación de SABC 0,1% y 

2 h de contacto (Sección II.6; Tabla 8,). Por este motivo el desarrollo experimental de este diseño 

arrojó mucha dispersión en las áreas de inhibición obtenidas (Figs. 9 y 10). El diseño factorial 

utilizado en esta Sección, permitió tomar algunas decisiones respecto a la elección de condiciones 

de activación a saber: (i) selección del tiempo de contacto (1 h), (ii) selección de la solución de 

activación (SABC). Sin embargo, dada la gran dispersión de resultados obtenida en el diseño, para 

el estudio de la actividad inhibitoria mínima y el tiempo mínimo de activación (Sección siguiente), 

se modificó la metodología de trabajo.  

IV.2.a.3 Determinación de la actividad inhibitoria mínima (AIM) y el tiempo mínimo de 

activación (TMA) en la película multicapa 

A partir de la solución SABC, elegida como adecuada para la activación en el punto 

anterior, se prepararon varias diluciones de solución activa (Sección II.6; Tabla 8). La relación 

lineal entre concentración y título de las bacteriocinas presentes en las soluciones de activación se 

usó como criterio para la selección de las mismas. Los resultados mostraron que el título de 

lactocina AL705 en la solución SABC 0.05% presentaba un comportamiento no lineal respecto a 

su concentración. Asimismo el título de lactocina 705 en dicha solución resultó igual al presentado 

por SABC 0.1% (Fig. 11). Sin embargo, las soluciones SABC 0.01, 0.1, 0.5 y 1% mostraron  una 

relación lineal entre el título de ambas bacteriocinas y la concentración, por lo tanto estas últimas 

fueron elegidas para la activación de la película T60XXB.  
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Figura 11. Título de (●) lactocina 705 y (▼) lactocina AL705 en función de la concentración de la 

solución de activación SABC 

La AIM, definida como el menor título de bacteriocina (UA/ml) capaz de producir 

actividad antimicrobiana en la película, en el tiempo mínimo de activación (TMA), se determinó 

mediante el contacto de distintas concentraciones de la solución SABC con la película, durante 

diferentes tiempos. Cuando se utilizó como solución de activación la SABC exhibiendo las 

menores actividades antimicrobianas (Tabla 8) de lactocina 705 y AL705 (SABC 0.01%, 67 y 400 

UA/ml, respectivamente), independientemente del tiempo de contacto, las películas obtenidas no 

produjeron halos de inhibición frente a L. plantarum CRL691 y L. innocua 7 (Fig. 12a y b, 

respectivamente). Sin embargo actividades mayores correspondientes a SABC 0.1, 0.5 y 1%, 

permitieron obtener actividad antimicrobiana en la película a partir de los 5 min de contacto, 

produciendo halos de inhibición frente a ambas cepas indicadoras. En particular para lactocina 

705, a partir de los 60 min de contacto no se observaron diferencias significativas (P ≥ 0,05) en el 

área de inhibición relativa de las películas obtenidas por contacto con SABC 0.1, 0.5 y 1%. Estos 

resultados sugieren que a partir de 1 h de contacto se alcanzaría el equilibrio de adsorción de 

lactocina 705 en la superficie de la película y que la solución de activación SABC 0.1% 

presentaría la AIM de dicha bacteriocina. Cuando se ensayó lactocina AL705 en las películas, se 
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observó el mismo comportamiento a partir de 60 min de contacto con SABC 0.1 y 0.5%, mientras 

que las áreas obtenidas con SABC 1% resultaron levemente mayores que las anteriores (Fig.12b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Actividad de (a) lactocina 705 y (b) AL705 en la película activada con SABPP (●) 0.01% (▼) 

0.1% (■) 0.5% y (♦) 1%, cuyos títulos se presentan en la Tabla 8

(a) 

(b) 

Tiempo de contacto (min) 

                  Tiempo de contacto (min) 
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La activación de películas plásticas comúnmente usadas en alimentos por contacto con 

soluciones activas se encuentra descripta en la bibliografía, siendo los tiempos de contacto 

informados de 48 h (lacticina  3147 adherida en una película de PE-PA) (Scannell y col. 2000) y 

12 h (saturación de PET y goma con nisina) (Guerra y col. 2005b). En nuestro estudio, en base a 

los datos obtenidos para la activación de la película T60XXB con la solución conteniendo las 

bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 (SABC), seleccionaron 1 h de contacto (TMA) y 

la solución de activación SABC 0.1% exhibiendo un título de 267 y 2133 UA/ml (Tabla 8), 

respectivamente para lactocina 705 y lactocina AL705 (AIM). Estos resultados serán nuevamente 

discutidos para lactocina 705 en el Capítulo V de esta Tesis. 

IV.2.a.4 Influencia de la temperatura en la obtención de las películas activas 

Se estudió la activación de la película multicapa por contacto con SABC 0.1% durante 1 h 

a 20, 30 y 40ºC. Se observó actividad antimicrobiana en todas las temperaturas de activación 

ensayadas (Tabla 16), sin embargo se obtuvieron mayores halos de inhibición frente a L. 

plantarum CRL691 (lactocina 705) cuando el tratamiento con SABC se realizó a 30ºC, mientras 

que la inhibición producida por lactocina AL705 resultó ser independiente de la temperatura de 

activación (Tabla 16). En el Capítulo V de esta Tesis se describe el estudio de adsorción de 

lactocina 705 el la película T60XXB, allí se presentan y discuten resultados sobre la dependencia 

de la adsorción de dicha bacteriocina con la temperatura. La temperatura seleccionada para obtener 

la película T60XXB activada con SABC 0,1% fue de 30ºC, ya que con esta temperatura se obtuvo 

mayor actividad antimicrobiana en la película.  
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Tabla 16. Efecto de la temperatura en la activación de la película T60XXB 

Área de inhibición relativa 
Temperatura de activación (ºC) 

lactocina 705 AL705 

20 0.1± 0.1a 1.4± 0.2 a 

30 0.9. ±0.2 b 1.5±0.2 a 

40 0.2±0.2 a 1.3± 0.3 a 

         a-b Valores seguidos de letras distintas en una misma columna son significativamente diferentes (P< 0.05) 

 

IV.2.a.5 Estabilidad y rendimiento de la solución de activación 

El estudio de la estabilidad de la solución SABC 0,1% mostró que tanto en la forma 

deshidratada (BC) como en la resuspensión acuosa, lactocina 705 y lactocina AL705 conservaron 

su actividad durante 2 años de almacenamiento a -20º C (267 y 2133 UA/ml, respectivamente). 

Estos resultados coinciden con los reportados por otros autores, quienes encontraron que las bajas 

temperaturas resultan apropiadas para la preservación de las bacteriocinas durante largos períodos 

de almacenamiento (Hsieh y Glatz, 1996; Ogunbanwo y col., 2003; Woo-Jin y col., 2008). Por otra 

parte, cuando se evaluó la posibilidad de reutilizar la misma solución SABC 0,1% para la 

activación de más de una película, se observó que solo la primera activación resultaba efectiva, 

originando una película capaz de inhibir a ambas cepas sensibles (Fig. 13). Si bien la solución 

SABC 0.1% se mantuvo activa luego del tratamiento de la primera película T60XXB, la pérdida 

en la capacidad de activación de la segunda película hizo imposible la reutilización de dicha 

solución para posteriores adsorciones de las bacteriocinas. La disminución de la concentración de 

bacteriocinas por debajo de la AIM (267 y 2133 UA/ml) necesaria para alcanzar el equilibrio de 

adsorción de lactocina 705 y AL705 podría explicar estos resultados. 
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Figura 13. Actividad de (■) lactocina 705 y (■) AL705 en diferentes trozos de la película T60XXB 

(19.6 cm2) tratados secuencialmente con 4.6 ml de SABC 0.1% 

IV.2.a.6 Obtención de la película T60XXB activada con nisina  

Debido a que nisina es la única bacteriocina aprobada para su aplicación en alimentos, en 

este trabajo se la utilizó en la activación de la película multicapa para comparar su efectividad con 

la de lactocina 705 y AL705. Los títulos de las soluciones de Nisaplin® (1 y 0.1%) frente a L. 

plantarum CRL691 y L. innocua 7 se muestran en la Sección II.6; Tabla 8. Para títulos 

equivalentes de lactocina 705 y nisina (267 UA/ml, SABC 0.1% y Nisaplín 0.1%; Tabla 8), las 

películas tratadas con nisina presentaron mayores áreas de inhibición frente a L. plantarum 

CRL691 usado como microorganismo indicador (Fig. 14), es decir que se observó mejor capacidad 

de activación de la película con nisina respecto a lactocina 705. Contrariamente, cuando se 

comparó la capacidad anti-Listeria de las bacteriocinas en la película multicapa, aún cuando la 

solución de Nisaplin® (1%) presentara mayor título que lactocina AL705 (SABC 0.1%) frente a L. 

innocua 7, (4267 y 2133 UA/ml, respectivamente; Tabla 8) se observó mayor efectividad de 

activación con la solución SABC, respecto a Nisaplin® (Fig. 14).  
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Figura 14. Área de inhibición relativa de la película activada con Nisaplin® (0.1 y 1%) y SABC 0.1% 

frente a L. plantarum CRL691 (■) y L. innocua 7 (■) 

 

Como se vió reflejado en el título de las soluciones de Nisaplin ® (0.1 y 1%) (Sección II.6; 

Tabla 8), para una misma concentración de nisina L. plantarum CRL691 resultó ser más sensible a 

esta bacteriocina que L. innocua 7. A su vez, este comportamiento se reflejó en una menor 

sensibilidad de L. innocua frente a las películas activadas con nisina, comparada con L. plantarum 

CRL691. Resultados similares fueron encontrados por Cutter y Siragusa (1994, 1996) y Cutter y 

col. (2001) quienes reportaron que L. innocua era menos sensible a nisina respecto a otras 

bacterias como B. thermosphacta o L. monocytogenes Scott A. Asimismo, en otro estudio la 

sensibilidad de varias cepas de Listeria ensayadas frente a lactocina AL705, enterocina CRL35 y 

nisina mostró que las dos primeras bacteriocinas presentaban mayor actividad inhibitoria que 

nisina, sugiriendo que la susceptibilidad era dependiente de la cepa (Castellano y col., 2001). 

Además de nisina, otras bacteriocinas fueron aplicadas mediante diferentes métodos en materiales 

plásticos para la inhibición de L. monocytogenes en agar o sistemas alimentarios, tales como las 

bacteriocinas producidas por Lactobacillus curvatus 32Y y CWBI-B28 (Mauriello y col., 2004, 

Ercolini y col., 2006b, Ghalfi y col., 2006), lacticina 3147 producida por Lact. lactis subsp. lactis 

(Scannell y col., 2000) y pediocina producida por Pediococcus acidilactici (Ming y col., 1997). 
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IV.2.b Película obtenida a partir de un recurso renovable de origen agroindustrial 

IV.2.b.1 Selección del material agroindustrial para la obtención de la película activa 

Las películas obtenidas a partir de materiales de origen agroindustrial son elaboradas 

generalmente por casting de las soluciones filmogénicas en una superficie apropiada y posterior 

evaporación del solvente. Los materiales de origen agroindustrial disponibles para la obtención de 

películas poliméricas incluyen almidón, zeína, aislado proteico de soja y gluten, entre otros. Las 

condiciones de procesamiento necesarias para la obtención de soluciones filmogénicas varían de 

acuerdo al material utilizado, así por ejemplo cuando se trabaja con almidón, para lograr la 

disolución del polisacárido en agua, éste debe ser calentado junto con otros aditivos a 100ºC 

(Zhang y Han, 2006) mientras que en la obtención de películas a base de zeína existe una etapa de 

calentamiento a 80ºC (Ghanbarzadeh y Oromiehi, 2009, Marcos y col., 2007). El gluten y la 

proteína de soja, requieren en cambio calentamientos más suaves (40ºC) para formar la solución 

filmogénica (Irissin-Mangata y col., 2001) y temperatura ambiente (Denavi y col., 2009), 

respectivamente. Asimismo, las propiedades de las películas obtenidas a partir de recursos 

renovables proteicos son altamente dependientes del pH de la solución filmogénica y generalmente 

son deficientes cerca del punto isoeléctrico de la proteína (Olabarrieta y col., 2006). En el caso del 

aislado proteico de soja, el punto isoeléctrico se encuentra alrededor de 4,5 en consecuencia para 

obtener películas a partir de estas proteínas deben usarse condiciones alcalinas (Ou y col., 2005; 

Wan y col., 2005, Denavi y col., 2009). Por otro lado, el gluten, con un punto isoeléctrico cercano 

a 7,5, permite obtener películas tanto a pH alcalino como ácido (Olabarrieta y col., 2006). Estudios 

realizados previamente por nuestro grupo de trabajo mostraron que lactocina 705 y lactocina 

AL705 presentaban estabilidad térmica hasta temperaturas de 70ºC y su actividad antimicrobiana 

resultó óptima en un rango de pH comprendido entre 3.0 y 6.0 (Tesis doctoral Palacios 2000; Tesis 

doctoral Castellano 2005). Como consecuencia, el gluten resultaría apropiado para la obtención de 

películas activadas con las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705, ya que en su 
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procesamiento se requiere una etapa de calentamiento suave para formar la solución filmogénica y 

permite obtener películas en un rango de pH ácido, condiciones que coinciden con aquellas en las 

que lactocina 705 y lactocina AL705 presentan óptima actividad antimicrobiana.  

