UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA
Maestria en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos

a2

4 N3 oond3

“Desarrollo y caracterizacion de nanofibras electroestiradas de
proteina de amaranto y pululano cargadas con dos bacteriocinas:
nisina A y pediocina PA-1"

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

Maestra en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

PRESENTA
Q. en A. KAREN MAGALY SOTO MARTINEZ

DIRIGIDA POR

Dra. Sandra O. Mendoza Diaz

SANTIAGO DE QUERETARO, QUERETARO, 2014



Universidad Auténoma de Querétaro

Facultad de Quimica

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Desarrollo y caracterizacién de nanofibras electroestiradas de proteina de amaranto y

pululano cargadas con dos bacteriocinas: nisina A y pediocina PA-1”

Tesis

.

Que como parte de los requisitos para obtener el Grado de
’ Maestro en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Presenta:

Q. en A. Karen Magaly Soto Martinez

Dra. Sandra Olimpia Mendoza Diaz

Dra. Sandra Olimpia Mendoza Diaz
Presidente

Dra. Montserrat Hernandez Tturriaga
Secretario

Dr. Gabriel Luna Bércenas
Vocal

Dirigido por:

Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia

Suplente

Dr. Carlos Alberte Gomez Aldapa
Suplente

ia Facultad V

.
Centro Universitario

Querétaro, Qro.
Septiembre 2014

México

Director de Investigacién y Posgrado



RESUMEN

En la actualidad, el desarrollo de nanofibras ha tenido gran auge, debido a los
diferentes campos en que pueden ser empleadas, desde la industria textil, hasta la
industria biomédica. Sin embargo, en el area de alimentos, son pocos los estudios
que se han realizado en esta area y se encaminan a la utilizacién de compuestos
de origen natural y comestible, como la proteina de amaranto. En la industria
alimentaria, las nanofibras pueden ser de gran utilidad para la encapsulacion de
activos que sean sensibles al pH o que interaccionen con componentes del
alimento y disminuyan su actividad biolodgica. En este proyecto, se incorporaron en
nanofibras de amaranto y pululano, dos bacteriocinas (pediocina y nisina), que son
péptidos de amplio espectro antimicrobiano usados en la inactivacion de
microorganismos patdgenos y deterioradores en diversos alimentos. Se obtuvieron
nanofibras a partir de la mezcla 50:50 Aislado proteico de amaranto (APA)-
Pululano (PUL) y diferentes concentraciones de bacteriocinas. Las micrografias de
las fibras obtenidas con y sin activo, revelan que se obtuvieron fibras lisas y
continuas, sin defectos en todas las mezclas, presentando diametros entre 300 y
200 nm, el tamano de las fibras fue proporcional a la disminucion de la
conductividad eléctrica y la viscosidad de las mezclas utilizadas para el proceso de
electroestirado. Los resultados de FTIR indican la miscibilidad del aislado proteico
de amaranto y el pululano para la formacién de nanofibras, interaccionando a
través de enlaces de hidrégeno. El proceso de electroestirado mejoro las
propiedades térmicas de las mezclas, desplazando los picos de Tm a
temperaturas mayores (180 °C). La actividad antimicrobiana de los compuestos no
se afectd por el proceso de electroestirado, la cual depende unicamente de la

concentracion de activos y la eficiencia de encapsulacion.

Palabras clave: nanofibras, electroestirado, amaranto, bacteriocinas, nisina A,
pediocina PA-1.



ABSTRACT

In recent years, the development of nanofibers has been of great interest since
they can be employed in textile and biomedical industries. However in the food
area, few studies have been conducted and directed to the use of compounds of
natural origin and edible, like amaranth protein. In the food industry the nanofibers
can be used for encapsulation of active compounds, which are sensitive to pH or
interact with food components reducing its biological activity. The aim of this work
was to incorporate bacteriocins (nisin and pediocin) in to electrospun nanofibers of
amaranth and pullulan 50:50 loaded with different concentrations of bacteriocins.
For all the tested samples, the micrographs exhibit smooth and continuous fibers
whit any defects with diameters between 200 and 300 nm. The diameter increases
as the electrical conductivity and viscosity values of solution decrease. FTIR
analysis shows miscibility for amaranth protein isolate and pullulan to form
nanofibers interacting by hydrogen bonding. Electrospinning process improved
thermal properties of the mixture displacing Tm peak at higher temperatures
(180°C). The antimicrobial activity of the compounds is not affected by
electrospinning process and its dependent of the concentration of active
compounds as well as the encapsulation efficiency.

Key words: electrospinning, nanofibers, amaranth, bacteriocins, nisin A, pediocin
PA-1.
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1 INTRODUCCION

Una de las principales funciones de las empresas de alimentos es ofrecer
alimentos procesados bajo la primicia de brindar una mayor calidad a los
consumidores. Para elaborar productos inocuos, se han desarrollado técnicas de
conservacion que eviten la propagacion de los microorganismos patdogenos
relacionados con las enfermedades transmitidas por alimentos. La utilizacién de
aditivos antagonistas como conservadores con propiedades antimicrobianas ha
sido la manera mas aceptada para prolongar la inocuidad y calidad de alimentos,
bebidas y productos procesados.

Existen diferentes conservadores comerciales que han sido aprobados para su
uso en alimentos, entre ellos se encuentran las bacteriocinas: nisina y pediocina.
Las bacteriocinas son polipéptidos capaces de inhibir el desarrollo de bacterias
taxondmicamente similares a aquéllas que las producen. En particular, las
bacteriocinas producidas por Bacterias Acido Lacticas (BAL) son de mayor interés
en la conservacion de alimentos debido a que presentan propiedades
antimicrobianas, tienen alta especificidad inhibitoria contra cepas de la misma
especie y son rapidamente digeridas por las proteasas en el tracto digestivo
humano, por lo que se inactivan sin llegar a formar compuestos secundarios (Chen
and Hoover, 2003).

Los compuestos activos dificilmente son incorporados en su forma pura, debido a
que sufren diversas modificaciones que inducen la perdida de la actividad
bioldgica, sin embargo, pueden estar encapsulados en matrices que aseguren su
estabilidad y sean sistemas de liberacion controlada. Se ha demostrado que las
nanofibras obtenidas por la técnica de electroestirado, son un buen sistema de
liberacidn para péptidos y antioxidantes.

El electroestirado es un proceso simple y directo, que implica la aplicacion de un
campo eléctrico, para expulsar continuamente la solucién de un polimero de la
aguja de una jeringa hacia un colector a tierra. Como resultado se forman fibras
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ultrafinas, en la escala de micrémetros o nandmetros, que se recogen como una
malla no tejida o membrana en la placa del colector. La fibra obtenida tiene
propiedades tales, como gran area superficial y alta porosidad, que son deseables
para un portador, para la entrega de farmacos u otros agentes terapéuticos (Neo
et al., 2013). Se han realizado diferentes estudios sobre la fabricacion de fibras de
diferentes polimeros, como el 6xido de polietileno, celulosa, quitosano, etc. En los
ultimos anos, se han desarrollado estudios para evaluar el potencial para formar
fibras de polimeros de fuentes naturales, como la zeina y las proteinas de
amaranto (Neo et al., 2013; Homayoni et al., 2009; Jia et al., 2011).

El amaranto (Amaranthus hypochondriacus), es una planta tradicional mexicana,
que posee granos y hojas de alto valor nutricional. Sin embargo, es considerado
como un cultivo subutilizado. El amaranto se ha convertido recientemente, en un
foco de interés por su alto valor nutritivo y gran potencial como alimento funcional,
principalmente los aislados de proteina. En 2011, Aceituno et al., demostraron que
un concentrado proteico de amaranto puede ser utilizado para la formacion de

fibras, cuando es mezclado con otros polimeros como el pululano.

En este proyecto se formularon nanofibras cargadas con compuestos que
presentan propiedades antimicrobianas, tal es el caso de la nisina y pediocina,
teniendo como objetivo evitar o disminuir su degradacién al encontrarse en
diferentes matrices alimentarias. Las nanofibras se obtuvieron por la técnica de
electroestirado, a partir de proteina de amaranto, mezclada con un polisacarido
(pululano) y se realizo la caracterizacion fisicoquimica, asi como la evaluacion de

la actividad antimicrobiana.