IV.2.b.2 Activación de la película de gluten. Determinación de la concentración inhibitoria 

mínima (CIM) de lactocina 705 y lactocina AL705  

Se prepararon películas de gluten con una concentración de SABC de 0.01, 0.1 y 1 (% en solución 

filmogénica) y se ensayaron frente a L. plantarum CRL691 y a L. innocua 7. Para una 

concentración de 0.01% solo se observó actividad de lactocina AL705 en la película (Fig. 15), 

mientras que a partir de la concentración de 0,1% de SABC, se obtuvo actividad antimicrobiana de 

ambas películas (Fig. 15). La CIM, definida como la mínima concentración de SABC con la cual 

se obtuvo una película con actividad en toda la superficie frente a ambos organismos indicadores, 

fue de SABC 0,1%. Aún cuando los métodos de activación, así como la matrices poliméricas 

usadas fueron diferentes, se obtuvo el mismo valor de CIM (SABC 0.1%) tanto para la activación 

de la película T60XXB (Fig. 12), como para la película de gluten (Fig. 15). Sin embargo, aunque 

se utilizara la misma CIM en la activación de ambas películas, se obtuvieron mayores áreas de 

inhibición relativa de ambas bacteriocinas para la película de gluten (1.9 ± 0.3 y 2.3 ± 0.1, 

respectivamente para lactocina 705 y AL705 (Fig. 27, Capítulo VI), respecto a las áreas obtenidas 

en la película T60XXB (0.9 ± 0.1 y 1.3±0.1, respectivamente para lactocina 705 y AL705) (Fig. 

12). Estos resultados podrían explicarse teniendo en cuenta que la activación de la película de 

gluten requirió la inclusión de la SABC en la formulación, presentando actividad todo el 

componente activo incorporado; mientras que la activación de la película T60XXB se llevó a cabo 

por adsorción de bacteriocinas, donde la actividad antimicrobiana se vería limitada por la 

saturación de la película con bacteriocinas y la interacción con metabolitos producidos por 

L.curvatus CRL705. Estos últimos resultados se discutirán en el siguiente Capítulo.  
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Figura 15. Actividad antimicrobiana de lactocina 705 (a) y lactocina AL705 (b) en la película de gluten 

conteniendo 0.01, 0.1 y 1% de SABC. La película control sin bacteriocinas fue formulada con SAIC 

(sección II.2.d) 

IV.3 Conclusiones 

En base a los resultados obtenidos se seleccionó la SABC 0.1% (267 y 2133 UA/ml de 

lactocina 705 y AL705, respectivamente) para activar la película multicapa (T60XXB) mediante el 

método de contacto durante 1 hora a 30°C. Tanto la solución conteniendo lactocina 705 y AL705 

como su forma deshidratada fueron estables durante dos años de almacenamiento a -20°C. Cuando 

se evaluó la actividad anti-Listeria de películas activadas por contacto con nisina y las 

bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705, lactocina AL705 adsorbida en la película fue 

capaz de inhibir L. innocua 7, mientras que la película activada con nisina (Nisaplin®) no presentó 

actividad inhibitoria.  

Entre los recursos renovables disponibles se seleccionó el gluten como proteína más 

apropiada para la inclusión de bacteriocinas, teniendo en cuenta que el rango de temperaturas y pH 

para su procesamiento coincide con el de mayor actividad inhibitoria de lactocina 705 y AL705. 

La concentración de SABC a partir de la cual se obtuvo una película activa de gluten fue de 0,1%. 

Los resultados demuestran que las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 retienen la 

actividad antimicrobiana cuando se encuentran en la superficie de PEBDL de la película multicapa 

T60XXB o incluidas en una matriz de gluten.  
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V.1 Introducción 

Las bacteriocinas han demostrado capacidad para adsorberse en diferentes superficies 

(Bower y col., 2001, 2002; Joerger, 2007; Ryder y col., 2010). Esta característica es aprovechada 

para desarrollar barreras antimicrobianas aplicables a dispositivos de uso medicinal o materiales 

para envasar alimentos. En la literatura se encuentra un gran número de estudios cuyo objetivo es 

entender el fenómeno de adsorción de proteínas y péptidos en superficies (Hlady y Buijs, 1996; 

Wei y col., 2007; Tai y col., 2008; Rabe y col., 2011). En muchos casos la descripción de los 

fenómenos de adsorción se lleva a cabo a través de la aplicación del modelo de Langmuir. Este 

modelo es el más básico y describe la adsorción y desorción de partículas en sitios superficiales. A 

pesar de la general aceptación existente en la comunidad acerca de la escasa adecuación de este 

modelo para describir la adsorción de proteínas en superficies, el uso de Langmuir constituye el 

punto de partida para el desarrollo de descripciones teóricas de la adsorción de proteínas, ya que 

presenta un formato matemático simple (Rabe et al., 2011). Así por ejemplo, este modelo se ha 

utilizado para la descripción de la adsorción de bacteriocinas y proteínas en superficies (Daeschel 

y col., 1992; Wei y col., 2007).  

La producción de bacteriocinas en gran escala puede obtenerse mediante el desarrollo de la 

cepa bacteriocinogénica en medios de cultivo. En este caso, las bacteriocinas obtenidas pueden 

estar acompañadas por impurezas que involucran metabolitos producidos por el microorganismo 

productor durante su crecimiento, así como componentes presentes en el medio de cultivo. Si bien 

las bacteriocinas pueden ser purificadas antes de ser utilizadas para la activación de un material 

polimérico, se puede observar (Capítulo III) que cada paso de purificación produce una reducción 

en la actividad antimicrobiana, requiriéndose mayores concentraciones de bacteriocinas 

purificadas para la activación de películas. Por esta razón, muchos estudios desarrollaron películas 

o superficies activas a partir del contacto con bacteriocinas concentradas acompañadas por 

impurezas del medio de cultivo (Bower et al., 1995; Scannell y col., 2000; Guerra et al., 2005a,b; 



 

95 
 

Ibarguren et al., 2010b). Sin embargo, se debe tener en cuenta que las impurezas que acompañan a 

las bacteriocinas podrían ejercer algún efecto durante el proceso de adsorción. La espectroscopía 

IR por Transformada de Fourier (IRTF) constituye una herramienta útil para identificar y 

caracterizar los componentes acompañantes de las bacteriocinas en las soluciones de activación. 

Esta técnica permite obtener espectros específicos para una dada cepa bacteriana, mostrando las 

características espectrales típicas de los componentes celulares como ácidos grasos, proteínas 

intracelulares y de membrana, polisacáridos y ácidos nucleicos (Vodnar y col., 2010). IRTF ha 

sido ampliamente utilizada para la caracterización de microorganismos así como péptidos (Barth, 

2000; Maquelin y col., 2002).  

Con el objetivo de comprender y controlar la adsorción de bacteriocinas en la superficie de 

PEBDL de la película multicapa T60XXB, así como predecir la efectividad antimicrobiana de una 

película activada con bacteriocinas, en este capítulo se describen estudios de adsorción de 

lactocina 705 en el polímero comercial y su interacción con AL705 así como las impurezas 

producidas durante el crecimiento de la cepa productora L. curvatus CRL705 en el medio de 

cultivo. Los adsorbatos utilizados como fuente de bacteriocinas fueron caracterizados por 

espectroscopía IRTF para determinar la composición de los mismos. 

V.2 Resultados y Discusión 

V.2.a Caracterización de los adsorbatos por IRTF  

Las bacteriocinas y otros metabolitos (impurezas) producidas por L. curvatus CRL705 

durante su crecimiento, utilizados en este estudio para ser adsorbidos al material polimérico 

(adsorbatos) fueron BC, C-Sac7, C-AL705, P-AL705 y S-705 (Sección II.8.c.1; Tabla 10). Para su 

caracterización mediante IRTF, la asignación de bandas correspondiente a grupos funcionales 

relacionados con moléculas biológicas (proteínas, ácidos grasos y polisacáridos) se realizó de 

acuerdo a lo informado en trabajos de caracterización de microorganismos, péptidos y 
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aminoácidos (Quinteiro Rodríguez,2000, Barth, 2000, Maquelin y col., 2002, Motta y col., 2008). 

En la Figura 16 se muestran los espectros de los adsorbatos indicando las bandas de absorción, 

cuya asignación se presenta en la Tabla 17. A partir de estos resultados puede inferirse que las 

bandas encontradas a 3500 y 3200 cm-1, así como las correspondientes a la regiones de amida I 

(1700-1610 cm-1) y II (1520-1500 cm-1) presentes en todos los adsorbatos analizados, se 

corresponden con la naturaleza peptídica de las bacteriocinas. Por otro lado, el estiramiento del 

enlace C-H de ácidos grasos (2900-2800 cm-1), la deformación C-H de compuestos alifáticos 

(1450 cm-1), estiramiento de ésteres (1740 cm-1), así como las bandas asociadas a deformaciones 

de carbohidratos (900-1200 cm-1) se encontraron presentes en todos los adsorbatos obtenidos a 

partir de cultivos de cepas de lactobacilos usados en este estudio (BC, C-Sac7, C-AL705 y P-

AL705), sin embargo estuvieron ausentes en la bacteriocina sintética, S-705 (Fig. 16). Estas 

bandas, encontradas diferencialmente en los adsorbatos de lactobacilos y ausentes en S-705, 

sugieren la presencia de impurezas constituidas por componentes del medio de cultivo, metabolitos 

del microorganismo productor, así como desechos celulares, ácidos nucleicos y moléculas 

alifáticas, entre otros. De manera similar, a partir de bandas características de ácidos grasos de 

pared de la célula bacteriana localizadas alrededor de 2845 y 2929 cm-1 y el pico específico de 

ácido láctico a 1127 cm-1, se pudieron identificar diferentes BL probióticas así como la producción 

de ácido láctico (Vodnar y col., 2010). Notablemente, la banda encontrada a 1400 cm-1 (Fig. 16) 

correspondiente al estiramiento asimétrico del enlace C=O de grupos carboxilato se vio disminuida 

en el espectro de P-AL705 (Tabla 17), adsorbato obtenido de la purificación de C-AL705 

(bacteriocina concentrada obtenida de L. curvatus CRL1579, (Sección II.8.c.1; Tabla 10), 

sugiriendo este resultado que parte de los compuestos ácidos del medio de cultivo podrían haber 

sido removidos durante el proceso de purificación. Por otro lado, las bandas a 1439, 1200 y 1123 

cm-1 presentes en S-705 y también incluidas en el espectro de BC (Fig. 16, Tabla 17) podrían 

asignarse a vibraciones correspondientes a cadenas laterales de aminoácidos (Barth, 2000) como el 
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estiramiento C-N de Histidina (1439 cm-1), flexión Tyr-OH Tyrosina (1169-1260 cm-1) y 

estiramiento C-O de Aspartato (1120-1253 cm-1), en coincidencia con los aminoácidos que forman 

parte de la secuencia de aminoacídica de lactocina 705 (Cuozzo y col., 2000).  

 

 

Figura 16. Espectros IRTF de los diferentes adsorbatos 

La absorción IR de los aminoácidos de una proteína puede desviarse significativamente 

cuando ésta se encuentra en solución o cristalizada. El ambiente proporcionado por la proteína 
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puede modular la densidad eléctrica y polaridad de los enlaces, cambiando en consecuencia su 

frecuencia de vibración y coeficiente de absorción (Barth, 2000). Si bien los valores de absorción 

compilados en el trabajo de Barth (2000) para His, Tyr y Asp se encuentran en la zona espectral de 

las bandas diferenciales encontradas para S-705, estos valores solo se tomaron como una guía para 

la interpretación espectral, ya que las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo difieren 

de las utilizadas por Barth (2000); el adsorbato S-705 se encontraba como polvo sólido en 

contraste con aminoácidos en solución acuosa.  

Tabla 17. Asignación tentativa de bandas de IRTF correspondientes a los diferentes adsorbatos 

(según Quinteiro Rodriguez, 2000, Barth, 2000, Maquelin y col., 2002 y Motta y col., 2008)  

Frecuencia (cm-1) 

BC C-Sac7 C-AB  P-AB S-705 

Frecuencia 
obtenida de 
bibliografía 

Asignación posible a  

3447 3428 3443 3466 3470 ~ 3500 str O-H de grupos OH 

3215 3203 3207 3237 3280 3200 str N-H (amida A de proteínas) 

2925 2926 2926 2927 - 2920 str sim CH2 (ácidos grasos) 

2871 2872 2872 2871 - 2870 str CH3 sim (ácidos grasos) 

1740 1740 1743 1743 - 1740 C=O str de ésteres (ácidos grasos) 

1640 1636 1635 1633 1654 1700-1610 amida I (proteínas) 

1520 1539 1538 1524 1530 1550-1520 amida II (proteínas)  

1450 1450 1450 1446 - 1450 
def C-H de alifáticos (ácidos 
grasos) 

1400 1400 1400 - - 1400 str sim C=O de COO-  

1200b - - - 
1438, 
1200, 
1122 

1438, 1200, y 
1122 

vib C-N, C-O cadenas laterales de 
aa 

√ √ √ √ - 900-1200 
str C-O, C-C y def C-O-H, C-O-C 
(glicopéptidos, fosfodiester, 
polisacáridos) 

a str: estiramiento; def: deformación; sim: simétrico; asim: asimétrico; vib: vibración; aa: amino ácidos 
b las bandas a 1198 y 1122 cm-1 están incluidas en las bandas entre 900-1200 cm-1 
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V.2.b Adsorción de lactocina 705 en la superficie de PEBDL de la película multicapa 

V.2.b.1 Determinación de la CIM 

En la Figura 17 se muestran los resultados obtenidos luego de tratar la película multicapa T60XXB 

con diferentes concentraciones de S-705. Cuando se utilizó una concentración de 0.5 µg/ml se 

observó un área de inhibición irregular, mientras que, se obtuvieron áreas uniformes cuando la 

película se trató con S-705 de 1 a 8 µg/ml (200 a 6400 UA/ml).  

 

Figura 17 Áreas de inhibición presentadas por la película multicapa T60XXB activada con diferentes 

concentraciones de S-705. Los números en la Figura indican las concentraciones (µg/ml) de S-705 

utilizadas 

La tecnología para la obtención de superficies activas antimicrobianas requiere el estudio de la 

CIM de bacteriocina necesaria para la activación de dichas superficies. Guerra y col. (2005 a,b) 

estudiaron el equilibrio de adsorción de nisina en diversas superficies por contacto con soluciones 

de Nisaplín® con concentraciones desde 1200 a 12000 µg/ml (con un contenido de nisina A pura 

de 300 y 3000 µg/ml, respectivamente). Sin embargo, en estos estudios no se hace mención de la 

CIM de nisina pura necesaria para obtener una superficie activa. En este trabajo debido a la 
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obtención de una película con actividad en toda su superficie a partir del contacto con la solución 

S-705 de 1 µg/ml, esta concentración se definió como la CIM de lactocina 705 necesaria para la 

activación de la película T60XXB. 

V.2.b.2 Efecto de la temperatura en la adsorción de lactocina 705 

La adsorción de S-705 en la película a diferentes temperaturas se llevó a cabo utilizando la 

CIM de dicha bacteriocina obtenida previamente. En la Figura 18a y b se observa la variación de 

la concentración de bacteriocina en la solución de activación a 20, 30 y 40ºC en presencia y 

ausencia (control) de la película multicapa. Se documentó una disminución de la concentración 

activa de 705 en función del tiempo y la temperatura. Cuando la temperatura aumentaba desde 20 

a 40ºC, esta disminución fue más marcada tanto en el control (Fig. 18 a) como en la solución en 

contacto con la película (Fig. 18b). Aún cuando la resistencia térmica de las bacteriocinas de clase 

II está ampliamente aceptada, la pérdida de actividad podría explicarse por los cambios 

estructurales en la región helicoidal de estos pequeños péptidos producidos por la temperatura 

(Kaur y col., 2004; Soliman y col., 2010). A pesar de la degradación producida por efecto de la 

temperatura en la solución control de S-705, cuando la película se puso en contacto con la solución 

de bacteriocina se observó una disminución más marcada de la concentración de lactocina 705 

activa en solución, indicando que una concentración remanente de bacteriocina quedaba adsorbida 

en la película (Fig. 18c). Considerando que la temperatura puede tener efecto tanto en la cinética 

como en el equilibrio de adsorción, podría esperarse un aumento en las velocidades de adsorción 

debido a un incremento en la difusión de proteínas hacia el adsorbente. Por otro lado, los cambios 

estructurales dentro de la proteína y la liberación de moléculas de agua o iones adsorbidos son 

factores que contribuyen a la ganancia de entropía que impulsa la adsorción y que se ven 

favorecidos a elevadas temperaturas (Nakanishi y col. 2001; Rabe y col. 2011). En este estudio, si 

bien se detectó un aumento en la cantidad de lactocina 705 adsorbida cuando la temperatura 
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aumentó desde 20 a 30ºC, no obstante se observó en forma paralela la mayor degradación de la 

bacteriocina al aumentar la temperatura, produciendo este efecto la disminución de la cantidad 

adsorbida a 40ºC. Este efecto antagonista permitió definir 30ºC como temperatura óptima de 

adsorción para 1 h de contacto. La adsorción de nisina en superficies a diferentes temperaturas fue 

estudiada por Guerra y col. (2005 a,b), quienes definieron 8°C como temperatura óptima de 

adsorción, dado que el aumento de temperatura producía menor adsorción por una disminución de 

las fuerzas atractivas entre el péptido y las superficies. En este estudio, debido al efecto 

antagonista de disminución de la concentración activa y aumento de la adsorción cuando la 

temperatura aumentaba, se obtuvo la máxima concentración de lactocina 705 activa en la película 

T60XXB cuando la temperatura de adsorción fue de 30°C; en consecuencia esta se definió como la 

temperatura óptima para la activación de la película. 

V.2.b.3 Efecto del tiempo de contacto en la adsorción de lactocina 705 

En la Figura 18d se observan las actividades antimicrobianas en agar semisólido cuando se 

alcanzó el equilibrio de adsorción en la película a los 20, 60 y 120 minutos para 40, 30 y 20ºC, 

respectivamente. Se observó una actividad baja e irregular en la superficie de las películas tratadas 

durante 120 min (20ºC) y 20 min (40ºC), mientras que la película activada durante 1 h (30ºC) 

presentó un halo de inhibición uniforme en toda la superficie. Estos resultados concuerdan con la 

mayor masa de bacteriocina adsorbida obtenida a 30ºC (0.07 ±0.02 µg/cm2; 60 min) en 

comparación con los valores encontrados para 20 y 40ºC (Fig. 18c). El tiempo mínimo necesario 

para alcanzar el equilibrio de adsorción de lactocina 705 a 30ºC (60 min) coincide con el 

encontrado anteriormente (Sección IV.2.a.3) para la adsorción de lactocina 705 y AL705 a partir 

de SABC. En la bibliografía se informaron tiempos de contacto mayores para lograr la adsorción 

de otros antimicrobianos como la bacteriocina anti-Listeria producida por Enterococcus faecium 

CRL1385 y nisina en silicatos y otras superficies de hidrofobicidad variable (Guerra y col., 

2005a,b; Ibarguren y col., 2010b). Este hecho sugiere una mayor afinidad de lactocina 705 por la 
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película T60XXB, respecto a la afinidad de las bacteriocinas por las superficies anteriormente 

mencionadas. 

 

Figura 18. Cambios en la concentración activa de lactocina 705 durante 120 min a (●) 20, (▼) 30 y (■) 

40ºC. (a) S-705 en solución, (b) S-705 en contacto con la película multicapa, (c) masa activa de lactocina 

705 adsorbida en la película multicapa y (d) actividad antimicrobiana correspondiente a lactocina 705 

adsorbida 

V.2.c Isoterma de adsorción de lactocina 705 

En la Figura 19 se muestra la isoterma de adsorción de lactocina 705 en la superficie de 

PEBDL de la película multicapa (T60XXB) a 30ºC. En el estudio de adsorción de proteínas, los 

resultados experimentales pueden ajustarse a la adaptación de diferentes modelos (Hlady y Buijs, 

1996). Así por ejemplo, en estudios de adsorción de nisina sobre superficies con diferente 

hidrofobicidad, se describieron isotermas de adsorción formando monocapa (Daeschel y col., 

1992), multicapas (Bower y col., 1995, Tai y col., 2008) o una combinación de ambos modelos 

(Guerra y col., 2005a). En los últimos años se han propuesto diferentes modelos para la adsorción 
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de proteínas (Rabe y col., 2011); entre ellos, el modelo de adsorción secuencial al azar (RSA, del 

inglés Random Sequential Adsoprtion) (Talbot y col., 2000) ha sido ampliamente aceptado para 

modelar la adsorción de proteínas en superficies (Ramsden, 1993; Guemouri y col., 2000); sin 

embargo, según nuestro conocimiento, no ha sido aplicado aún para la adsorción de bacteriocinas. 

Por tal motivo, en este estudio se usó el modelo de Langmuir (ecuación [7], Sección I.9.a) para 

poder comparar los resultados obtenidos con otros estudios de adsorción de bacteriocinas. La 

capacidad de adsorción de lactocina 705 en la superficie de la película multicapa (0.72 ± 0.05 

µg/cm2, Fig. 19, ec [7], R=0.9319) se calculó a partir del equilibrio de adsorción de la bacteriocina, 

alcanzado después de una concentración de solución de contacto S-705 de 4 µg/ml (1600 UA/ml 

lactocina 705), (concentración adsorbida : 0.61 ± 0.05 µg/cm2; concentración de equilibrio [A]: 

0,91 µg/ml, Fig. 19).  

 

Figura 19. Isoterma de adsorción de lactocina 705 en la cara de PEBDL de la película multicapa (T6 XXB) 

a 30ºC. Las barras de error indican desviaciones standard. La curva trazada entre los puntos sigue la 

ecuación de Langmuir 
][1

][

AK

AK

L

Lmáx




 (R =0.9399) 

 

Asimismo, a partir de esta concentración se observó un área de inhibición relativa 

constante en agar semisólido (Fig. 17). La capacidad de adsorción encontrada en nuestro estudio se 
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encuentra en el orden de los valores reportados por Guerra y col. (2005b) para nisina sobre 

polietilen-tereftalato (PET) y goma (0,665 y 0,697 µg/cm2, respectivamente), mientras que los 

valores informados para la adsorción de nisina en acero inoxidable resultaron menores (0,396 

µg/cm2).  

V.2.d Adsorción de las bacteriocinas en diferentes condiciones 

V.2.d.1 Influencia de las impurezas y lactocina AL705 en la adsorción de lactocina 705. 

Durante el crecimiento de BL bacteriocinogénicas (L. curvatus CRL705 y CRL1579), 

además de la producción de bacteriocinas, ocurre el catabolismo de los compuestos presentes en el 

medio de cultivo dando lugar a la acumulación de diversos catabolitos que, junto a componentes 

provenientes del medio de cultivo, actuarán como impurezas durante la adsorción de las 

bacteriocinas a la película multicapa. Por tal motivo, se investigó la influencia de dichas impurezas 

en la adsorción de lactocina 705 sobre la superficie de PEBDL. En base a la correlación lineal 

entre el área de inhibición de la película y la concentración de bacteriocina adsorbida en su 

superficie (Fig. 18c y d), para cuantificar las bacteriocinas adsorbidas en diferentes condiciones 

(Tabla 11, Sección II.8.c.4), se realizaron determinaciones en medio agar semisólido. Según esta 

correlación, los datos resultantes de la adsorción de lactocina 705 (Fig. 19) fueron evaluados en 

agar semisólido y sometidos a un tratamiento empírico siguiendo la ecuación de Langmuir (Fig. 

20). Cuando la película fue tratada con el adsorbato S-705 (lactocina 705 sintética) en presencia de 

las impurezas producidas durante el crecimiento de la cepa Bac- (C-Sac7; 0,1%), se observó una 

disminución en las áreas de inhibición relativas correspondientes a la meseta de la curva 

(saturación de la película) desde 3,7 ± 0,1 (S-705 sola) a 2,6 ± 0,3 (S-705 + C-Sac7; 0,1%) (Fig. 

20). Sin embargo, en presencia de lactocina AL705 purificada (P-AL705, 2000 UA/ml), lactocina 

705 presentó un área de inhibición mayor (3.0 ± 0.3). La disminución observada en el máximo de 

adsorción para lactocina 705 en presencia de P-AL705 y C-Sac 7 (conteniendo impurezas 
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producidas durante el crecimiento de las BL y restos de medio de cultivo) podría ser explicada por 

la presencia de proteínas, ácidos grasos y polisacáridos en los adsorbatos, como se mostró en el 

análisis mediante IRTF (Fig.16, Tabla 17). Los lípidos presentes entre las impurezas de los 

adsorbatos C-Sac7, BC y PA-L705 podrían interferir con la adsorción de lactocina 705, 

contribuyendo a la disminución de la actividad antimicrobiana observada (Fig. 20). Considerando 

que la cepa Sac7 difiere de L. curvatus CRL705 en su habilidad para fermentar sacarosa y producir 

bacteriocinas (lactocina 705 y lactocina AL705) y debido a que el medio de cultivo utilizado para 

el crecimiento de ambas (MRS) no contiene sacarosa en su formulación, puede asumirse que las 

impurezas producidas por ambas bacterias podrían ser iguales. El mismo razonamiento se aplicó 

para L. curvatus CRL1579, cuyas modificaciones genéticas respecto a L. curvatus CRL705 no 

afectarían las reacciones catabólicas.  

 

Figura 20. Actividad antimicrobiana de lactocina 705 en la película multicapa obtenida a 30ºC a partir de 

(■) S-705; (▼)S-705 + P-AL705 (12800 UA/ml) y (●) S-705 + C-Sac 7 (0,1%) (Sección II.8.c.4; Tabla 11) 

Con el objeto de simular las condiciones encontradas en la SABC (solución acuosa de 

bacteriocinas concentrada) 4% (6400 UA/ml para lactocina705 y 12800 UA/ml para lactocina 
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AL705), se prepararon soluciones de adsorción combinando lactocina 705 (S-705, 6400 UA/ml) 

con lactocina AL705 (P-AL705 12800 UA/ml) y con diferentes concentraciones de impurezas (C-

Sac7 0,01; 0,1; 2 y 4%). Los resultados mostraron que el área de inhibición relativa de lactocina 

705 obtenida a partir de la combinación de S-705 y P-AL705 fue similar a la obtenida con la 

combinación de S-705 con C-Sac7 0,01% (Tabla 18). Asimismo, se encontró que el área de 

inhibición relativa de lactocina 705 en la película disminuía significativamente (P<0.05) a medida 

que la concentración de impurezas aumentaba (Tabla 18). Cuando la película se trató con C-Sac7 

(2% y 4%), el área de inhibición relativa de 705 en las películas (1.6 ± 0.3 y 1.1 ± 0.5, 

respectivamente) fue similar a la obtenida para esta bacteriocina a partir de la SABC 4% (Tabla 

18).  