2 MARCO TEORICO
2.1 Electroestirado

El electroestirado, es uno de los procesos mas sencillos y versatiles para la
produccion de nanofibras de polimeros sintéticos o naturales, con diametros en la
escala nanométrica y/o micrométrica (Okutan et al., 2014). Esta técnica utiliza la
accion de un campo eléctrico externo aplicado a la solucion del polimero. La
morfologia y el diametro de las nanofibras, dependen de una serie de parametros,
entre los que se encuentran: las propiedades y composicion de la solucidn, el tipo
de polimero utilizado, la viscosidad, conductividad y polaridad de la solucion, asi

como la tension superficial del disolvente (Ignatova et al., 2007).

2.2 Proceso de electroestirado

2.2.1 Descripcién general del proceso

El proceso de electroestirado consta de diferentes etapas, entre las que se puede
mencionar el bombeo de la solucion polimérica al electrodo (aguja), hasta la etapa
final de recoleccion de fibras. El principio basico de electroestirado, consiste en
aplicar una diferencia de potencial a una solucion polimérica, para superar la
tension superficial del polimero y alcanzar un potencial critico, capaz de perturbar
el equilibrio de la gota en la punta del capilar y que ésta adquiera una forma cénica
denominada cono de Taylor (Figura 1) (Subbiah et al., 2005; Moreno, 2010;
Rogina, 2014).

Cuando el potencial aplicado alcanza el valor critico, requerido para superar la
tension superficial del liquido, éste sufre un movimiento cadtico o inestabilidad de
flexion, un chorro de liquido es expulsado y el campo se dirige hacia el colector
cargado de forma negativa, que recoge las fibras. Como el chorro viaja a través de

la atmoésfera, el solvente se evapora, dejando detras una fibra seca en el



dispositivo de recoleccion. En las soluciones de baja viscosidad y poco
entrelazamiento de las cadenas del polimero, el chorro se rompe en gotitas,
mientras que para soluciones de alta viscosidad, se desplaza hacia el colector en

forma de fibras con diametros entre 50 nm y 10 um (Gamboa et al., 2007; Subbiah
et al., 2005, Kong and Ziegler, 2014 ).

Figura 1. Conos de Taylor formados por una soluciéon de agua recubierta por una
funda delgada de aceite de oliva (A) y por una envoltura gruesa de aceite de oliva
(B) (Thompson et al., 2007).

2.2.2 Equipo

El equipo basico de electroestirado se compone de cuatro componentes (Figura
2): 1) Un reservorio de solucion o material fundido que se conecta a un tubo
capilar (aguja de diametro interno del orden de los 400 um a 800 pm), 2) una
bomba de infusidbn conectada a una jeringa, que permite suministrar un flujo

constante y determinado, 3) una fuente de alto voltaje y 4) una placa metalica
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conectada a tierra para colectar el material electrohilado (Caracciolo et al., 2008;
Rogina, 2014).

La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical de acuerdo a los
requerimientos deseados. El principal inconveniente al trabajar en posicion
vertical, es la posible salida de gotas de la solucion desde el capilar hacia el plato
colector, las cuales pueden caer sobre las fibras depositadas, haciendo
defectuosa la superficie de las mismas e interrumpiendo el proceso. Para impulsar
la solucién a través del capilar, puede utilizarse una bomba de infusién; si se
trabaja de forma horizontal, se utiliza un cono tipo capilar, la salida de la solucion
puede estar determinada por la fuerza de gravedad y esta ligada a la viscosidad
de la solucién (Duque, 2013).

Jeringa

Solucién polimérica

-

-
—_ -
Fibras

Alto voltaje

.
Colector

Jeringa Solucion polimérica ’ \
|

l ! Colector

- g

==

I;
Alto voltaje Fifras

Figura 2. Ensamble del sistema de electroestirado (Rogina, 2014).

11



2.2.3 \Variables del proceso

Las nanofibras electroestiradas exhiben caracteristicas interesantes, tales como
alta porosidad, gran area superficial por unidad de masa, alta permeabilidad a
gases y tamano de poro pequefio (Saeed y Park, 2010). Estas caracteristicas
pueden verse afectadas por diferentes factores, tanto de la solucion
(concentracion, viscosidad, conductividad eléctrica, tensidn superficial vy
propiedades dieléctricas), como del proceso (campo eléctrico, velocidad de flujo,
distancia a la placa colectora) y de parametros ambientales como la humedad y la
temperatura (Thompson et al., 2007; Okutan et al., 2014).

La concentracion de polimero en una solucién determina si puede formar
nanofibras y tiene un efecto importante en la morfologia de las mismas. Se
requiere una concentraciéon 6ptima para evitar que el jet colapse y forme gotas
antes de que el solvente se evapore, teniendo como consecuencia la formacién de
defectos denominados perlas (Frenot and Loannis, 2003; Bhardwaj and Kundu,
2010). Generalmente, un aumento de la concentracion de la solucion, aumenta el

diametro de la fibra y su uniformidad (Deitzel et al., 2001).

Ziani et al., 2011, evaluaron el efecto de un tensoactivo no catiénico (Tween 20) y
la acidez en la formacion de nanofibras de quitosano y oxido de polietileno.
Demostraron que la presencia del tensoactivo ayuda a formar fibras lisas, ya que
disminuye la tension superficial de la solucion, también observaron que a medida
que la acidez disminuia, se comenzaban a formar perlas, en el estudio

encontraron que la mejor concentracion de acido acético fue de 90 % v/v.

Homayoni et al., en 2009, demostraron que la viscosidad y concentracion del
disolvente (acido acético) en soluciones de quitosano, afectaba la creacion de
nanofibras de este material. Los mejores resultados los obtuvieron al poner
concentraciones de 70-90 % del disolvente. En 2007, Thompson et al., evaluaron
cinco parametros (densidad de carga volumétrica, la distancia desde la boquilla al

colector, radio del orificio de la aguja, el tiempo de relajacidn y la viscosidad) sobre
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el radio de las nanofibras. Se encontré que estos parametros tienen un efecto
importante en el radio de las nanofibras. Otros parametros como la concentracion
del polimero, densidad de la solucién, potencial eléctrico, la frecuencia de la
perturbacion y la presién de vapor del disolvente, tienen efectos moderados sobre
el radio de las fibras, mientras que los parametros de humedad relativa, tension

superficial y difusividad de vapor, tienen efectos menores sobre el radio.

2.3 Aplicaciones de nanofibras

En el area de medicina se han realizado diversos estudios sobre la produccién de
nanofibras con diversos antibidticos, como el publicado por Sohrabi et al., en 2013,
quienes evaluaron el mecanismo de liberacion de ampicilina de fibras elaboradas
con poli-metil-acrilato y nylon, evaluando su capacidad antimicrobiana, para
usarlos como sistemas de liberacién controlada, cuando se encuentran en

contacto directo con la zona afectada.

Nanofibras de diversos materiales han sido utilizadas en muchos campos, desde
la industria textil, hasta el area médica. Sin embargo, en el area de alimentos han
sido pocos los usos que se les ha dado, debido principalmente que hasta el
momento solo se han empleado componentes de origen sintético para su
obtencién y no de grado alimenticio, por lo que en los ultimos afios se ha buscado
la utilizacion de polimeros que sean naturales y puedan utilizarse en esta area,
entre ellos se encuentra el uso de proteinas, como las de amaranto y de maiz
(Nieuwland et al., 2014; Aceituno et al., 2013; Oliveira et al., 2014).

En la industria alimentaria se esta incursionando en probar polimeros naturales
como zeina, usada para encapsular acido galico en nanofibras, con el fin de
incorporarlo como ingrediente funcional en alimentos y asi aumentar su valor
comercial (Neo et al., 2013). Otros usos que se les pueden dar a las nanofibras
son la elaboracién de peliculas para el recubrimiento de alimentos, que los

protejan y ademas encapsulen sustancias bioactivas como antioxidantes o
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antimicrobianos, tal es el caso de las bactericionas que se estan utilizando para
dar un valor agregado a alimentos de la industria carnica y lactea. Recientemente,
el grupo de trabajo en colaboracion con el grupo de investigacion de nuevos
materiales y nanotecnologia del |IATA-CSIC, Espafia, desarroll6 nanofibras
basadas en aislados de proteina de amaranto con la técnica de electroestirado
(Patente P201131705; Aceituno et al., 2013).

2.4 Amaranto

El grano de amaranto es considerado un pseudocereal, ya que comparte algunas
caracteristicas con los cereales. Posee cantidades importantes de almidon,
aunque éste se encuentra almacenado en el perisperma. Sin embargo, como
pertenece a las dicotiledoneas no es considerado un cereal, es un cultivo anual de
grano pequeio (1 mm de diametro), tipico de las regiones de Sud América y
Ameérica central. Pertenece a la familia Amaranthacea, que comprende mas de 60
géneros, con aproximadamente 800 especies de plantas herbaceas anuales o
perennes, de las cuales, tres son las principales productoras de grano: A.
hypochondriacus y A. Cruentus, cultivados en México y Guatemala, y A. caudatus,
que se cultiva en Peru (Colla et al., 2006; Ventureira, 2012).