Cuando se considera la adsorción de proteínas y péptidos a partir de una mezcla, el patrón 

de adsorción es el resultado de la combinación entre procesos de transporte, adsorción y repulsión 

(Rabe et al., 2011). Las proteínas pequeñas difunden más rápido que las de mayor tamaño y son 

las especies dominantes en los estadíos tempranos de adsorción. Sin embargo, las proteínas de 

mayor tamaño se unen típicamente con mayor fuerza debido a su mayor superficie de contacto y 

pueden incluso repeler a otras proteínas previamente adsorbidas (Lutanie y col., 1992; Nasir y 

McGuire, 1998). En consecuencia, la masa total de proteínas adsorbidas a partir de mezclas 

atraviesa un máximo durante el proceso de adsorción (Andrade y Hlady, 1986). En el presente 

estudio, la pronunciada disminución en el área de inhibición relativa de lactocina 705 con el 

aumento de C-Sac7, podría sugerir una adsorción competitiva entre la bacteriocina y las moléculas 

presentes en C-Sac7 (ácidos grasos, péptidos o proteínas). De forma similar, la disminución en la 

actividad antimicrobiana de lactocina 705 en la película en presencia de P-AL705 y a partir de 

SABC (Tabla 18), podría ser adjudicada a una adsorción competitiva entre las bacteriocinas y las 

impurezas provenientes del crecimiento de BL.  
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Tabla 18. Actividad antimicrobiana de la película contactada (1 h, 30 ºC) con diferentes 

combinaciones de adsorbatos 

Área de inhibición relativa de 
Adsorbato I Adsorbato II 

lactocina 705 lactocina AL705

_ 3.7a ± 0.1 _ 

C-Sac7 (0.01%) 3.2b ± 0.3 _ 

C-Sac7 (0.1%) 2.6c ± 0.3 _ 

C-Sac7 (2%) 1.6d ± 0.3 _ 

C-Sac7 (4%) 1.1d ± 0.5 _ 

S-705 

(6400 UA/ml lactocina 705) 

P-AL705 (12800 
UA/ml AL705) 3.0b ± 0.3 2.1a ± 0.2 

SABC 4% (6400 y 12800 UA/ml, respectivamente 
lactocina 705 y AL705)  1.4d ± 0.4 2.3a ± 0.2 

P-AL705 (12800 UA/ml AL705)  _ 2.1a ± 
0.2 

C-AL705 (12800 UA/ml AL705)  _ 2.2a ± 
0.1 

S-705 
(6400 UA/ml 705)* 

C-Sac7 (4%)* 1.5 d ± 0.1 _ 

C-Sac 7 (4%)* S-705 (6400 UA/ml 
705)* 3.3 a ± 0.4 _ 

a–d valores seguidos por letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes  (P < 0.05)  

*adsorción secuencial (Sección II.8.c.4) 
 

A los fines de evaluar la adsorción competitiva entre 705 y las impurezas generadas por las 

cepas productoras, se llevó a cabo un experimento de adsorción secuencial (Sección II.8.c.4) y se 

comparó con los datos obtenidos a partir de la SABC 4%. Se encontró que cuando se ponía en 

contacto la película con S-705 y posteriormente con C-Sac7 (4%), los valores de inhibición 

obtenidos no presentaban diferencias significativas (P≥0.05) con los obtenidos con la película 

tratada con SABC 4% (1.5 ± 0.1 y 1.4 ± 0.4, respectivamente). En cambio, el área de inhibición 

obtenida al tratar la película primero con C-Sac7 (4%) y luego con S-705 (3.3 ± 0.4) fue similar a 

la obtenida por tratamiento con S-705 sola (3.7 ± 0.1) (Tabla 18). Estos resultados podrían sugerir 
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que las impurezas de C-Sac7 no serían adsorbidas en la superficie de PEBDL de la película 

multicapa. 

V.2.d.2 Influencia del contenido de impurezas y la presencia de lactocina 705 en la adsorción 

de lactocina AL705 

Lactocina AL705 se adsorbió en la superficie de PEBDL de la película T60XXB siguiendo 

un comportamiento tipo Langmuir (Fig. 21), los resultados mostraron que se obtenía una meseta 

en el área de inhibición relativa de la bacteriocina (saturación de la película) a partir de un título de 

300 UA/ml en la solución de contacto.  

 

Figura 21. Actividad antimicrobiana de lactocina AL705 en la película multicapa obtenida a 30ºC a partir 

de (●) P-AL705 sola; (▼) en presencia de S-705 (6400 UA/ml) y (■) a partir de C-AL705 (Sección 

II.8.c.4; Tabla 11) 

Cuando se evaluó el efecto del contenido de impurezas en la adsorción de lactocina AL705 

por comparación entre las áreas obtenidas a partir de P-AL705 y C-AL705 (Fig. 21), no se 

obtuvieron diferencias significativas (P≥0.05) entre los valores de áreas de inhibición encontrados 

(P-AL705; 2,1±0,2 y C-AL705; 2,2±0,1) (Tabla 18). La adsorción de lactocina AL705 en la 
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película tampoco se vio influenciada por la presencia de lactocina 705 (6400 UA/ml) (Fig. 21), ya 

que el área obtenida fue similar cuando la película se trató solo con P-AL705 (2,1±0,2), la 

combinación de P-AL705 y S-705 (2.1±0.2) o cuando se trató con SABC 4% (2.3±0.2) (Tabla 18). 

V.2.e Racionalización de resultados 

A partir de los resultados obtenidos (Figs. 20 y 21, Tabla 18), se propuso una 

racionalización de resultados (Fig. 22) en base a los datos reportados previamente referentes a la 

interacción de los péptidos lac705 y lac705 (que componen lactocina 705) con membranas 

biológicas (Castellano y col., 2007), así como datos sobre el comportamiento de las bacteriocinas 

clase IIa en presencia de dichas membranas (Uteng y col., 2003; Drider y col., 2006; Nissen-

Meyer y col., 2010). La adsorción de lactocina 705 en la superficie de PEBDL (cara interna del 

film multicapa T60XXB) se produciría a través interacciones hidrofóbicas con el péptido lac705, 

produciendo dichas interacciones cambios conformacionales en el péptido (Fig. 22a). Estos 

cambios podrían aumentar la afinidad del péptido lac705 por las impurezas presentes en C-Sac7, 

P-AL705 y SABC, evitando que lac705 y lac705 se complementaran para ejercer la actividad 

antimicrobiana de lactocina 705 (Fig. 22b). De esta manera, se justificaría la disminución de 

actividad de lactocina 705 observada en la película en presencia de adsorbatos que contienen 

impurezas generadas por el crecimiento de BL (Fig. 20). En la bibliografía se encuentran 

documentados cambios conformacionales en proteínas debido a interacciones hidrofóbicas con 

superficies (Norde y col., 1986; Kim y Yoon, 2002; Roach y col., 2005). Asimismo, en estudios 

previos de la interacción entre S-705 y una membrana bi-lipídica se informaron importantes 

cambios conformacionales del péptido lac705β quien interactuaba con el corazón hidrofóbico de la 

membrana, mientras que el péptido lac705α inducía deshidratación en la región interfacial 

(Castellano y col., 2007). La presencia de ácidos grasos, evidenciada mediante IRTF, en C-Sac7, 
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BC y P-AL705 (Fig. 16, Tabla 17), estarían interfiriendo con lactocina 705 adsorbida, 

contribuyendo a la disminución de actividad observada (Fig. 20).  

Por otra parte, debido a su actividad anti-Listeria, se cree que lactocina AL705 podría 

pertenecer a la clase IIa de bacteriocinas (Castellano y col., 2008). Este grupo de péptidos 

antimicrobianos está compuesto por moléculas simples en contraste con las de la clase IIb 

(bacteriocinas multi-componentes). De los resultados obtenidos para la adsorción de AL705 en 

diferentes condiciones, podría sugerirse que lactocina AL705 se adsorbería en la película y no 

ocurrirían interacciones con impurezas luego de la adsorción (Fig. 22c). Asimismo, debido a que 

no se observaron diferencias en las áreas de inhibición relativas de AL705, cuando P-AL705 se 

combinó con S-705, respecto a P-AL705 sola, se puede sugerir que el número de moléculas de 

AL705 sería el mismo cuando ésta se adsorbe sola o en presencia de lactocina 705. La adsorción 

de AL705 sola podría estar ocurriendo de forma que su eje mayor se presentara paralelo a la 

superficie de la película (side-on, Fig. 22c), cubriendo la misma con un cierto número de 

moléculas. Este número de moléculas de AL705 se podría mantener constante si en presencia de 

S-705, ocurrieran reordenamientos hacia una orientación perpendicular (end-on, Fig 22d), 

adsorbiéndose lactocina 705 en las superficies no cubiertas. De esta manera, y como se infiere de 

los resultados obtenidos, se mantendría la actividad inicial de AL705 aún en presencia de lactocina 

705 adsorbida. Estos resultados coinciden con los reportados para la adsorción de fibrinógeno en 

superficies hidrofóbicas, proteína que en una etapa inicial se adsorbe en configuración side-on y 

luego, debido a la alta concentración de proteína en el medio circundante, se producen 

reacomodamientos a una posición perpendicular (end-on), permitiendo que otras moléculas de 

proteína se adsorban en la superficie libre (Roach y col., 2005). 
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Figura 22. Esquema propuesto para visualizar la adsorción de bacteriocinas a partir de diferentes fuentes 

(a) lactocina 705 a partir de S-705, (b) 705 en presencia de impurezas (Imp), (c) lactocina AL705 en 

presencia de impurezas y (d) 705 en presencia de AL705 e impurezas. Las zonas marcadas (X) y sin marcar 

en la figura indican respectivamente zonas hidrofílicas e hidrofóbicas de los péptidos 

V.3 Conclusiones 

En este capítulo se realizó una contribución a la comprensión del proceso de adsorción de 

bacteriocinas en una película multicapa de cara interna de PEBDL, en presencia de impurezas 

producidas por BL. Se establecieron las condiciones óptimas para obtener una película activada 

con lactocina 705. Se encontró que lactocina 705 y AL705 se adsorben en la superficie de PEBDL 

de la película T60XXB siguiendo un comportamiento tipo Langmuir. A partir una concentración 

de 1600 UA/ml para lactocina 705 y 300 UA/ml para AL705 en la solución de contacto (Figs 20 y 

21) se obtuvo una superficie de PEBDL saturada por cada bacteriocina. Se caracterizaron 

diferentes fuentes de bacteriocinas y se compararon respecto a su capacidad para adsorberse en la 

película produciendo actividad inhibitoria frente a diferentes microorganismos, incluyendo 

actividad anti-Listeria. La técnica de espectroscopía IRTF demostró ser una herramienta útil para 

caracterizar los adsorbatos de diferentes fuentes. Las impurezas generadas durante el crecimiento 
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de L. curvatus CRL705 y CRL1579, utilizadas como fuentes de bacteriocinas, influyeron 

fuertemente en la adsorción y actividad antimicrobiana de lactocina 705 en la película, mientras 

que no se encontraron evidencias de tal efecto sobre la adsorción de lactocina AL705. Asimismo, 

la actividad de AL705 adsorbida en la película no se modificó por la presencia de 705 en el medio 

de adsorción. Estos resultados fueron racionalizados y se propuso un mecanismo de adsorción para 

las bacteriocinas, del cual se sugirió que en presencia de impurezas producidas por el crecimiento 

de BL, los péptidos lac705β y lac705α no se podrían complementar, disminuyendo en 

consecuencia su actividad antimicrobiana en la película multicapa. Esta interacción con las 

impurezas no ocurriría cuando lactocina AL705 se adsorbe en la película. La adsorción de AL705 

no se vería afectada por la presencia de lactocina 705, debido a un reorientamiento conformacional 

de AL705 adsorbida. De esta manera la película mantendría sus propiedades anti-Listeria, 

mientras adquiere actividad frente a otras BL por la adsorción superficial de lactocina 705.  

Las bacteriocinas obtenidas a partir del crecimiento de L. curvatus CRL705 en MRS pueden 

utilizarse para ser adsorbidas en una superficie de PEBDL, ofreciendo un método simple para 

producir películas activas con propiedades anti-Listeria. 
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VI.1.Introducción 

Una de las funciones primarias del envase alimentario es la protección del alimento de los 

factores ambientales como el agua, vapor de agua, gases, aromas, microorganismos, polvo, golpes, 

vibraciones, fuerzas compresivas, etc. Para la mayoría de los productos alimenticios, la protección 

ofrecida por el envase constituye un elemento esencial del proceso de preservación. Por ejemplo, 

la leche envasada asépticamente en envases laminados, permanece en estado aséptico solo durante 

el tiempo que el envase le provee protección; la carne envasada al vacío no alcanzará su tiempo de 

vida útil deseado si el envase permite permeación del oxígeno. En general, una vez que se pierde la 

integridad del envase, el producto queda expuesto a las condiciones ambientales y no puede 

preservarse por más tiempo.  

El envase también puede ejercer influencia en la inocuidad del alimento desde el punto de 

vista microbiológico. En primer lugar, si el material de empaque no provee una barrera adecuada 

alrededor del alimento, los microorganismos pueden contaminarlo transformándolo en inseguro 

para el consumo humano. También puede existir contaminación microbiana si el material de 

empaque permite la transferencia de, por ejemplo, humedad u oxígeno desde la atmósfera al 

alimento. En esta situación, los microorganismos presentes en el alimento que no representan un 

riesgo debido a la ausencia de estos factores, pueden recuperar la capacidad de crecer y convertirse 

en un riesgo para el consumidor. En consecuencia, la vida útil de alimentos microbiológicamente 

perecederos depende en gran medida de propiedades del envase tales como la barrera a los gases y 

vapor de agua, la modificación de la atmósfera que rodea al alimento y la actividad del envase. 

Estas variables afectan la microbiota presente en el alimento, la velocidad de deterioro debido al 

crecimiento microbiano y el tiempo que tarda el alimento en ser microbiológicamente inaceptable 

(Lee, 2010). 

Cuando se activa un material polimérico para otorgarle propiedades antimicrobianas, 

pueden verse afectadas varias características físicas, así como su procesabilidad. Las propiedades 
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generales del material incluyen propiedades mecánicas como la tensión, elongación, resistencia al 

desgarro, rigidez, y propiedades físicas como la permeabilidad al oxígeno, vapor de agua y otros 

gases, hidrofobicidad, hinchamiento por absorción de agua, resistencia a las grasas, brillo, 

transparencia, capacidad anti-niebla y otras (Han, 2000). El grado de variación de estas 

propiedades luego de la activación dependerá del agente antimicrobiano utilizado, las 

características del material polimérico, así como el método de activación (inclusión del 

antimicrobiano en la matriz polimérica, casting sobre la superficie del polímero, adsorción, etc.) 

(Bastarrachea y col., 2011).  

Luego de la obtención de un material polimérico activo deben predecirse las temperaturas 

de producción y distribución del alimento para determinar su efecto en la actividad antimicrobiana 

residual (Kraśniewska y Małgorzata, 2012). En particular, se sabe que las películas de gluten 

tienden a envejecer debido a la agregación u oxidación proteica y, en consecuencia la ductilidad 

del material disminuye, mientras que la rigidez y tensión aumentan, incrementando la fragilidad de 

las películas (Morel y col., 2000; Micard y col.., 2000; Olabarrieta y col., 2006). En consecuencia, 

para el diseño de materiales activos a partir de una película de proteínas como el gluten, resulta de 

vital importancia determinar si los cambios producidos en la matriz polimérica debidos al 

envejecimiento, producen algún efecto en la efectividad antimicrobiana de la película.  