El cultivo tiene la ventaja de ser resistente a las sequias y suelos salinos,
aumentando su potencial de cultivo, en suelos que no son aptos para otras
especies, tiene un metabolismo C4, lo que le permite fijjar mas eficientemente el
dioxido de carbono, cabe destacar que se aprovechan tanto sus semillas como
sus hojas para la alimentacion y el grano posee un alto contenido proteico
(Ventureira, 2012).

El Amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es una planta tradicional Mexicana, la
cual posee tanto granos como hojas de un alto valor nutritivo, sin embargo, sigue
siendo un cultivo subutilizado. En el 2013 la produccion fue de 4,617.73 toneladas
y una superficie cosechada de 3,729.00 ha de acuerdo con el servicio de
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informacion agroalimentaria y pesquera (SIAP) de Sagarpa (Gorinstein et al.,
2001).

2.4.1 Propiedades del amaranto

El amaranto ha recobrado interés por su alto valor nutritivo y gran potencial como
un alimento funcional. Por ejemplo, Mendonca et al., en 2009, reportaron una
reducciéon de niveles de colesterol en ratas a las que se les administraba un
aislado proteico de amaranto junto con caseina. Sanz-Penella et al., en 2013,
evaluaron la adicion de harina de amaranto en panes integrales, aumentando
significativamente los contenidos de proteina, lipidos y minerales, dando un mayor

valor nutricional a los productos adicionados con esta harina.

2.4.2 Proteina de amaranto

Una de las caracteristicas mas destacadas de las semillas de amaranto, es su
contenido de proteinas de aproximadamente 14-18%, el cual es superior al de la
mayoria de los cereales (10% en base seca). Diversos informes han concluido que
la proteina de amaranto es especialmente rica en lisina y contiene niveles
aceptables de cisteina y metionina, esto hace de las semillas de amaranto una
fuente muy atractiva de nutrientes y proteinas para el consumo humano (Cordero,
2005).

Las proteinas de amaranto estan constituidas principalmente por albuminas, que
conforman entre el 49 y 65% del total, seguidas en abundancia por glutelinas, 22.4
al 42.3%, globulinas, 13.7 al 18,.% y finalmente prolaminas que conforman del 1 al
3.2% del total de proteinas. Segun la Organizacién Mundial de la Salud, las
proteinas del grano de amaranto presentan un buen balance de aminoacidos
(Cuadro 1), con un contenido importante de lisina, triptofano y de aminoacidos
azufrados (principalmente metionina), esenciales en la alimentacion humana y que

comunmente son limitados en otros granos (Ventureirna, 2012; Condés, 2012).
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Cabe destacar que el amaranto contiene un bajo o nulo nivel de prolaminas,
ademas de un nulo contenido de proteinas téxicas como gliadina, secalina,
hordenina y avenina, por lo que lo hacen un ingrediente apto para celiacos
(Gorinstein et al., 2001).

2.4.3 Proteinas de reserva

Las globulinas y glutelinas constituyen las principales proteinas de reserva del
grano, las cuales se encuentran localizadas en el embridn y en el endospermo.
Respecto a la fraccidn de globulinas, es sabido que participan de la misma manera
que las globulinas de reserva clasicas de muchos granos. Esta fraccidn se
compone de tres proteinas, las tipo 7S (son minoritarias desde el punto de vista
cuantitativo), las 11S (como la del arroz y la avena) y las globulinas-P,

caracteristicas del amaranto.

Las globulinas-P poseen una composicién polipeptidica semejante a las globulinas
11S, destacando la presencia de un polipéptido particular de 56 kDa, que
aparentemente es responsable de su alta capacidad de polimerizacién. En cuanto
a las glutelinas, poseen como caracteristica sobresaliente su baja solubilidad (en
disolventes salinos neutros), aun en medios alcalinos. De manera adicional
demuestran elevado grado de agregacion, y un punto isoeléctrico similar al de la
gluteina del arroz. Por otra parte la globulina-P, tiene propiedades de solubilidad
entre globulinas y gluteinas, siendo esta caracteristica un punto de comparacion
para el amaranto, con otras especies (Gorinstein et al., 2001; Abugoch et al.,
2003).
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Cuadro 1. Contenido de aminoacidos del grano de amaranto (fraccion molar).

Aminoacido Harinatotal Albumina Globulina  Glutelina2 Glutelina 3
Lisina 55 6.7 5.7 2.9 5.9
Histidina 27 2.1 3.8 3.4 2.7
Arginina 75 0.7 8.2 10.1 6.5
Triptofano 0.9 0.6 0.6 0.1 0.3

Ac.
aspartico 8.5 8.0 7.5 9.1 10.3
Treonina 4.5 5.2 4.7 3.7 5.5
Serina 7.1 12.1 5.6 7.1 6.9
Ac.

glutamico 14.5 16.4 13.7 16.6 11.7
Prolina 4.6 29 4.6 6.8 5.0
Glicina 12.8 14.2 8.9 10.3 9.4
Alanina 6.3 8.1 5.8 5.4 7.5
Cisteina 1.6 2.2 4.4 1.6 1.3
Valina 4.9 4.4 6.0 4.1 5.5
Metionina 22 23 2.8 1.2 1.4
Isoleucina 3.5 29 4.3 4.1 4.1
Leucina 6.0 5.4 6.1 6.2 8.3
Tirosina 3.7 27 29 3.1 34
Fenilalanina 3.3 2.5 4.5 4.1 4.4

(Gorinstein et al., 2001)
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2.5 Pululano

El pululano es un polisacarido soluble en agua, producido por Aureobasidium

pullulans. El polimero lineal (Figura 3) se compone principalmente de unidades de
maltotriosa interconectadas entre si por un enlace glicosidico (1, 6). Este patron de
enlaces unico dota al pululano de propiedades fisicas para la formaciéon de

peliculas fuertes, transparentes, solubles en agua y con baja permeabilidad al

oxigeno. Sin embargo, su aplicacion en forma pura para la produccion de peliculas

ha sido limitada por sus pobres propiedades mecanicas (fragil, facil de romper) y

su elevado costo (Wu et al., 2013, Xiao et al., 2014).

CH,0H

| —"

CH,0H
—Q

/H 1

H
H H/
CH;
H HO

]1 M/

\ OH H/
HO

H
—Q
#/H '

Figura 3. Estructura quimica del pululano (Aceituno, 2011)

2.6 Bacteriocinas

Las bacteriocinas son pequenos péptidos antimicrobianos que se sintetizan a nivel
ribosémico, pueden sufrir modificaciones postraduccionales y son segregadas al
exterior por una bacteria (principalmente acido lacticas) (Arqués et al., 2011). La
bacteria es inmune a la bacteriocina que produce. En condiciones normales, las
bacteriocinas son activas exclusivamente frente a bacterias Gram-positivas. La

amplitud en el numero de especies y cepas inhibidas depende de cada
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bacteriocina, pues puede ser estrecho y confinado a la inhibicion de especies que
se encuentren relacionadas con su crecimiento, o puede ser relativamente amplio

e incluir muchas especies bacterianas diferentes (Joerger, 2003; Hill et al., 2011; ).

2.6.1 Clasificacion de bacteriocinas

Muchas de las bacteriocinas de las bacterias acido lacticas, son moléculas
catidnicas, hidrofobicas o anfifilicas, compuestas de 20 a 60 aminoacidos. Estas
bacteriocinas son clasificadas comunmente en 3 clases, como se muestra en el
Cuadro 2 (Chen and Hoover, 2003).

* Clasel
Incluye a péptidos pequefios (< 5 kDa), activos a nivel de membrana, que
contienen aminoacidos inusuales o poco comunes como lantionina (Lan), a-metil
lantionina  (MelLan), deshidroalanina y deshidrobutirina, formados en

modificaciones post-traduccionales (Alquicira, 2006).

La formacion de aminoacidos no comunes se explica por la deshidratacion de los
aminoacidos serina y treonina, con la posterior adicion de azufre de la cisteina y

formacion de dobles enlaces de los deshidroaminoacidos (Alquicira, 2006).