Otro factor a tener en cuenta es la influencia que pudieran ejercer los componentes del 

alimento en la actividad antimicrobiana del material diseñado. Así por ejemplo, se ha reportado 

que la composición y el pH del alimento influyen negativamente en la actividad antimicrobiana de 

películas de PEBDL activadas con hexametilen tetraamina (Devlieghere y col., 2000). La 

presencia de factores desnaturalizantes como proteasas o glutatión también producen una 

disminución en la actividad antimicrobiana de películas activadas con nisina (Millette y col., 

2007). Asimismo, la velocidad y cantidad de antimicrobiano liberado desde el material activo al 

alimento resulta de gran importancia. Se deben realizar estudios de migración para obtener 
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información sobre la velocidad y cantidad de sustancia activa liberada que se requiere para tener el 

efecto antimicrobiano deseado. La cinética de liberación debe ser diseñada para controlar la 

cinética de crecimiento de los microorganismos sensibles y mantener la concentración del agente 

activo encima de la concentración inhibitoria mínima (Han, 2000). Así por ejemplo, la rápida 

liberación de triclosán desde la película activa en contacto con una solución de etanol sugiere que 

esta película no sería apta para ser usada en alimentos grasos; mientras que por el contrario, la 

retención de nisina por uniones químicas en una matriz polimérica de hidroxipropil-metil celulosa 

entrecruzada, no permite que esta bacteriocina pueda ejercer sus propiedades antimicrobianas 

desde la matriz (Chung y col., 2003; Sebti y col., 2003).  

En el presente Capítulo se llevó a cabo la caracterización de las películas activas obtenidas 

en el Capítulo IV. En una primera etapa se determinaron las propiedades mecánicas, superficiales, 

permeabilidad al vapor de agua y migración de las películas activas. Las propiedades obtenidas se 

compararon con las de sus respectivos controles sin activar con el objetivo de evaluar la influencia 

de la activación en las propiedades iniciales de películas poliméricas. En una segunda etapa de 

caracterización se estudió la estabilidad antimicrobiana de las películas activas en función del 

tiempo y la influencia de simulantes de alimentos (agua y aceite de girasol) en la actividad 

antimicrobiana. Asimismo, se estudió la influencia del envejecimiento de la película de gluten en 

el desempeño de su actividad antimicrobiana. Se presentan por separado los resultados obtenidos 

para la película multicapa y la de gluten. 
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VI.2 Resultados y Discusión 

VI.2.a Película multicapa antimicrobiana 

VI.2.a.1 Migración total, propiedades mecánicas y permeabilidad al vapor de agua. 

Las propiedades mecánicas así como la permeabilidad al vapor de agua de la película 

multicapa activada por contacto con la solución acuosa e bacteriocinas concentrada (SABC) no 

presentaron diferencias significativas (P ≥ 0.05) respecto a la película control sin activar (Tabla 

19). La activación de películas de PE por inclusión de antimicrobianos en la matriz polimérica 

produjo variación en las propiedades de barrera cuando se le incorporó linalol o metilchavicol, así 

como en las propiedades mecánicas, barrera y de sellado cuando se incluyeron anhídrido benzoico 

o parabenos en el polímero (Suppakul y col., 2006; Dobias y col., 2000). En nuestro estudio, dado 

que la activación se llevó a cabo por adsorción de las bacteriocinas en la superficie, las 

propiedades de la película multicapa activada por contacto con la SABC no variaron luego de la 

activación. Resultados similares fueron documentados por Mauriello y col. (2004), quienes 

encontraron que la activación de una película de PE-OPA por contacto con una bacteriocina anti-

Listeria no alteraba las propiedades mecánicas iniciales de la película. Los valores de migración 

total hallados para ambas películas (Tabla 19) se encontraron por debajo de 1 mg/dm2, cumpliendo 

ambos con el límite de migración total, 8 mg/dm2, establecido en la Resolución Mercosur GMC 

56/92.  
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Tabla 19. Permeabilidad al vapor de agua, propiedades mecánicas y resultados de migración de la 

película T60XXB activada con SABC 0,1% y un control sin activar  

Muestra 
Tensión en el 
punto de 
rotura (MPa) 

Deformación% 
en el punto de 
rotura 

Permeabilidad 
al vapor de 
agua (mol/ Pa 
m s) 

Migración total 
(mg/dm2) 

Película 
activa 49±3a 377 ± 19b 2. 10-15 ± 1.10-15 0.9 

Control sin 
activar 48±3a 372 ± 13b 2. 10-15 ± 1.10-15 1.0 

a-c Valores seguidos por letras iguales en la misma columna no presentan diferencias significativas (P ≥0.05) 

 

VI.2.a.2 Determinación del ángulo de contacto y propiedades de sellado 

Cuando un líquido se coloca en una superficie, este puede esparcirse en la misma o formar 

una gota. Este comportamiento dependerá de las energías interfaciales relativas del líquido y la 

superficie sólida (Roach y col., 2005). Una forma conveniente para determinar este 

comportamiento es mediante la determinación del ángulo de contacto formado entre la interfase 

agua-sólido y agua-aire (Shirtcliffe y col., 2004), (Fig 23). Para superficies altamente hidrofílicas 

se obtienen ángulos de contacto cercanos a 0º (0-30º), mientras que las superficies hidrofóbicas 

presentan ángulos mayores a 90º. En este estudio, los ángulos de contacto encontrados antes 

(92±2º) y después (90±2º) de la activación de la película con lactocina 705 y AL705 no 

presentaron diferencias significativas entre ellos (P ≥ 0,05).  

 

Figura 23. Imagen de una gota en una superficie de PE mostrando el 

ángulo de contacto (ө) 
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Las determinaciones de la fuerza de sellado mostraron fallas de elongación del material con 

delaminación y rotura de la selladura así como roturas remotas del material. Debido a que las 

roturas remotas se debieron a una falla en el polímero, no se tuvieron en cuenta para calcular la 

fuerza de sellado del mismo (ASTM F88-09). No se observaron diferencias significativas (P ≥ 

0.05) en las fuerzas de sellado de la película activa (2477 ± 142 N m−1) y la película sin activar 

(2420 ± 221 N m−1).  

Varios factores deben considerarse en el diseño de películas activas para aplicaciones en 

envases (Han, 2000). Entre las más importantes se encuentran la naturaleza físico-química del 

polímero, las características antimicrobianas de las sustancias y el alimento, la interacción de los 

componentes activos con la matriz polimérica y la migración desde el material activo (Han, 2000, 

Bhatti y col., 2004, Pérez-Pérez y col., 2006). Los antimicrobianos adsorbidos o inmovilizados en 

la superficie de polímeros podrían alterar la capacidad de sellado, adhesión y propiedades de 

impresión del material (Appendini y Hotchkiss, 2002). El ángulo de contacto de una superficie 

sirve como una medida de la capacidad de mojado, que es a su vez indicativo de la capacidad de 

adhesión de la superficie de la película (Nagel, 1968). En este trabajo, la capacidad de mojado de 

la película, determinada mediante el ángulo de contacto, y la fuerza de sellado permanecieron 

constantes luego del tratamiento de activación. Estos resultados sugieren que la película activada 

con lactocina 705 y AL705 mantiene su patrón de hidrofobicidad (ángulos de contacto 90–96º) 

(Porto y col., 2004; Ataeefard y col., 2009). De forma similar, Mauriello y col. (2004) demostraron  

que la capacidad de sellado de una película de PE-OPA no se veía afectada luego de la activación 

con la bacteriocina anti-Listeria producida por L. curvatus 32Y. La conservación de las 

propiedades de sellado de un material polimérico aseguran la integridad del envase durante el 

almacenamiento y distribución del producto final.  

Como una observación general, las sustancias proteicas se adsorben en superficies 

hidrofóbicas en mayor extensión que en superficies hidrofílicas (Daeschel y col., 1992). Sin 
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embargo, Bower y col. (1995) y Daeschel y col. (1992) encontraron mayor adsorción de nisina en 

superficies hidrofílicas de sílice, es decir que se obtuvieron grandes actividades de nisina en 

superficie con bajos ángulos de contacto. Como resultado de este estudio, la superficie hidrofóbica 

de PEBDL de la película multicapa T60XXB (altos ángulos de contacto) presentó actividad de 

lactocina 705 y AL705 y, como se mostrará en la Sección VI.2.a.4, ésta no se vio afectada por el 

contacto con agua. Este resultado podría sugerir que las bacteriocinas se adsorberían a través de 

fuerzas de interacción de tipo hidrofóbica en la superficie de la película (capa de PEBDL).  

VI.2.a.3 Estabilidad antimicrobiana de la película activa 

Antes de su aplicación en productos alimenticios, es importante evaluar la vida útil de la 

película activa. La película activa mostró diferentes actividades inhibitorias cuando se almacenó a 

5, 10 y 30ºC durante 45 días (Fig. 24). La actividad antimicrobiana de ambas bacteriocinas en la 

película se vio influenciada por el tiempo y la temperatura de almacenamiento (P < 0.05, GLM 

ANOVA). Cuando se analizó la actividad de lactocina 705 en la película, se obtuvieron 

inhibiciones del 32, 66 y 100% luego de 7 días de almacenamiento a 30, 10 y 5ºC, respectivamente 

(Fig. 24a). Luego de 14 días no se detectó actividad antimicrobiana en la película almacenada a 30 

y 10ºC. Durante el mismo período, la película almacenada a 5ºC retuvo 100% de actividad, 

decreciendo luego hasta el 18% (día 32 de almacenamiento). Por otro lado, la actividad anti-

Listeria adsorbida en la película mostró efectividad inhibitoria durante períodos de tiempo más 

largos para las tres temperaturas evaluadas (Fig. 24b). A 30ºC, la inhibición en la película 

disminuyó hasta el 33% (día 14), mientras que a 10ºC, se observó una inhibición del 60% en el día 

32. La película almacenada a 5ºC retuvo una actividad inhibitoria del 69% al final del experimento 

(45 días).  
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Figura 24 Actividad antimicrobiana de (a) lactocina 705 y (b) lactocin AL705 en la 

película almacenada (45 días) a diferentes temperaturas 

Trabajos previos mostraron que las bacteriocinas producidas por BL retenían su actividad 

antimicrobiana cuando eran incorporadas a varios materiales y se almacenaban en diferentes 

condiciones (Bower y col., 1995, Ming y col., 1997, Siragusa y col., 1999). Cuando nisina fue 

inmovilizada en diferentes materiales poliméricos retuvo su actividad luego de 3 meses de 

almacenamiento a temperaturas de refrigeración (Scannell y col., 2000, Neetoo y col., 2007). La 

bacteriocina anti-Listeria producida por L. curvatus 32Y, adsorbida en películas de PE-OPA, fue 

capaz de mantener su actividad antimicrobiana durante 4 meses a temperatura ambiente (Mauriello 

y col., 2004). En este estudio, la estabilidad antimicrobiana de la película activa disminuyó al 

aumentar la temperatura. La combinación óptima de condiciones de tiempo y temperatura de 

almacenamiento para asegurar la actividad de lactocina 705 y AL705 fue de 2 semanas a 5ºC. En 

consecuencia, mientras que la solución activa (SABC 0.1%) puede almacenarse durante 2 años a -

20ºC sin perder su actividad (Sección IV.2.a.5), la película activa conteniendo lactocina 705 y 

AL705 debe prepararse unos días antes de su uso. La actividad anti-Listeria de la película se 

mantuvo durante 45 días a temperaturas de refrigeración; sin embargo, en las mismas condiciones 

la actividad de lactocina 705 resultó retenida durante 2 semanas. Estos resultados son 

prometedores para la aplicación de la película activada con lactocina 705 y AL705 en envases para 
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productos cárnicos listos para el consumo como salchichas tipo Bologna y tipo Vienna (Korkeala y 

Björkroth, 1997), susceptibles de contaminación post-procesamiento por BL y Listeria 

monocytogenes.   

VI.2.a.4 Actividad residual de lactocina 705 y lactocina AL705 en la película activa luego del 

contacto con simulantes de alimentos 

En la Tabla 20 se muestran los resultados de la actividad antimicrobiana residual en la 

película luego del contacto con agua y aceite de girasol, usados como simulantes de alimentos. En 

presencia de agua, la actividad de lactocina 705 en la película no presentó diferencias 

significativas (P ≥ 0.05) respecto al control positivo de bacteriocinas. Sin embargo, luego del 

contacto con aceite de girasol, se observó una disminución de la actividad inhibitoria de dicha 

bacteriocina. Contrariamente, lactocina AL705 se mantuvo activa en la superficie de la película 

luego del contacto directo con agua y aceite de girasol (Tabla 20). Luego de 10 días de contacto de 

la película activa con agua y aceite, no se detectó actividad residual en ambos medios.  

Tabla 20. Actividad antimicrobiana residual de la película activa luego del contacto 

directo con agua y aceite de girasol  

Áreas de inhibición relativa de 
 

lactocina 705 lactocina AL705 

Control positivo de bacteriocinas 0.7 a ± 0.4 1.8 a ± 0.4 

Luego del contacto 
con agua 0.6 a ± 0.2 1.5 a ± 0.5 Actividad 

antimicrobiana 
residual en la 
película 

Luego del contacto 
con aceite 0.1 b ± 0.1 1.1 b ± 0.7 

a-b Las letras diferentes en cada columna señalan medias significativamente diferentes (P < 0.05). 

 

El polvo liofilizado conteniendo las bacteriocinas (BC) retuvo su actividad antimicrobiana 

(67 y 533 UA/ml para lactocina 705 y lactocina AL705, respectivamente) resuspendido en agua 
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cuando se almacenó 10 días a 5 ºC. Debido a que el liofilizado activo no se pudo disolver en 

aceite, la evaluación de actividad mediante el método de difusión en agar no mostró correlación 

entre las áreas de inhibición y las diluciones seriadas (Datos no mostrados), en consecuencia la 

evaluación del título de las bacteriocinas en este medio no arrojó resultados confiables. 

La investigación en tecnología de alimentos revela que la composición química y 

tratamiento del producto alimenticio puede tener un importante rol en la actividad antimicrobiana 

de las bacteriocinas (Zapico y col., 1999, Jung y col., 1992, Aasen y col., 2003). En este trabajo, el 

agua y aceite de girasol, elegidos como medio hidrofílico e hidrofóbico, se seleccionaron con el 

objetivo de determinar si se producía la inactivación y/o liberación de las bacteriocinas desde la 

película activa. Los resultados mostraron que la naturaleza fisicoquímica del medio en contacto 

con la película puede afectar la actividad residual de lactocina 705 y AL705 adsorbidas. La 

disminución en la actividad residual de lactocina 705 en la película en presencia de aceite de 

girasol podría estar relacionada con el modo de acción de esta bacteriocina frente a las cepas 

sensibles. La actividad inhibitoria de lactocina 705 depende de la interacción de dos péptidos con 

la membrana del microorganismo sensible en dos niveles diferentes en la bi-capa lipídica 

(Castellano y col., 2007). En contacto con aceite, podría sugerirse una reducida capacidad del 

péptido Lac705β para interactuar con la membrana de L. plantarum CRL691, efecto que se traduce 

en una  inactivación de lactocina 705 en contacto con aceite de girasol en correlación al similar 

efecto descripto anteriormente en presencia de ácidos grasos contenidos como impurezas en los 

adosrbatos C-Sac7, BC y PAL705 (Seccion V.2.d.1). Si bien se reportaron resultados similares 

para la actividad anti-Listeria de nisina y sakacina P en presencia de alimentos de alto contenido 

graso (Bhatti y col., 2004, Zapico y col., 1999, Jung y col., 1992, Aasen y col., 2003), en este 

trabajo la capacidad anti-Listeria de la película se mantuvo aún luego del contacto con aceite de 

girasol (alto contenido de grasas insaturadas).  
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VI.2.b Película de gluten 

VI.2.b.1 Estudio de las propiedades de la película activa de gluten en función del tiempo de 

almacenamiento 

Propiedades mecánicas y permeabilidad al vapor de agua. 

Las propiedades funcionales de la película de gluten formulada con BC (0.1%) y almacenadas por 

50 días (23ºC, RH 50%) se determinaron periódicamente y compararon con la película de gluten 

sin bacteriocinas (control). El contenido de agua para la película activa y control fue del 10% 

durante todo el periodo de almacenamiento. En la Figura 25a y b se muestran la tensión y 

elongación a la rotura de las películas de gluten en función del tiempo de almacenamiento. Al 

principio del experimento, las propiedades mecánicas del control presentaron pequeñas diferencias 

respecto a las de la película activa (Fig. 25a y b) (tensión 2.0 ± 0.1 MPa y 2.7 ± 0.3 MPa; 

elongación a la rotura 251 ± 14% y 190 ± 13%, respectivamente para el control y la película 

activa). Los valores obtenidos en este trabajo para las propiedades mecánicas de las películas de 

gluten se encuentran en el rango de los reportados para estos materiales poliméricos (Olabarrieta y 

col., 2006; Irissin-Mangata y col., 2001). Luego de 5 días de envejecimiento, la tensión y la 

elongación de la película activa alcanzaron los valores de la película control (3.5 ± 0.3 MPa y 3.4 

± 0.4 MPa; 155 ± 21% y 163 ± 14%, respectivamente). Hasta el día 20 de almacenamiento, la 

tensión se incrementó mientras que la elongación disminuyó (3.8 ± 0.3 MPa y 3.8 ± 0.3 MPa; 137 

± 29% y 146 ± 18%, respectivamente para el control y película activa), (Fig. 25a y b). A partir del 

día 20 y hasta el día 50 de almacenamiento, las propiedades mecánicas no presentaron diferencias 

significativas (P≥0.05) con una tensión 3.3 ± 0.3 MPa y elongación 177 ± 29% para el control, y 

3.6 ± 0.2 MPa de tensión y elongación de 160 ± 22% para la película activa (Fig.25a y b). Los 

cambios en las propiedades mecánicas de películas de gluten como una función del tiempo fueron 

previamente estudiados y justificados por un aumento en la oxidación de los grupos tiol (S-H) de 

la proteína de gluten durante el período de envejecimiento, dando lugar a la formación de 
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polímeros proteicos de mayor peso molecular (entrecruzamiento) (Morel y col., 2000; Micard y 

col., 2000; Olabarrieta y col., 2006). La permeabilidad al vapor de agua de la película control (8 

10-12 ± 3 10-13) no presentó diferencias significativas (P≥0.05) respecto a la película activa de 

gluten (8 10-12 ±3 10-13), manteniéndose en el mismo orden de magnitud hasta los 50 días de 

almacenamiento (8 10-12 ± 6 10-13, 8 10-12 ±8 10-13, respectivamente para el control y activo). 

Asimismo, los valores de permeabilidad al vapor de agua encontrados en este estudio, son 

similares a los informados para películas de gluten obtenidas a pH ácido (Irissin-Mangata y col., 

2001). El desempeño de un material de empaque debe mantenerse luego de la adición de 

sustancias activas, aún cuando la activación genere una formulación más heterogénea (Han, 2000). 

A partir de la comparación de las propiedades de la película de gluten activa y la película control, 

se observó que la adición de las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 no afectaron 

significativamente las propiedades ni la cinética de envejecimiento de la película (Fig. 25). 

 

Figura 25. Propiedades mecánicas en función del tiempo para la película control (●) y activa (▼) 

Tanto las propiedades mecánicas como la permeabilidad al vapor de agua de la película 

obtenida a partir de este recurso renovable, resultaron notablemente inferiores a las obtenidas para 

la película multicapa de cara interna de PEBDL, este hecho indica que el uso de las películas de 

gluten obtenidas en este trabajo no resultaría apropiada para la obtención de envases alimentarios. 
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Estabilidad antimicrobiana de la película activa 

Para cumplir con el objetivo de preservar la calidad y seguridad de un alimento, los 

materiales antimicrobianos deben mantener sus propiedades activas durante la vida útil del 

alimento envasado. Se estudió la influencia del tiempo de almacenamiento (50 días a 23ºC) y el 

envejecimiento de la película de gluten en sus propiedades antimicrobianas. Se observó una leve 

disminución en la actividad anti-Listeria (lactocina AL705) de la película de gluten al final de 

período de almacenamiento, mientras la disminución de la actividad de lactocina 705 en la película 

fue más pronunciada (Fig. 26). En coincidencia con lo encontrado para la actividad de las 

bacteriocinas adsorbidas en la película multicapa T60XXB (Sección VI.2.a.3; Fig. 24a y b), se 

observó mayor estabilidad de lactocina AL705 en la película en función del tiempo. Sin embargo, 

la película activa de gluten presentó actividad remanente de lactocina 705 al final del experimento, 

mientras que la película T60XXB perdió su actividad al final del experimento (Fig 24a comparada 

con Fig 26). La mayor proporción de lactocina 705 y AL705 presentes en la película de gluten, 

comparada con la película T60XXB, como se discutió en el Capítulo IV (Sección.2.b.2), sería la 

responsable de la mayor estabilidad antimicrobiana encontrada en la película de gluten respecto a 

la película T60XXB.  

En un polímero activo, la matriz polimérica es la red interna con espacios libres en donde 

se ubican las moléculas del antimicrobiano. La distribución y compactamiento de las moléculas 

poliméricas, así como las interacciones entre los antimicrobianos y el polímero determinan el 

movimiento de estos aditivos a través de la red (Balasubramanian, 2012). Sebti y Coma (2002) 

encontraron que las interacciones electrostáticas entre la nisina (catiónica) y ácido esteárico 

(aniónicos) en la formulación de una película de HPMC disminuían la desorción de nisina desde la 

película produciendo una disminución en la actividad antimicrobiana. Sin embargo, cuando la 

película de HPMC se formulaba en condiciones ácidas, la nisina se liberaba desde la misma ya que 

se veían favorecidas las especies protonadas tanto de nisina como de ácido esteárico (Sebti y col., 
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2002). Asimismo, el entrecruzamiento de películas de HPMC disminuía la actividad 

antimicrobiana de nisina en la matriz polimérica (Sebti y col., 2003). En este estudio, aún cuando 

la película de gluten sufrió envejecimiento (entrecruzamiento) durante su almacenamiento (50 

días, 23ºC), la actividad antimicrobiana (Fig. 26) no se vio disminuida por cambios estructurales 

de la película (Fig. 25a y b). Asimismo, los resultados de actividad antimicrobiana de la película 

de gluten son similares a los obtenidos para las bacteriocinas adsorbidas en la película T60XXB, 

en cuyo caso la actividad de la película estaría relacionada con la estabilidad antimicrobiana de 

lactocina 705 y AL705 en función del tiempo.  

 

Figura 26. Actividad antimicrobiana de lactocina 705 (●)y AL705 (○) en función del tiempo. Las 

líneas entre puntos se utilizaron para ilustrar tendencias 

 

Actividad residual de lactocina 705 y lactocina AL705 en la película activa luego del contacto 

con agua y aceite de girasol 

Durante el tiempo de envejecimiento, se estudió la influencia de los medios hidrofóbico 

(aceite de girasol) e hidrofílico (agua) en la actividad antimicrobiana de la película de gluten, así 

como su actividad antimicrobiana residual luego del contacto con los medios (Fig. 27, Tabla 21). 

Se observó actividad residual de ambas bacteriocinas en la película de gluten aún después del 

contacto con agua (Fig. 27b y e); sin embargo luego del contacto con aceite solo se obtuvo 
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actividad antimicrobiana residual de lactocina AL705 (Fig. 27c y f). Estos resultados se obtuvieron 

durante todo el período de almacenamiento de la película a 23ºC. Ambas bacteriocinas se 

detectaron en el agua que estuvo en contacto con la película al inicio del experimento, mientras 

que solo lactocina AL705 estuvo presente en el agua en contacto con la película luego de 15 días 

de envejecimiento (Tabla 21). No se detectó actividad antimicrobiana en el medio acuoso luego 

del contacto con una película de 30 a 50 días. Para ningún tiempo de envejecimiento se obtuvo 

actividad antimicrobiana en el aceite que estuvo en contacto con las películas (Tabla 21). La 

liberación de agentes antimicrobianos desde polímeros se encuentra influenciada por diversos 

factores: (i) tamaño del compuesto activo, (ii) compatibilidad del antimicrobiano con el polímero, 

(iii) características de la matriz polimérica, (iv) método de procesamiento, (v) composición del 

alimento y (vi) condiciones de almacenamiento. El entrecruzamiento de polímeros constituye una 

manera de manipular la red polimérica y variar el modo de liberación. Asimismo, el uso de agentes 

plastificantes en la obtención de estas películas poliméricas aumenta el espacio por formación de 

geles que son más abiertos formando redes elásticas que facilitan la liberación del antimicrobiano 

(Balasubramanian, 2012). En este estudio, la disminución en la liberación de bacteriocinas hacia el 

simulante acuoso durante el envejecimiento de la película podría estar relacionada con la 

reticulación de la matriz polimérica como se describió anteriormente en este Capítulo. Si bien este 

fenómeno entorpecería la liberación de la bacteriocina hacia el simulante a partir de los 15 días de 

envejecimiento de la película, la misma mantuvo su actividad antimicrobiana cuando se contactó 

con los microorganismos sensibles en agar semisólido (Fig. 26). Por otro lado, la falta de actividad 

de las bacteriocinas en el aceite de girasol luego del contacto con la película activa, coincide con la 

menor solubilidad de estas bacteriocinas en dicho medio como se informó en la Sección VI.2.a.4, 

mientras que la ausencia de actividad de lactocina 705 en la película de gluten luego del contacto 

con aceite es coincidente con lo observado en la película multicapa activa (Sección VI.2.a.4; Tabla 

20).  
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Como resultado de este estudio, podría inferirse que los cambios en las propiedades de la 

matriz polimérica de gluten luego del envejecimiento resultarían beneficiosos, ya que se 

favorecería la retención del antimicrobiano en la película sin perder la actividad antimicrobiana; 

una película de estas características permitiría que el agente activo actúe a nivel superficial sin 

migrar al interior del alimento. Algunos materiales biopoliméricos (películas de papel, celulosa 

regenerada o celofán) son utilizados en envases para alimentos aún cuando se conocen sus pobres 

propiedades de barrera, en particular en condiciones de alta humedad, ya que este inconveniente se 

soluciona cubriendo los mismos con polímeros sintéticos (Robertson, 2008). 

 

 

Figura 27. Actividad de lactocina 705 y AL705 en la película de gluten activa (b) y (e), respectivamente 

y control sin bacteriocinas (a) y (d) respectivamente, luego del contacto con agua; y aceite de girasol (c) 

y (f) respectivamente. (C+ corresponde a una gota de SABC) 

Si bien las propiedades mecánicas y de barrera obtenidas en este trabajo para la película de 

gluten no resultarían apropiadas para el diseño de un envase, estas películas demostraron ser 

efectivas como soporte para lactocina 705 y AL705, por lo que podría sugerirse su incorporación 

en forma de una almohadilla colocada dentro del envase usado para el alimento. 
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Tabla 21. Actividad antimicrobiana residual en el agua y aceite que estuvieron en contacto con la 

película activa con diferentes días de envejecimiento.  