Estas bacteriocinas son llamadas lantibidticos y se dividen en dos subgrupos
atendiendo a su estructura y modo de accion. Los lantibidticos de tipo A se
caracterizan por ser péptidos flexibles y cargados positivamente, que actuan a
nivel de membrana. A este tipo pertenece la nisina, la mas estudiada de todas las
bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas. Los lantibidticos de tipo B
tienen una estructura secundaria mas rigida. Son péptidos globulares que actuan
inhibiendo algunas de las reacciones enzimaticas de la célula Diana (Reviriego,
20009).
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Cuadro 2. Clases y bacteriocinas representativas de cada grupo.

Clase Bacteriocina Microorganismo productor Breve descripcion
Nisina Ay Z Lactococcus lactis subs. lactis

Clase | Lactocina S Lactobacillus sakei L45, 148

Tipo A Epidermina Staphylococcus epidermidis Contienen  algunos

Lantibiéticos  Gallidermina Staphylococcus gallinarum aminoacidos  poco

Lacticina 481

Lactococcus lactis

Mersacidina

Clase | _ _
_ Cinamycina

Tipo B _
Ancovenina

Lantibidticos _
Duramycina

Bacillus subtilis
Streptomyces cinnamoneus
Streptomyces ssp.

Streptomyces cinnamoneus

comunes como la
lantionina, a-metil
lantionina y

deshidroalanina

Pediocina PA-1

Listeria monocytogenes

Pediocina JD Pediococcus acidilacti JD1-23 < 10 kDa, estables
Clasell a Leucocina Leuconostoc gelidum al calor, no
Mesentericina Leuconostoc mesenteroides contienen lantionina
Enterocina A Enterococcus faecium
Lactococcina A Lactococcus cremoris
Lactococcina B Lactococcus cremoris 9B4 _
Requieren dos
Plantaricina A Lactobacillus plantarum _ o
Clase Il b o ] diferentes péptidos
Plantaricina S Lactobacillus plantarum o
o ) para su actividad
Plantaricina EF Lactobacillus plantarum C11
Plantaricina JK Lactobacillus plantarum
Acidocina B Lactobacillus acidophilus Péptidos estables,
ol ' Carnobacteriocina Carnobacterium piscicola termoestables y se
asellc
Divergicina A Enterococcus faecium transportan por
Enterocina B Enterococcus faecium péptidos lider.
ol " Helveticina J Lactobacillus helveticus Péptidos > 30 kDa,
ase
Helveticina V1829 Lactobacillus helveticus labiles al calor.
(Alquicira, 2006)
* Clasell

La clase Il de las bacteriocinas, también llamadas no lantibiéticos, son péptidos
con un peso molecular menor a 10 kDa, son estables al calor y contienen
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aminoacidos regulares que no sufren modificaciones postraduccionales. En este

grupo se pueden identificar tres subclases (Cuadro 2).

La clase lla, también denominada como “familia de la pediocina” porque la
pediocina PA-1 fue el primer miembro que se descubrid, constituye el grupo mas
numeroso de las bacteriocinas de la clase Il (Alquicira, 2003). Las bacteriocinas de
la Clase llIb, son formadoras de poros en la membrana celular, consisten de dos
péptidos diferentes, siendo los dos necesarios para la actividad antimicrobiana. La
clase llc contiene el resto de los péptidos de la clase, son bacteriocinas
termoestables, no modificadas y se transportan mediante péptidos lider (Reviriego,
20009).

* Clase lll
Denominadas bacteriolicinas, incluye péptidos cuyo peso molecular es mayor a 30
kDa y son termolabiles, por lo que tienen menos interés para tecnologias
alimentarias. Su mecanismo de accién es distinto en comparaciéon con el resto de
las bacteriocinas, y se basa en la catalisis e hidrolisis de la pared celular de las
células sensibles (Alquicira, 2003).

2.6.2 Uso de bacteriocinas en alimentos

En los ultimos afios, una gran cantidad de trabajos se han dirigido a la deteccion,
purificacion y caracterizacion de bacteriocinas. Se ha considerado su uso en las
estrategias de conservacion de alimentos (Settanni and Corsetti, 2008), por
ejemplo, la adicion a los alimentos de bacterias que produzcan bacteriocinas o la
incorporacion de las bacteriocinas en forma de concentrados, parcial 6 totalmente
purificados. Para ser usadas requieren una aprobacién especifica como
conservantes de acuerdo a la legislacion vigente. Hasta el momento, la nisina y la
pediocina PA-1, son las unicas bacteriocinas con licencia para usarse como
conservantes de alimentos (Balciunas et al., 2013). En el Cuadro 3 se muestran,

algunas bacteriocinas con aplicacion en alimentos.
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Cuadro 3. Aplicacion de bacteriocinas en alimentos.

Bacteriocina Productor Actividad Alimento Reduccion
(log UFC/g)
Nisina L. lactis B. thermosphacta Carne 3.5
Nisina L. lactis L. monocytogenes Leche 6
Pediocina L. plantarum L. monocytogenes Queso 1-2
Enterocina E. faecalis L. monocytogenes Leche 2
Enterocina E. faecium S. aureus Salchichas 53
Nisina Z L. lactis S. aureus Queso 2

(Balciunas et al., 2013)

2.6.3 Nisina

La nisina es un péptido lantibiético cargado positivamente, capaz de unirse a
membranas citoplasmaticas. La nisina contiene 34 residuos de aminoacidos y
tiene un peso molecular de 3,4 kD. Es un antibacteriano ampliamente utilizado
como conservador de alimentos, debido a su potente actividad bactericida contra
una gran variedad de bacterias que deterioran los alimentos, principalmente Gram-
positivas como L. monocytogenes Clostridiumbotulinum y Bacillus cereus. Se
produce por algunas cepas de Lactococcus lactis. Se han estudiado dos grupos de
nisina, A y Z, diferenciadas por el aminoacido del residuo 27, el grupo A contiene
Histidina, mientras que el B tiene Asparagina, sin embargo no presentan
diferencias en su poder antimicrobiano (Sun et al., 2009; Bi et al., 2011; Ibarguren
et al., 2014).

El modo de accion de la nisina, es la formacién de poros en la membrana de
células sensibles, dando lugar a la emanacion de los componentes celulares y el
colapso de la fuerza proton-motriz, ademas impide la sintesis de la pared celular
por la union especifica a lipidos Il, un intermediario esencial de la sintesis del

peptidoglicano. Ademas la nisina puede inhibir el desarrollo de algunas esporas
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bacterianas (Sun et al., 2009; Magalhdes and Nitschke 2013; Ibarguren et al.,
2014).

Esta bacteriocina ha sido utilizada para la preservaciéon de diversos alimentos,
principalmente productos lacteos, como lo reportado por Castro et al. (2009),
donde utilizaron nisina en la fabricacion de queso blanco. Se logro reducir
aproximadamente 3 log de la concentracion inicial, a los 10 dias de refrigeracion
del queso. Arqués en 2008, evalud la actividad antimicrobiana de nisina en un
producto lacteo semisdlido elaborado en Espafa, lograndose una mejor
preservacion al combinarla con ruterina y el sistema enzimatico de
lactoperoxidasa, disminuyendo 2 log de la concentracién inicial de L.

monocytogenes.

Existen diferentes estudios en los que se intenta evitar la disminucion de la
actividad antimicrobiana de la nisina, debido a problemas de estabilidad como la
degradacion proteolitica o la interaccion con diversos alimentos (formacion de
complejos con cationes divalentes, enzimas, grasas y otros componentes). Se han
desarrollado sistemas de encapsulacion de esta bacteriocina que ayuden a
mantener su actividad biolégica, como los nanoliposomas elaborados con lecitina
de soya, estos se utilizaron para la elaboracién de peliculas comestibles (Imran et
al., 2012). Otro método de encapsulacion es el utilizado por Xiao y Zhong en 2011,
en el que se estudio el efecto de Tween 20 y glicerol, en formulaciones de
particulas a base de zeina, elaboradas mediante el método de secado por
aspersion. Se demostré que la mejor combinacion para obtener un mayor
rendimiento durante la encapsulacion, fue la adicion de 0.05% de Tween 20 o

glicerol a un pH de 6.0.

2.6.4 Pediocina PA-1

Es una bacteriocina que pertenece a la clase lla, constituida de 44 residuos de
aminoacidos, no se modifica postraduccionalmente. Tiene carga neta positiva a pH

23



6. Es producida por cepas de las especies P. acidilactici de origen carnico, P.
parvulus de origen vegetal y una cepa de L. plantarum (Renye et al., 2011; Diez,
2011).