Actividad en el medio (UA/ml) luego del contacto con la película Tiempo (días) de 
envejecimiento a 23 

ºC  Agua Aceite 

0 19* 122** ND* ND** 
15 ND 32 ND ND 
30 ND ND ND ND 
44 ND ND ND ND 
50 ND ND ND ND 

          ND: no detectada; * actividad de lactocina 705; ** actividad de lactocina AL705  

VI.3 Conclusiones 

Los resultados obtenidos señalan la importancia de conocer la estabilidad de las películas 

activas que deberán ser tenidos en cuenta en el almacenamiento de las películas activadas con 

lactocina 705 y AL705. La película multicapa demostró mayor estabilidad conservando su 

capacidad inhibitoria cuando se almacenó a bajas temperaturas, resultando las propiedades 

mecánicas y de barrera inalteradas luego de la activación. Por el contrario, la película activa de 

gluten podría almacenarse a mayor temperatura soportando tiempos de almacenamiento más 

prolongados sin perder su actividad. Además, los cambios ocurridos en la matriz polimérica de 

gluten (entrecruzamientos) durante el envejecimiento provocan la retención de los antimicrobianos 

durante 15 días, resultando este efecto beneficioso ya que la acción inhibitoria se produciría desde 

la superficie de la película sin migración al alimento. No obstante, sus pobres propiedades 

mecánicas y de permeabilidad al vapor de agua sugieren que la película de gluten sea utilizada 

como un soporte de bacteriocinas (almohadilla) para ser incorporado en un envase formado por las 

películas multicapa T60XXB y T23XXB. 
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VII.1 Introducción 

A pesar de los recientes progresos en la biotecnología de los alimentos, la industria de 

alimentos y en particular la industria de la carne sigue siendo objeto de escrutinio por parte de los 

consumidores y los medios debido a los numerosos episodios sanitarios ocasionados impactaron 

fuertemente en la confianza de los consumidores (Bremer y col., 2005; CDC, 2002, 2007). Las 

condiciones de la vida moderna, algunas de ellas relacionadas o consecuencia de la globalización, 

propician que los factores responsables de la emergencia de enfermedades transmitidas por 

alimentos (ETAs) estén más presentes que nunca. Sin duda, el mayor desafío para la seguridad 

alimentaria lo constituyen los denominados patógenos emergentes, entre los cuales se incluye a L. 

monocytogenes (Vignolo y col., 2008; 2012). La estructura industrial en la globalización se 

encuentra en continuo cambio y evolución debido a la necesidad de adaptación a los 

requerimientos de los consumidores por parte de proveedores de materia prima, productores y 

distribuidores de alimentos. Durante la cadena de distribución, los alimentos necesitan estar 

protegidos del deterioro físico, químico y microbiológico. El deterioro microbiológico de 

alimentos representa un problema muy significativo debido a su impacto sobre las ETAs. La vida 

útil del alimento es controlada por tres factores, (i) características del producto incluyendo su 

formulación y parámetros de procesamiento (factores intrínsecos), (ii) propiedades del envase y 

(iii) factores ambientales a los cuales se expone el alimento durante su distribución (factores 

extrínsecos). 

Los factores intrínsecos incluyen el pH, presencia de gases, actividad de agua, enzimas, 

microorganismos y concentración de componentes reactivos (por ejemplo, antimicrobianos), 

pudiendo estos factores controlarse mediante la selección de la materia prima y los ingredientes así 

como la elección de los parámetros de procesamiento. Por otro lado, los factores extrínsecos que 

incluyen la temperatura, humedad relativa, presión parcial y total de gases, así como esfuerzos 
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mecánicos que incluyen la manipulación por parte del consumidor, podrían afectar la tasa de 

reacciones de deterioro que ocurren durante la vida útil del producto.  

Si bien las propiedades del envase poseen un efecto significativo en muchos de los factores 

extrínsecos y como consecuencia indirecta, sobre las reacciones de deterioro (Robertson, 2006b), 

los factores intrínsecos pueden modificarse por la interacción del envase con el alimento y el 

ambiente exterior (Fig. 28). Aunque el espacio de cabeza en el envase (Sección I.10; Fig. 2) puede 

funcionar como un amortiguador entre el alimento y el material de envase, por efecto de estas 

interacciones el contenido de humedad (aw), O2 y CO2 disueltos así como la concentración del 

antimicrobiano, pueden cambiar afectando la microbiota presente y la tasa de crecimiento de los 

microorganismos en el alimento (Lee, 2010). El crecimiento de organismos patógenos y de 

deterioro en los alimentos será despreciable o nulo dependiendo de la relación entre los factores 

intrínsecos y la temperatura. Asimismo, los factores intrínsecos del alimento y la temperatura 

determinarán la tasa de crecimiento de microorganismos capaces de deteriorar el producto (Fig. 

28). Dependiendo del producto, proceso y condiciones de almacenamiento, la vida útil 

microbiológica de un alimento puede determinarse por el crecimiento de microorganismos de 

deterioro y/o patógenos. El método tradicional para la determinación de vida útil involucra el 

almacenamiento del producto a diferentes temperaturas determinando su deterioro por recuento 

microbiano y evaluación sensorial para el caso de los organismos de deterioro, mientras que la 

inoculación del alimento, almacenamiento a diferentes temperaturas y recuento es la estrategia 

usada en el caso de los patógenos (Robertson y col., 2006c). 

El tejido muscular de animales sanos se encuentra libre de bacterias y virus patógenos, 

llegando estos microorganismos a la superficie de la carne durante el procesamiento y 

manipulación de las carcasas. Los patógenos asociados a animales pueden transferirse a la carne a 

partir del cuero, plumas/pelos y el tracto gastro-intestinal de los animales durante la faena, 

mientras que los de origen humano son transferidos por el personal durante la manipulación de 
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materias primas y/o productos. Tanto los patógenos asociados a humanos o animales pueden 

contaminar equipos, herramientas y superficies de procesamiento, los cuales inadecuadamente 

sanitizados pueden transformarse en vehículos de estos microorganismos (Gill y Gill, 2010).  

 

 

Figura 28. Interacciones alimento-envase-ambiente que afectan las características microbiológicas durante 

la vida útil de alimentos envasados 

 

La mayoría de los productos perecederos son vulnerables al deterioro inclusive bajo 

condiciones de refrigeración. Para estos productos, su vida útil termina cuando se vuelven 

inaceptables debido al crecimiento de microorganismos indeseados (Lee, 2010). El punto de 

partida en el estudio de vida útil de un alimento es la selección de índices de calidad apropiados. 

Se identifica a menudo una fracción de la microflora total llamada organismos de deterioro 
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específicos (ODE), describiéndose a las BL presentes en productos cárnicos cocidos dentro de este 

grupo (Mataragas y col., 2006). Luego de determinar los ODE y el rango de condiciones en las 

cuales un ODE particular es responsable del deterioro, el siguiente paso en la determinación de la 

vida útil es determinar el número de ODE que producen el deterioro del alimento y en 

consecuencia la falta de aceptabilidad del mismo (Dalgaard, 1995; Koutsoumanis y Nychas, 2000). 

Este paso implica el conocimiento del crecimiento microbiano en función del tiempo (Fig. 29). La 

curva de crecimiento microbiano es un concepto bien establecido que explica la dinámica del 

desarrollo de los microorganismos en alimentos o medios de cultivo mediante la segmentación en 

las fases de latencia (lag), exponencial y estacionaria (Baranyi y Roberts, 1994). Las condiciones 

de almacenamiento y envasado favorables para el deterioro microbiano resultan en tiempos lag 

cortos y tasas de crecimiento rápidas durante la fase exponencial. La densidad celular alcanzada en 

la fase estacionaria de crecimiento puede aumentar con condiciones de crecimiento favorables 

como aumento de la temperatura, aunque a veces no cambia con las condiciones de 

almacenamiento (Lee, 2010).  

 

Figura 29. Curva de crecimiento típica de una población bacteriana (extraída de Lee, 2010) 
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El límite aceptable de crecimiento microbiano que determina la vida útil difiere para los 

diferentes tipos de alimentos, condiciones de almacenamiento y vida útil definidas. El recuento de 

105–108 organismos por g o cm2 se utiliza comúnmente como límite máximo conveniente de 

calidad y es alcanzado generalmente durante la fase exponencial (Fig. 29). El inicio del 

crecimiento microbiano es usualmente indicativo de cambios en las condiciones higiénicas y 

sensoriales del alimento pudiendo tomarse como estimación del tiempo de vida útil. El tiempo que 

dura la fase lag y la tasa de crecimiento máxima específica son dependientes de las condiciones 

ambientales y afectan directamente el tiempo necesario para alcanzar un valor crítico de densidad 

microbiana correspondiente a una calidad aceptable. En consecuencia, cuando se evalúa el efecto 

de las condiciones de envase en la vida útil, estos dos parámetros son los más empleados para fines 

comparativos (Lee, 2010). El control de los factores intrínsecos combinados es utilizado para 

preservar la seguridad higiénica de alimentos y asegurar su calidad organoléptica, obteniendo una 

adecuada vida útil del alimento mediante la incorporación de bajos niveles de aditivos y la 

aplicación de procesos suaves de deshidratación y calentamiento (Leistner y Gould, 2002).  

Considerando que un envase activo antimicrobiano es aquel capaz de inhibir el deterioro y 

reducir la presencia de agentes contaminantes y patógenos en los alimentos, en este Capítulo se 

describe la aplicación de los materiales conteniendo las bacteriocinas producidas por L. curvatus 

CRL705, en el envase de salchichas tipo Viena contaminadas artificialmente con L. plantarum 

CRL691 y L. innocua 7, con el objeto de determinar su eficiencia antimicrobiana.  

VII.2 Resultados y Discusión 

VII.2.a Influencia de la luz UV en la actividad de la película multicapa  

La manipulación de las películas para su activación no se realiza en esterilidad total, sin 

embargo la superficie activa de las películas debe permanecer estéril para no producir 

interferencias cuando éstas se ensayen frente a las cepas indicadoras. A los efectos de este trabajo 
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de Tesis, luego de la obtención de películas multicapa activas en pequeña escala, se realizaron 

lavados con agua estéril a fin de eliminar las contaminaciones superficiales de la película (Sección 

II.8.a.1). En cambio, para experimentos a escala piloto y con fines prácticos, la película se expuso 

a la luz UV como tratamiento de esterilización post-activación. Para determinar si la exposición a 

la luz UV (10 min) influía en la actividad de las películas T60XXB y T73XXB, se compararon las 

áreas de inhibición de las películas activas luego de la esterilización UV, con aquellas de las 

películas producidas por contacto. Se observó que el tratamiento post-activación con UV no 

ejercía influencia alguna (P ≥ 0.05) en la actividad antimicrobiana de las películas (Tabla 22). 

 

Tabla 22. Influencia de los tratamientos post-activación en la actividad antimicrobiana de las 

películas multicapa. 

Área de inhibición relativa 

Película Tratamiento luego de la activación 
lactocina 705 

lactocina 
AL705 

T60XXB Lavado con agua y secado (10 min 50 º C) 0,9±0,3 1,9 ± 0,2 

T60XXB 0,8±0,2 1,7±0,3 

T73XXB 
Exposición a la luz UV (10 min) 

0,7±0,4 1,7±0,4 

 
 

VII.2.b Análisis microbiológico y visual, determinación del pH de paquetes de salchichas 

inoculados con Lactobacillus plantarum CRL 691 y Listeria innocua 7  

Las salchichas inoculadas por separado con L. plantarum CRL691 y L. innocua 7, se 

colocaron en envases formados por las películas multicapa (T60XXB y T73XXB) activadas 

(conteniendo las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705), las mismas películas sin 

activar y envases multicapa sin activar conteniendo una almohadilla de gluten activado y una 

almohadilla sin activar. También se incluyeron controles de salchichas sin inocular envasadas con 

las películas sin activar. Los paquetes sin bacteriocinas mostraron el crecimiento típico de ambos 



 

138 
 

organismos inoculados (Fig. 30 y 31, respectivamente para los paquetes multicapa y los que 

contenían la almohadilla de gluten), alcanzando los mismos un máximo de alrededor de 107 UFC/g 

a los 45 días de almacenamiento a 5ºC. El recuento de mesófilos totales en salchichas no 

inoculadas alcanzó un valor de 1 x 102 UFC/g para el paquete multicapa y 4 x 102 UFC/g para el 

paquete conteniendo la almohadilla de gluten sin bacteriocinas (día 45 de almacenamiento) (dato 

no mostrado). En paquetes activados (tanto el multicapa como el que contenía la almohadilla de 

gluten) se observó un efecto bacteriostático sobre L. innocua 7 durante las primeras 4 semanas de 

almacenamiento a 5ºC, presentando luego una leve disminución en el recuento (P < 0.05, Figura 

31 y 32). La tasa de crecimiento máxima específica fue de -0.0003 y -0.0002 h-1, para los paquetes 

multicapa activo y el que contenía la almohadilla de gluten activa, respectivamente. A los 45 días 

de almacenamiento a 5ºC, L. innocua 7 evaluada en los paquetes activos se mantuvo 2.5 unidades 

logarítmicas por debajo de los respectivos controles sin bacteriocinas (Fig. 30 y 31).  

 

Figura 30. Crecimiento de L. plantarum CRL691(a) y L. innocua 7 (b) en función del tiempo (45 días a 5 

ºC) en paquetes activos (▼) y controles (●) formados por las películas multicapa 

 

La contaminación post-cocción representa un motivo de preocupación en la seguridad 

alimentaria de productos cárnicos cocidos. Este tipo de contaminación ocurre típicamente en la 

superficie del alimento por exposición al aire, contacto con el equipamiento y trabajadores 

(Korkeala y Björkroth, 1997). Los resultados de este estudio están de acuerdo con la inhibición de 

Listeria reportada usando otros materiales de empaque (PE, PE/PA, LDPE, e insertos de matrices 

celulósicas), conteniendo bacteriocinas (lacticina 3147, nisina, enterocina 416K1, bacteriocina 
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producida por L. curvatus 32Y) inmovilizadas (Scannell y col., 2000, Mauriello y col., 2004; 

Iseppi y col., 2008). La tendencia en el crecimiento de Listeria en los paquetes activos inoculados 

depende de dos fenómenos opuestos: (i) la tasa de crecimiento de la bacteria, relacionada 

principalmente con el tipo de alimento considerado y la temperatura de almacenamiento, y (ii) la 

tasa de muerte debida a la actividad antimicrobiana de la bacteriocina y su velocidad de difusión 

desde el material polimérico (Iseppi y col., 2008). Es esencial que los agentes preservantes tengan 

baja difusividad a través del film y se mantengan en la superficie del alimento ya que su difusión 

en la matriz del alimento resultaría en una reducción de la concentración del preservante en la 

superficie (Scannell y col., 2000). Resultados reportados por Iseppi y col. (2008) dan cuenta de la 

disminución en la actividad antimicrobiana frente a Listeria en función del tiempo para una 

película de PEBD recubierta con enterocina 416K1 usada como envase de salchichas; siendo la 

pérdida de actividad adjudicada a la mayor velocidad de difusión de la bacteriocina desde la capa 

del recubrimiento en contacto con el alimento, mientras que la velocidad disminuía en capas más 

profundas. En este estudio, la inhibición de L. innocua 7 observada en paquetes activos respecto a 

los controles durante 45 días de almacenamiento, indicaría una liberación del antimicrobiano a 

mayor velocidad que la del crecimiento de L. innocua 7, alcanzándose en la superficie del alimento 

una concentración de lactocina AL705 constante, que a su vez sería mayor o igual a la MIC 

durante todo el experimento. 