El modo de accion bactericida de la pediocina PA-1, se debe a la permeabilizacién
de la membrana como consecuencia de la formacion de poros (Figura 4), por los
que se pierden algunos componentes intracelulares: iones, aminoacidos y otros
compuestos de bajo peso molecular. Como consecuencia se disipa la fuerza
proton-motriz, reduciéndose o perdiéndose totalmente el potencial eléctrico

transmembranal y el gradiente de protones (Diez, 2011).

a) b)
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Figura 4. Mecanismo de accion de las bacteriocinas de tipo Il. A) disipacién de la
fuerza motriz de protones compuesta por potencial de membrana (Ag) y el

gradiente de pH (ApH), b) modelo propuesto de la muerte celular por la formacion

de poros mediante bacteriocinas (Diez, 2011).

La pediocina ha sido utilizada en diferentes alimentos, principalmente productos
carnicos y lacteos. Las bacterias productoras de la pediocina no fermentan la
lactosa, lo cual, es un inconveniente para su produccién en alimentos lacteos. Se

han realizado estudios para la caracterizacion de los genes que dan origen a esta
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bacteriocina, logrando introducirlos en otros microorganismos para su produccion
mediante la transformacion genética de Streptococcus thermophilus, y asi tener la
expresion constitutiva de estos genes (operon PAPA-D) (Renye et al., 2011). Este
no es el caso de la industria carnica, se ha evaluado su actividad contra L.
monocytogenes en salchichas cocidas, en donde se disminuyeron 2 log de
UFC/mL de la concentracion inicial, al sexto dia de almacenamiento (Mattilaa et
al., 2003).
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3 Hipotesis

Las nanofibras electroestiradas elaboradas con mezclas de proteina de amaranto-
puluano son un medio efectivo para la incorporacion de bacteriocinas como Nisina

y Pediocina A-1, sin afectar su actividad antimicrobiana.
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4 Justificacion

Las bacteriocinas al estar en una matriz alimenticia pueden sufrir problemas de
estabilidad, como la degradacion proteolitica y cambios en el potencial eléctrico, lo
que conlleva a la disminucion de la actividad antibacteriana. La nisina y la
pediocina A-1 pueden sufrir cambios en su actividad biologica, debido a su
interaccidn con cationes divalentes, enzimas, grasas y otros componentes, por lo
que se requiere que se incorporen en matrices que no permitan su degradacién y

que mantengan una liberacién eficiente.

Las nanofibras preparadas por la técnica de electroestirado, compuestas de
diferentes polimeros, se pueden utilizar como matriz de soporte para las
bacteriocinas y otros péptidos antimicrobianos. Estas nanofibras se han utilizado
para la liberacion de antibidticos, proteinas, factores de crecimiento,
nanoparticulas de plata, ADN plasmidico, asi como células viables. Sin embargo,
la mayoria de las fibras que se han desarrollado no son grado alimenticio, por lo
cual, es necesario el uso de polimeros naturales, como es el caso de la proteina

de amaranto.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo general

Desarrollar y caracterizar nanofibras electroestiradas elaboradas a base de
proteina de amaranto y pululano cargadas con dos bacteriocinas, nisina y

pediocina PA-1 y evaluar su actividad antimicrobiana.

5.2 Objetivos especificos

1. Desarrollar nanofibras elaboradas con proteina de amaranto y pululano

cargadas con nisina y pediocina.

2. Caracterizar fisicoquimicamente las nanofibras cargadas con nisina A y

pediocina PA-1.

3. Evaluar la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas encapsuladas en
las nanofibras contra diferentes cepas de acuerdo a su espectro

antibacteriano.
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6 Metodologia

6.1 Materiales

Concentrado proteico de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L. variedad
Revancha) suministrado por Nutrisol, San Miguel de Proyectos Agropecuarios
S.P.R. de R.S. (SMPA). De Sigma-Aldrich se adquirieron: Pululano, acido férmico,
nisina A, pediocina PA-1, N, N-dimetilformamida (DMF), isotiocianato de rodamina
B (RBITC), isotiocianato de fluoresceina (FITC), Tween 80; de BD se adquirieron
agar para métodos estandar (AME), medio MRS, peptona de soya; de Thermo
Scientific se adquirio el Kit para cuantificacion de proteina BCA; de J.T. Baker se
obtuvo acido clorhidrico, hidroxido de sodio, dimetilsulfoxido (DMSOQO), acido citrico,
fosfato de sodio, difosfato de sodio.

6.2 Cepas

Listeria monocytogenes Scott A (ATCC 49594), Leuconostoc mesenteroides
(ATCC 8293), Lactobacillus sakei (ATCC 15521).

6.3 Métodos

6.3.1 Preparacion del aislado proteico

El aislado proteico se preparé a partir de la técnica reportada por Martinez y Afion
(1996). La harina de amaranto, previamente desgrasada con hexano durante 8 h
(método Soxhlet), se dispersé en agua, manteniendo una relacion 1:10 y se ajusté
el pH a 9.0, mediante la adicion de NaOH 2M. La dispersion se agitd durante una
h y después se centrifugd a 9000 g, durante 20 min. Las proteinas se precipitaron
mediante el ajuste del pH a 5.0, con HCI 2M y se separaron por centrifugacion a
9000 g durante 20 min. Los pellets obtenidos se suspendieron en agua, se les
ajusto el pH a 7 con NaOH 0.1M, se liofilizaron y se almacenaron en refrigeracion.
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6.3.2 Preparacion de las soluciones poliméricas con la adicion
de activos.

Para la obtencién de nanofibras, estas se elaboraron a partir del método descrito
por Aceituno (2013), preparandose una mezcla de aislado proteico de amaranto
(APA) y pululano en una proporcion 50:50, usando como surfactante Tween 80
(20% respecto a la proteina) y como solvente acido formico, la solucion se agitd
durante 2 h hasta su disolucion. En el Cuadro 4 se muestran las mezclas
elaboradas, con las diferentes concentraciones de bacteriocinas.

Cuadro 4. Contenido de bacteriocinas de las mezclas 50:50 APA-PUL.

Mezcla Nisina (mg/mL) Pediocina (ug/mL)
A — —
B 1
C 3
D 10 --
E 20 --

6.3.3 Caracterizacion fisica de las soluciones

La viscosidad de las soluciones se determiné con un redmetro de dos platos con
un gab de 0.3 mm, marca Anton Para, modelo Physica MCR 101; la conductividad
eléctrica se midi6 con un conductimetro ORION SoTAR A212 y el pH con un
potencidmetro Thermo Scientific Orion 420A+. Todas las mediciones se realizaron
a temperatura ambiente, empleando 5 mL de las soluciones obtenidas en el
apartado 6.3.2.

6.3.4 Proceso de electroestirado

Para la elaboracién de fibras se utilizé un equipo de electroestirado, el cual esta

equipado con una fuente de alto voltaje Acopian modelo PO30HPI-230, capaz de
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producir un voltaje variable de 0-30 kV. El anodo se encuentra unido a una aguja
de acero inoxidable con un diametro inferior a 0.9 mm, que se conecta mediante
un cable PTFE a las disoluciones de polimeros contenidos en un jeringa de
plastico de 5 mL. La jeringa esta conectada al electrodo de polaridad positiva, que
a su vez se encuentra conectado a una fuente de alto voltaje. Todos los
experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente. Las condiciones de
voltaje, distancia al colector y flujo de alimentacion se fijaron a 22 kV, 10 cmy 0.4
mL/h, respectivamente (Aceituno, 2011).

6.3.5 Caracterizacion fisicoquimica de nanofibras

6.3.5.1. Espectroscopia infrarroja con Reflectancia Difusa

Los espectros de Reflectancia difusa se tomaron en un espectrofotometro de
Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) Spectrum GX de Perkin Elmer con
Microscopio acoplado AutoIMAGE. Para la obtencion de los espectros se formaron
pastillas con 12 mg de muestras y 202 mg de KBr.

6.3.5.2. Microscopia electronica de barrido

La morfologia de las nanofibras se examind mediante microscopia electronica de
barrido (SEM). Las muestras se recubrieron con una capa de oro, al vacio. Todos
los experimentos se llevaran a cabo a un voltaje de aceleracion de 15 kV en un
microscopio EVO-50 de Carl Zeiss. Los diametros de las estructuras se obtuvieron
por medio del Software Image J de Java, a partir de las micrografias obtenidas por
SEM. Se midieron 100 estructuras de cada muestra para obtener el diametro
medio (Aceituno et al., 2013).

6.3.5.3. Calorimetria diferencial de barrido

El analisis térmico se llevo a cabo en un calorimetro de barrido diferencial (DSC)
modelo DSC 822e marca Mettler Toledo. El calorimetro se calibré previamente

con Indio (0.16 mg), se utilizé un crisol de aluminio vacio como referencia. Se
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pesaron muestras de fibras de 2-5 mg y se colocaron en crisoles de aluminio de
40 uL. Las muestras se calentaron bajo atmosfera de nitrégeno (con velocidad de
flujo de 20 mL/min), en un solo ciclo desde 25°C a 250°C, para las muestras de
fibras y de 25°C a 200°C, para los compuestos puros. Las muestras se corrieron

por triplicado.

6.3.5.4. Marcaje fluorescente de los péptidos antimicrobianos y proteina de
amaranto

Para el marcaje de las bactericionas, se utilizé la técnica descrita por Heunis et al.
en 2011, en la que nisina A en polvo (20 mg), se suspendiéo en 1 mL de N, N-
dimetilformamida (DMF), se hizo reaccionar con 4 mg de isotiocianato de
fluoresceina (FITC), previamente disueltos en el mismo volumen. Para pediocina
PA-1 se mezclaron 4.2 mg de Rodamina B (RIBTC) con 30 uL de Pediocina en 2
mL de DMF. Ambas soluciones se dejaron incubando en la obscuridad a 4°C
durante 48 h en viales ambar cerrados. El marcador fluorescente que no se unio,
se elimind mediante dialisis en una solucion amortiguadora de fosfatos 7.5 mM a
pH 7, reemplazando la solucion hasta no observar coloracion. Las soluciones se
almacenaron, hasta su posterior uso. Para el proceso de electroestirado se
prepararon 2 mL de las mezcla 50:50 APA-PUL y se agregaron 40 uL de los
complejos FITC-nisina y RIBTC-pediocina, por separado, posteriormente las
mezclas se sometieron al proceso de electroestirado, colectandolas en un
portaobjetos de vidrio, para su observacion en un microscopio confocal Zeiss
Axiovert 200 LSM 510 Meta—Multifétonico, a una longitud de onda de excitacion de
472 nmy 572 nm para FITC y RIBTC, respectivamente.

6.4 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se obtuvo por la cuantificacion de bacteriocina
(nisina y pediocina) en las fibras electroestiradas, mediante un kit BCA. Las fibras

obtenidas a partir de 1 mL de solucion se disolvieron por completo en DMSO,
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agitandose durante 12 h, la solucién obtenida se llevo a pH 9, donde el APA se
encuentra en solucion, se centrifugd a 9000 g, se retir6 el pellet y del
sobrenadante se cuantificé la proteina mediante el kit BCA.

6.5 Pruebas microbioldgicas

6.5.1 Prueba de antagonismo

6.5.1.1. Lavado de cepas

Las cepas de los diferentes microorganismos se incubaron en caldo soya
tripticaseina (bacterias patdgenas) y caldo MRS (bacterias deterioradoras), por 24
h a 37 °C, posteriormente se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 min, el pellet se
resuspendio en 3 mL de solucidn salina estéril al 10% y se centrifugd durante 5

min a 6000 rpm, realizando un lavado mas.

6.5.1.2. Difusion en placa

Se utilizaron 3 cepas de microorganismos, dos deterioradoras Lactobacillus sakei
y Leuconostoc mesenteroides y Listeria monocytogenes Scott A. Se utilizé Agar
Soya Tripticaseina (AST) para las cepas patdgenas y para los deterioradores,
Agar MRS. En tubos con 10 mL de agar fundido se inocularon 5 uL de loa cultivos
previamente lavados, se agitaron en vortex y se vaciaron a cajas Petri estériles,
una vez solidificadas se colocaron circulos de 1 mm de diametro de las fibras
(esterilizadas con luz UV) y se incubaron a 37°C durante 24 h. El halo de inhibicidon
se midié con la ayuda de un vernier. En el caso de los compuestos puros, se

utilizé la concentracion mas alta presente en las fibras.
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6.6 Analisis estadistico

Los analisis se realizaron por triplicado y se calcul6 la media y el error estandar.
Para ello, se empled el paquete estadistico JMP 8, en los casos donde se
encontraron efectos significativos estadisticamente, se realizé la comparacion de

medias entre tratamientos.
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7 Resultados

7.1 Caracterizacion fisica de soluciones APA:PUL

El proceso de electroestirado esta condicionado a varios parametros de la
solucion, entre los que se incluyen viscosidad, conductividad y tension superficial,
cada uno de estos parametros afecta significativamente la morfologia de las fibras
obtenidas (Bhardwaj and Kundu, 2010).

Los valores de la viscosidad y la conductividad eléctrica de las soluciones se
presentan en el Cuadro 5, la mezcla A que no contiene activos, presenta una
conductividad y viscosidad de 7.68 + 0.12 mS/cm y 67.39 + 0.06 Cp,
respectivamente. La incorporacion de nisina y pediocina disminuyd
significativamente (P<0.05) ambos parametros, la conductividad eléctrica es
afectada por el tipo de polimero y tipo de disolvente, concentracién del polimero y
la temperatura. Cuando el polimero tiene funcionalidades i6nicas como es el caso
de las bacteriocinas, la conductividad de la solucion depende de la concentracion
como se observa en los resultados en el Cuadro 5 (Okutan et al., 2014). En el
caso de la viscosidad, unicamente la mezcla E fue la que presentd diferencias
significativas con respecto al control (mezcla A). Estos resultados son similares a
los reportados por Aceituno et al. (2013) y Wongsasulak et al. (2010), quienes
reportaron que al aumentar la cantidad de sustancias proteicas en las mezclas
poliméricas, la viscosidad tiende a disminuir. En cuanto al diametro de las fibras
obtenidas de las mezclas con activo se puede observar una disminucion
significativa (P<0.05) con respecto a la mezcla control, disminuyendo incluso la
mitad para el caso de las mezclas C y E. Neo et al. (2013), informaron que al
elaborar nanofibras de zeina y acido galico, al disminuir la conductividad y
viscosidad, el diametro de las nanofibras también disminuye.
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Cuadro 5. Caracterizacion fisica de las soluciones y diametro medio de las fibras

obtenidas por el método de electroestirado.

Mezcla Conductividad Viscosidad Diametro medio
eléctrica (mS/cm) (Cp)
A 7.68 +0.122 67.30 = 0.06° 299.6 + 8.4
B 5.27 + 0.28° 64.01 = 1.76° 200.1+3.3
C 4.68 + 0.43° 64.93 + 0.15° 153.2 =+ 6.8
D 4.42 +0.13° 63.46 + 0.20° 173.2 + 6.8
E 3.41+0.12° 46.76 + 2.74° 1241 « 15.7

A= Mezcla 50:50 APA-PUL, B: Mezcla 50:50 con 1ug Pediocina, C: Mezcla 50:50 con 3 ug Pediocina, D:

Mezcla 50:50 con 10 mg Nisina, E: Mezcla 50:50 con 20 mg Nisina Los resultados se presentan como la

media = el error estandar, letras diferentes representan diferencias significativas en la prueba de Dunnet con

un nivel de significancia de P=0.05%. Los resultados del diametro medio se tomaron de 100 nanofibras.

En la Figura 5 se muestran las imagenes de microscopia electrénica de barrido de

las diferentes mezclas, en donde se observa la obtencion de fibras lisas y

continuas, sin ningun tipo de defectos, estos resultados son similares a los

obtenidos por Aceituno et al. (2013), quienes mencionan que la formacion de

fibras lisas se relaciona con una distribucion uniforme de los activos, proteina y

pululano, a lo largo de las fibras, resultados atribuidos a una buena miscibilidad de

los compuestos puros, resultados confirmados con las técnicas utilizadas en este

estudio.
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Figura 5. Imagenes de microscopia electronica de barrido de fibras 50:50
amaranto-pululano, cargadas con a) Mezcla A (50:50) APA:PUL, b) mezcla B
(50:50:1) APA:PUL:Pediocina, c) mezcla C (50:50:3) APA:PUL:Pediocina, d)
mezcla D (50:50:10) APA:PUL:Nisina, ) mezcla E (50:50:20) APA:PUL:Nisinay f)

diametros de nanofibras por mezcla (prueba de Dunnet P 0.5%).
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7.2 Marcaje fluorescente de péptidos antimicrobianos

Las imagenes mostradas en la Figura 6, representan la microscopia de
fluorescencia de las fibras marcadas con el complejo FITC-nisina y con RIBTC-
pediocina. En la Figura 6a se observa que la nisina se distribuye de manera
uniforme a lo largo de toda la fibra, sin presentar aglomeraciones del activo, lo que
sugiere que la nisina por lo menos se encuentra embebida en la superficie de las
fibras formadas en el procesos de electroestirado. Heunis et al. 2011 obtuvieron
fibras electroestiradas con la adicion de planataracina a una mezcla de oxido de
polietileno (PEQO) y acido polilactico (PDLLA), el seguimiento de la encapsulacion
se llevdo a cabo mediante el marcaje fluorescente de los péptidos con FITC,
obteniéndose resultados similares a las imagenes obtenidas para las fibras de
APA-PUL.