La vida útil (o vida de estante) de un alimento representa el período de tiempo durante el 

cual las características de calidad específicas del mismo se mantienen inalteradas, en la estantería 

del distribuidor y el consumidor, antes de resultar inaceptable (Robertson, 2006d). El recuento de 

BL se ha usado como criterio para la determinación de vida útil de productos cárnicos cocidos, 

carnes y vegetales envasados al vacío y atmósferas modificadas (Lee, 2010). En este trabajo, la 

presencia de lactocina 705 provocó un ligero retardo en el crecimiento (0.5 unidades logarítmicas) 

de L. plantarum CRL691 inoculado en paquetes multicapa durante las dos primeras semanas de 
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almacenamiento, alcanzando los paquetes activo y control, el mismo recuento (7,5 log UFC/g) a 

los 19 días de almacenamiento a 5ºC (Fig. 30). Asimismo, se obtuvo una leve disminución en la 

tasa de crecimiento máxima específica para L. plantarum CRL691 en el envase activo (μmax= 

0.008 y μmax= 0.007 h-1 respectivamente, para el control y activo, Fig 30). 

Por otro lado, en aquellos paquetes conteniendo la almohadilla activa de gluten, el efecto 

inhibitorio de lactocina 705 fue ligeramente mayor al encontrado para el paquete multicapa. Se 

observó un leve retardo de la fase lag de L. plantarum CRL691 respecto al control (85 h y 193 h 

respectivamente para el control y activo, Fig. 31), con la consiguiente reducción (0.5 unidades en 

el día 19) en el crecimiento respecto al control, alcanzando luego ambos paquetes (activo y 

control) el mismo crecimiento a los 35 días de almacenamiento a 5 ºC. La tasa de crecimiento 

obtenida en los paquetes conteniendo la almohadilla de gluten (μmax= 0.02 y μmax= 0.01 h-1, 

respectivamente para el activo y control, Fig. 31) resultó mayor que la obtenida en los paquetes 

multicapa. Este resultado sugiere la utilización de componentes de la película de gluten como 

fuente de nutrientes por parte de L. plantarum CRL691.  

 

Figura 31. Crecimiento de L. plantarum CRL691 (a) y L. innocua 7 (b) en función del tiempo (45 días a 

5ºC) en paquetes activos (▼) y controles (●) formados por las películas multicapa conteniendo películas de 

gluten 

Si bien en medios de cultivos, tanto lactocina 705 como AL705 demostraron un modo de 

acción bactericida sobre L. plantarum CRL691 y Listeria (Vignolo y col., 1996a, 2000; Castellano 

y col., 2004), el efecto bacteriostático observado en carne o productos cárnicos (Vignolo y col., 
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1996b; Castellano y Vignolo, 2006) es debido a la presencia de diferentes factores presentes en la 

carne (enzimas endógenas y grasa, entre otros) que producirían la degradación de las bacteriocinas 

(péptidos) así como la unión de la misma a partículas de grasa, con la consiguiente disminución de 

su actividad antimicrobiana (Castellano y col. 2008). En el presente estudio, la actividad 

antimicrobiana de lactocina 705 adsorbida en la película de gluten mostró ser afectada por la 

presencia de un medio hidrofóbico (aceite de girasol, Sección VI.2.a.4 y VI.2.b.1) por lo cual 

podría inferirse que la grasa presente en las salchichas (20-30% de la emulsión cárnica) afectaría 

negativamente la actividad de lactocina 705, disminuyendo su capacidad de inhibición. Este hecho 

refleja el elevado impacto de la matriz del alimento en la efectividad de tecnologías post-proceso, 

resaltando la importancia de validar la actividad antimicrobiana en cada aplicación particular 

(Gálvez col., 2007; Marcos y col., 2013).  

La determinación del pH de las salchichas en los paquetes inoculados con L. plantarum 

CRL691, mostró una disminución desde 6.3 hasta 5.9 (día 19), manteniéndose luego su valor en 

las proximidades de 5.8 a partir de los 30 días hasta el final del experimento (Fig. 32a y b). En el 

caso de los paquetes inoculados con L. innocua 7 y aquellos sin inocular, el valor del pH fue de 6.3 

durante todo el experimento.  

 

Figura 32. Variación del pH en función del tiempo (45 días a 5 º C) en paquetes de salchichas inoculadas 

con L. plantarum CRL691  activo (▼) y control (●) formados por las películas multicapa (a), y paquetes 

conteniendo una almohadilla de gluten (b) 
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El descenso en el valor de pH en los paquetes inoculados con L. plantarum CRL691 está en 

coincidencia con la elevada capacidad acidogénica de esta especie determinada en trabajos previos 

(Fadda y col., 2010). Por otra parte, la inspección visual de los paquetes de salchichas envasadas 

con ambas películas activadas evidenció la presencia de burbujas en el exudado a partir del día 19 

de almacenamiento a 5ºC, tanto en los paquetes inoculados (activo y sin bacteriocinas) como en 

los paquetes sin inocular (Fig. 33). A pesar del carácter heterofermentativo facultativo de L. 

plantarum CRL691, no podría asegurarse que la producción de CO2 sea una consecuencia del 

metabolismo de este microorganismo.  

 

Figura 33. Presencia de burbujas en los paquetes de salchichas luego de 19 días de almacenamiento a 5°C 

La producción de gas en productos cárnicos como las salchichas puede deberse los 

subproductos generados en el metabolismo hererofermentativo de otras BL contaminantes como 

Lactobacillus y Leuconostocs presentes en la emulsión cárnica (Korkeala y Björkroth, 1997; 

Mataragas y col., 2006). Estos géneros de BL son también  capaces de crecer en el medio MRS, 

utilizado para la cuantificación de L. plantarum CRL691 en este estudio. La probabilidad de 
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contaminación con microorganismos productores de gas durante la manipulación para el 

termosellado al vacío de los paquetes conteniendo salchichas (procedimiento realizado en 

condiciones no estériles), podría explicar la aparición de las burbujas en este estudio (Fig. 33). 

VII.2.c Determinación de la actividad residual de las bacteriocinas 

Luego de estar en contacto con las salchichas durante todo el experimento, tanto las 

películas multicapa activas (T60XXB y T73XXB) como el exudado de las salchichas dentro del 

paquete no exhibieron actividad residual para ninguna de las bacteriocinas (Fig. 34a y b).  

 

Figura 34. Actividad residual de (a) lactocina 705 y (b) AL705 en las películas activas T60XXB y 

T73XXB en contacto (1) y sin contacto con las salchichas (2). Los pocillos en las placas de Petri 

corresponden al análisis de actividad en el exudado de salchichas 

Por su lado, las almohadillas de gluten activas y el exudado de las salchichas, si bien no 

exhibieron actividad residual para lactocina 705 (Fig. 35a), mostraron actividad antimicrobiana 
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residual para lactocina AL705 (bacteriocina anti-Listeria) durante 15 días de almacenamiento a 

5ºC (Fig. 35b).  

 

Figura 35. Actividad residual de (a) lactocina 705 y (b) AL705 en la película activa (A) y el control sin 

bacteriocinas (C) luego del contacto con las salchichas (15 días a 5ºC). Los pocillos en las placas de Petri 

corresponden al análisis de actividad en el exudado de salchichas 

La actividad residual de lactocina AL705 en la película de gluten (y ausente en la película 

multicapa) luego del contacto con las salchichas, denotaría la presencia de esta bacteriocina en 

mayor concentración en la película de gluten que en las películas multicapa. Este hecho estaría de 

acuerdo con lo discutido anteriormente (Capítulos IV y VI). Por otra parte, la ausencia de actividad 

residual de lactocina 705 en todas las películas luego del contacto con las salchichas, podría 

explicarse por la interferencia del contenido graso de las mismas con la actividad antimicrobiana 

en ambas películas (multicapa y gluten) ensayadas. 



 

145 
 

VII. 3 Conclusiones 

Las dos películas activas desarrolladas en este estudio, tanto las obtenidas a partir de 

polímeros multicapa comerciales, como a partir de un polímero proteico (gluten de trigo) 

mostraron elevada eficiencia anti-Listeria en el modelo alimentario ensayado (salchichas tipo 

Viena). La inhibición de L. plantarum CRL691 (usado como contaminante de deterioro) se vio 

dificultada por la inactivación de lactocina 705 en presencia del alto porcentaje de grasa en la 

composición del alimento. Estos resultados demuestran la importancia del diseño del envase activo 

para cada alimento en particular. 
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CCOONNCCLLUUSSIIOONNEESS  FFIINNAALLEESS  

 Las bacteriocinas producidas por L. curvatus CRL705 (lactocina 705 y lactocina AL705) 

retienen su actividad antimicrobiana cuando se encuentran adsorbidas en la superficie de películas 

multicapa (cara interna de PEBDL) y cuando son incluidas en una matriz polimérica de gluten.  

 Se establecieron las condiciones para la obtención de la película multicapa (T60XXB) 

conteniendo lactocina 705 y lactocina AL705. La película se activó por contacto (1 hora a 30°C) 

con la solución de bacteriocinas obtenida a partir de L. curvatus CRL705 (SABC 0,1%, AIM: 267 

UA/ml para lactocina 705 y 2133 UA/ml para AL705). La película multicapa conteniendo las 

bacteriocinas presentó mayor actividad anti-Listeria que la misma película tratada con nisina (a 

valores iniciales equivalentes de UA/ml).  

 Se observó retención de la actividad antimicrobiana en la película T60XXB aún luego del 

contacto con agua (10 días a 5°C), sugiriendo que las bacteriocinas estarían adsorbidas en la 

superficie de la cara interna de PEBDL mediante interacciones de tipo hidrofóbicas.  

 El contacto con un medio hidrofóbico (aceite de girasol) no alteró la actividad de lactocina 

AL705 en la película, mientras que lactocina 705 resultó inactivada. El modo de acción de 

lactocina 705 frente al microoganismo indicador sería responsable de este efecto, por la reducida 

capacidad del péptido Lac705β (componente de la bacteriocina) para interactuar con la membrana 

de L. plantarum CRL691 en contacto con el simulante graso. 

 La película multicapa activada con lactocina 705 y AL705 mantuvo su aptitud (propiedades 

mecánicas, permeabilidad al vapor de agua y propiedades de sellado) para su uso como material de 

envases. La película activa mostró estabilidad en sus propiedades anti-Listeria cuando fue 

almacenada a 5 ºC.  

 La adsorción de las bacteriocinas en la superficie de PEBDL de la película multicapa 

(T60XXB) mostró concentraciones de saturación para lactocina 705 y AL705 de 1600 UA/ml y 
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300 UA/ml, respectivamente. La AIM obtenida para la solución de activación SABC 0.1% (267 

UA/ml para 705 y 2133 UA/ml para AL705) indica que dicha concertación se encontraría por 

debajo del punto de saturación de lactocina 705 en la película y por encima para lactocina AL705. 

La presencia de impurezas (metabolitos de la cepa productora y del medio de cultivo) afectaron la 

adsorción de lactocina 705 en la película multicapa, no detectándose este efecto en la adsorción de 

lactocina AL705. 

 Se obtuvo una película activa de gluten por inclusión de SABC 0.1% en la formulación.  

 Debido a la gran estabilidad antimicrobiana presentada por la película de gluten y sus 

deficientes propiedades mecánicas y de permeabilidad, se propuso su uso como soporte de 

bacteriocinas en forma de almohadilla para su inclusión en un envase conformado por las películas 

multicapa sintéticas (T60XXB y T73XXB). 

 Se observó actividad anti-Listeria en salchichas inoculadas con L. innocua 7 cuando éstas 

fueron colocadas en los envases activos obtenidos, mientras que la inhibición de L. plantarum 

CRL691 (como organismo deteriorante) se vio dificultada por la inactivación de lactocina 705 en 

presencia de elevado contenido de grasa en la composición del alimento (20-30%).  

 Si bien nisina es la única bacteriocina aprobada como aditivo alimentario hasta el momento, la 

investigación de otros antimicrobianos como biopreservantes y su potencial aprobación 

constituyen un gran aporte para la seguridad alimentaria.  

 Teniendo en cuenta que la preservación mediante agentes biológicos no sustituye las buenas 

prácticas de manufactura, las excelentes propiedades de retención de las bacteriocinas en las 

matrices ensayadas en esta Tesis muestran el gran potencial de aplicación de estos polímeros 

activos. En particular, el desarrollo de películas a partir de residuos agroindustriales constituye un 

gran avance hacia la disminución de residuos no biodegradables. 
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PPRROOYYEECCCCIIOONNEESS  

Se propone evaluar: 
 

 La eficiencia antimicrobiana de las películas obtenidas en alimentos de menor contenido 

graso. 

 El efecto de la combinación de lactocina AL705 y nisina y su efectividad antimicrobiana 

en salchichas 

 Estudios complementarios por dicroísmo circular de la adsorción de lactocina 705 y AL705 

en la película multicapa para evaluar cambios conformacionales sugeridos en este estudio de Tesis 

Doctoral. 
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