En la Figura 6b se observa que existen zonas de la fibra en donde hay una mayor
concentracion de activo (mayor fluorescencia), estas zonas se relacionan con
defectos en la formacion de las fibras que pueden deberse a que el solvente no se
evaporé por completo durante el recorrido de la aguja a la placa colectora,

formando zonas en donde el activo puede liberarse.
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Figura 6. Imagenes de microscopia de fluorescencia de fibras electroestiradas de

la mezcla 50:50 amaranto-pululano cargadas con el complejo a) FTIC-Nisina, b)
RIBTC-pediocina y microscopia optica con aumento 63X.

7.3 Espectroscopia de Infrarrojo con Reflectancia Dispersa
(FTIR-DRIFTS)

La espectroscopia de infrarrojo se ha utilizado para el estudio del plegamiento de
las proteinas, debido a que la banda Amida | es sensible a la estructura
secundaria de las mismas (Miller et al., 2013). Las bandas caracteristicas de un
espectro de compuestos proteicos se basan en la banda Amida |, formada por
varias bandas que representan diferentes elementos estructurales como a hélice,
B-plegada y estructuras irregulares, se encuentra entre 1600 y 1700 cm™ vy
representa las vibraciones de estiramiento del grupo C=0 acoplado débilmente
con el estiramiento del enlace C-N y de flexion de N-H (Figura 7). La banda Amida
Il se produce a 1500-1600 cm™ y se deriva principalmente del enlace C-N y N-H
en el plano de flexion (Chen et al, 2013; Glassford et al., 2013; Haris and
Severcan, 1999). En la Figura 8 se muestra el espectro infrarrojo del aislado
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proteico de amaranto obtenido a partir de la harina Nutrisol, en el cual se observan
las bandas caracteristicas para compuestos proteicos, asi como las posiciones a

las cuales se encontraron valores similares a los mencionados anteriormente.

O
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"N Amida Il C

H

Figura 7. Vibraciones fundamentales del grupo peptidico. Bandas Amida | y IlI.
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Figura 8. Espectro FTIR de Reflectancia difusa del Aislado Proteico de Amaranto,

donde se representan las bandas caracteristicas de un espectro proteico.

40



La Figura 9 muestra el espectro de las fibras obtenidas de la mezcla 50:50 APA-
PUL y de los compuestos usados para su elaboracién, se puede observar que la
linea b, presenta las bandas caracteristicas del pululano en frecuencias entre 1250
cm™ y 500 cm™, observandose a 925.45 cm™ la banda caracteristica al enlace
glicosidico (a-1,6) y a 843.19, la del enlace glicosidico (a-1,4), representativas de
la estructura quimica del pululano (Figura 3) (Karim et al., 2009; Mitic et al., 2009).
También se pueden apreciar las bandas caracteristicas del aislado proteico,
observandose que tienen un desplazamiento a frecuencias menores de la banda
Amida |, lo que podia deberse a la formacidon de enlaces de hidrogeno entre el
carbohidrato y el aislado proteico, lo cual concuerda con los resultados obtenidos
por Aceituno et al., 2013, Karim et al., 2009 y Li et al., 2013.

En la Figura 10, se presentan los espectros de los productos electroestirados de
las mezclas formuladas, debido a las concentraciones tan pequefias de los activos
no fue posible observar cambios en las frecuencias de las bandas caracteristicas
de los compuestos proteicos, ni en las del pululano, sin embargo se observa un
desplazamiento a frecuencias menores de la banda a 3300.8 cm™, lo que sugiere
la formacién de enlaces de hidrogeno entre los polimeros. Hosseini et al. en 2014,
observaron resultados similares al incorporar nisina en nanoparticulas de almidén
resistente y alginato, observando disminucién a frecuencias menores de la banda

caracteristica al estiramiento del OH.
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Figura 9. Espectro FTIR de las fibras obtenidas a) aislado proteico de amaranto b)
Pululano, c) Mezcla 50:50 APA-PUL .
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Figura 10. Espectro FTIR de los productos electroestirados a) 50:50 APA-PUL
pediocina 1ug/mL, b) 50:50 APA-PUL pediocina 6 ug/mL, c) Mezcla 50:50 APA-
PUL, d) 50:50 APA-PUL nisina 10 mg/mL y e) 50:50 APA-PUL nisina 10 mg/mL
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7.1 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica primaria que mide las
propiedades térmicas de los materiales, para establecer relaciones entre la
temperatura y las propiedades fisicas especificas de las sustancias (Gill et al.,
2010). En las muestras, se observaron dos eventos térmicos durante el ciclo de
calentamiento, el primero corresponde a la temperatura de transicion vitrea (Tg),
definida como la temperatura a la cual un material pasa de un estado rigido y
quebradizo como el vidrio a un estado de menor rigidez como el caucho, este
cambio se relaciona con una mayor movilidad molecular al interior del material,
pues los valores del Cp son mayores por encima de la temperatura de transicion
vitrea (Surinach et al, 1992). El segundo evento endotérmico fue el
correspondiente al proceso de fusion del material, y es representado como la
temperatura de fusién (Tm), que se relaciona con la estabilidad térmica de los
polimeros y en el caso de proteinas con la desnaturalizacion por calentamiento
(Johnson, 2013).

En la Cuadro 6 se presentan los valores de la temperatura de transicion vitrea de
los polimeros puros y de las mezclas electroestiradas, en cuanto a los valores de
Tg se observa que las mezclas se encuentran en un intervalo entre los valores de
Tg de los polimeros puros (62.13 - 92.78 °C), lo cual es un indicio de la
miscibilidad que presentan los compuestos. Resultados similares han sido
reportados por autores como Heunis et al. (2011), quienes elaboraron nanofibras
de acido polilactico con la adicion de planataracina, una bacteriocina producida por
Lactobacillus plantarum, y observaron miscibilidad de los compuestos en la fase
amorfa. En cuanto a la temperatura de fusion (Fig. 11) relacionada con la
cristalinidad y la estabilidad térmica, se observé que al realizarse el proceso de
electroestirado, el pico se desplazé a temperaturas mayores. Oliveira et al. (2014),
reportd resultados similares al elaborar nanofibras de zeina cargadas con taninos,
encontrando picos de 83 °C para zeina pura y de 120 °C para las mezclas
electroestiradas. El aumento en la estabilidad térmica puede estar relacionado con
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la formacion de enlaces de hidrogeno entre el pululano y el aislado proteico de

amaranto.

Cuadro 6. Propiedades térmicas de los polimeros y de las fibras electroestiradas.

M Tg Tm AH
uestra °C) (°C) (J/g)
APA 67.1320.15° 171.92 +2.77% 166.40+2.26°

Pululano 92.87+0.8° 165.82+1.97° 156.83+0.94°

A 76.42+0.77"° 174.96+3.69° 63.19+2.44°
B 78.41+0.9° 180.83+0.41° 70.80+1.65°
C 76.3620.95% 173.17+2.16° 64.19+3.92°
D 73.99+0.4% 173.41+1.91° 66.59+3.92°
E 74.02+0.83¢ 176.08+2.91° 62.14+2.05°

A= Mezcla 50:50 APA-PUL, B: Mezcla 50:50 con 1ug Pediocina, C: Mezcla 50:50 con 3 ug Pediocina, D:
Mezcla 50:50 con 10 mg Nisina, E: Mezcla 50:50 con 20 mg Nisina Los resultados se presentan como la
media = el error estandar, letras diferentes representan diferencias significativas en la prueba de Tukey con un
nivel de significancia de P=0.05%.

Flujo de calor (W/g)

1 ~ 1 1 17 1T 1T 1T 1T 1 °
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Temperatura °C
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Figura 11. Termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de barrido de a)
Aislado Proteico de Amaranto (APA) b) Pululano y c) Mezcla A 50:50 APA:PUL.

7.2 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se relaciona con factores como la concentracion
del activo y el diametro de las fibras, en el caso de las fibras de proteina de
amaranto y pululano la eficiencia de encapsulacion aumento conforme la
concentracion de activos incrementaba, este aumento esta relacionado con una
mayor probabilidad de que las bacteriocinas interaccionen con el aislado proteico
o pululano durante el proceso de electroestirado (Ji et al., 2014), aumentando asi
la eficiencia de encapsulacion, en el caso de pediocina se observa que la
eficiencia incremento un 3% y en el de la nisina un 15% , alcanzando hasta un
95.41% de eficiencia de encapsulacién en la concentracion mas alta de nisina, los
resultados obtenidos son superiores a los reportados por Prombutara et al., en
2012 quienes elaboraron nanoparticulas solido-lipido adicionadas con nisina
alcanzando eficiencias hasta del 73,3%, lo cual puede deberse a la mayor
afinidad entre los compuestos utilizados para la formacién de las fibras como se
demostré mediante los analisis térmicos y de espectroscopia de infrarrojo con

transformada de Fouirier.

Cuadro 7. Eficiencias de encapsulacion de las diferentes mezclas electroestiradas

Eficiencia de

Mezcla Cantidad de activo encapsulacion (%)

B 1 ug 87 +0.01°

C 2 ug 90.03 £0.19°
D 10 mg 80.82 = 0.06°
E 20mg 95.41 +0.10°

B: Mezcla 50:50 con 1ug Pediocina, C: Mezcla 50:50 con 3 ug Pediocina, D: Mezcla 50:50 con 10 mg Nisina,
E: Mezcla 50:50 con 20 mg Nisina Resultados reportados como la media + error estandar. Letras diferentes
indican diferencia significativa con un nivel de significancia de P=0.05% mediante la prueba de Tukey.
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7.3 Analisis microbiolégico

La descomposicion de los alimentos es consecuencia de la actividad de los
microorganismos que lo han contaminando, de la composicion del alimento, del
tiempo y de las condiciones en las que son almacenados. La accion microbiana
predominante sobre las proteinas, lipidos o carbohidratos provoca cambios

distintos, aun tratandose del mismo alimento (Fernandez, 2000).

Los microorganismos deterioradores son aquellos que producen en alimento
cambios organolépticos caracteristicos del deterioro (Calleja et al., 2010). Entre los
principales microorganismos deterioradores encontramos a las bacterias acido
lacticas grupo del cual es caracteristico el genero Leuconostoc, que se aisla de
productos lacteos y carnicos, vinos, frutas, hortalizas (en particular la remolacha),
vegetales en fermentacion, productos de panificacion y de soluciones viscosas de
azucar. Son cocos en pares o en cadenas como los Streptococcus pero esta
bacteria es heterofermentativa. Produce acido lactico levégiro D(+), etanol y CO2.
Estas especies son mesofilas (Optimo: 20-30°C) y se caracterizan por la
produccion de acido a partir del citrato de la leche, algunas bacterias pueden
fermentar la crema con produccion de diacetilo y a veces por la sintesis de
dextranos y de levanos extracelulares en presencia de sacarosa. Se encuentra
involucrado en el deterioro de alimentos ricos en carbohidratos simples, pero
utilizados en forma controlada, se usan en la elaboracion de algunos quesos
debido a la generacion de aromas apreciables (Jay, 1992). Otro grupo
representativo es el genero Lactobacillus comprende bacterias Gram positivas, en
forma de bastoncillos, esporogenas, catalasa negativa, aerotolerantes o
anaerobios, aciddfilos, con requerimientos nutricionales muy complejos, vitaminas,
aminoacidos. Incluye especies homofermentativas obligadas las cuales se dividen
en termofilos y mesofilos, heterofermentativas facultativas y heterofermentativas
obligadas. Producen mayor cantidad de acido lactico que los Streptococcus y

tienen una intensa actividad proteolitica, la cual se aprovecha en la maduracién de
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los quesos (Leveau y Bouix, 2000).. En este grupo encontramos a Lactobacillus
sakei implicadas en la aparicion de mucosidad en productos carnicos como las
salchichas (Calleja et al., 2010), mientras que Listeria monocytogenes es un
patogeno Gram-positivo importante que puede ser transmitido al ser humano a
través del consumo de contaminados alimentos, es un microorganismo ubicuo en
el medio ambiente, es la principal causa de hospitalizacién y muerte en Europa
(Spanu et al.,2015; Gomez et al.,2014). Estos microorganismos son objeto de
estudio en el presente trabajo, el cuadro 8 podemos observar los resultados de la
actividad antimicrobiana la cual fue medida mediante la técnica de difusion en
placa, en donde podemos observar que la mezcla A, correspondiente a las fibras
gque no contiene activos encapsulados, no presentd actividad antimicrobiana
(Figura 12), demostrandose que la actividad antimicrobiana se atribuye

unicamente a las bacteriocinas presentes en las muestras de fibras cargadas.

Todas las fibras con activo presentaron actividad antimicrobiana contra los tres
microorganismos. Existid una disminucion de la actividad con respecto al control
(activo libre), esto se debe a que la nisina no se libera por completo a las 24 horas
de incubacién, por lo tanto no ejerce la misma actividad antimicrobiana que el
compuesto puro. Podemos observar que los diametros de inhibicion son
proporcionales a la concentracion de bacteriocinas adicionadas, tal como lo
observaron Nguyen et al. 2008 y Gao et al. 2014, en peliculas de celulosa con

nisina y e-polilisina, respectivamente, teniendo la mayor actividad frente a L. sakei.
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Cuadro 8. Diametros de los halos de inhibicion de las fibras cargadas con

bacteriocinas y los compuestos puros

Mezcla L. mesenteroides Lactobacillus sakei L. monocytogenes
(mm) (mm) (mm)
Nisina 20 +£0.152 12+ 0.14 115205
Pediocina 13.5+£0.5 25.6 £ 0.31 14.+£0.02
A - - -
B 7.5+ 0.07 1001 11.5+£0.05
C 12+ 0.14 22 +0.09 14.£ 01
D 15.5+0.35 8505 7.5+ 0.5
E 16.5+ 0.05 9505 9+0.05

A= Mezcla 50:50 APA-PUL, B: Mezcla 50:50 con 1ug Pediocina, C: Mezcla 50:50 con 3 ug Pediocina, D:
Mezcla 50:50 con 10 mg Nisina, E: Mezcla 50:50 con 20 mg Nisina Resultados reportados como la media +

error estandar
- - No presenta actividad antimicrobiana
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Figura 12. Actividad antimicrobiana de las diferentes fibras obtenidas en el

proceso de electroestirado, contra Leuconostoc mesenteroides a) pediocina 1
mg/mL b) nisina 5 mg/mL y Lactobacillus sakei c) pediocina 1 mg/mL d) nisina 10
mg/mL
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8 Conclusiones

La viscosidad y la conductividad eléctrica de las soluciones poliméricas utilizadas
en el proceso de electroestirado se ven afectadas por la adicién de bactericionas,
estos cambios en la propiedades de la solucion se ven reflejados en la morfologia
de las fibras obtenidas, principalmente en el diametro, el cual disminuye hasta en

un 50% en la mezcla con una mayor concentracion de nisina.

La caracterizacion quimica de las fibras electroestiradas indica que existe
miscibilidad entre los compuestos utilizados para su elaboracién y que las
interacciones que se llevan a cabo son por enlaces de hidrogeno, que mejoran

propiedades de estabilidad térmica.

Las fibras electroestiradas presentan actividad antimicrobiana después del

proceso de electroestirado.

Se logrd incorporar bacteriocinas a estructuras nanométricas unidimensionales
como las nanofibras electroestiradas. La ventaja de utilizar ingredientes permitidos
en la industria de alimentos representa un potencial de aplicacion. Por lo anterior
se requieren estudios de liberacion bajo diferentes condiciones de pH y actividad
enzimatica de las nanofibras cargadas con nisina, ligados ensayos
microbioldgicos.
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Cuadro 9-1 Abreviatura revistas cientificas

Food chemistry J Mater Sci: Mater Med

Food Hydrocolloids LWT - Food Science and Technology
Food Microbiology Materials Letters

Food Technol.

J. Agric. Food Chem.
Food Control
Acta Chim. Slov

Cuadro 9-1 Abreviaturas

An.mat analisis matematico Min.
etc. etcétera h
fig. figura ul
°C Grado centigrado mS
cl centilitro Cp
cm centimetro FTIR
°K grado Kelvin ug
mg miligramo EE
mL mililitro

log logaritmo base 10

log, logaritmo base a

mV milivolts

wm micrometro

nm nanometro

MJ megajoule (s)

ml mililitro (s)

mm milimetro

minutos

horas

microlitros

mili Siemens

Centiposios

Espectroscopia de infrarrojo
microgramos

Eficiencia de encapsulacion
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