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RESUMEN

Las peliculas comestibles (PC) se han posicionado como una de las alternativas mas
eficientes ante el uso de empaques sintéticos en alimentos. La incorporacién de
ingredientes funcionales a las PC ha ganado gran relevancia, debido a que pueden
prolongar la vida util de los alimentos y brindar beneficios a los consumidores.

En este trabajo se elaboraron cuatro PC: pelicula con almidon de papa y suero
fermentado con L. acidophilus (S1), pelicula con almidén de papa y suero fermentado
con L. rhamnosus (S2), pelicula con almidon de papa y suero sin fermentar (S3) y pelicula
con almidon de papa y glicerol (S4). Se evaluaron los parametros de color, humedad y
proteina, permeabilidad al vapor de agua y la viabilidad de las bacterias acido-lacticas
(BAL) antes y después de la simulacion gastrointestinal. Las peliculas se aplicaron a
gueso tipo Manchego y se almacenaron durante 14 dias en empaques de PET. Se evalud
el color, la viabilidad de las BAL antes y después de la simulacion gastrointestinal y se

realizdé un analisis sensorial.

Los resultados mostraron que la incorporaciéon de suero fermentado, almidén de papa y
BAL permite obtener peliculas comestibles flexibles y de un ligero color blanquecino,
mostrando que la luminosidad de las peliculas se afecté por la composicion. Por otro
lado, la poblacién de Lactobacillus en las PC fue entre 7 y 8 ciclos logaritmicos (CL),
después de la simulacion intestinal existi6 un aumento de las BAL entre 0.72 y 1.67 CL

debido a que el pH del fluido géastrico desintegr6 a la PC y por tanto liber6 a las BAL.

Por otro lado, la aplicacion de PC en queso tipo Manchego generd en estos un color
blanquecino-opaco derivado de la presencia de suero de leche fermentado. La poblacion
de L. acidophilus y L. rhamnosus después del almacenamiento a 5°C se mantuvo por
arriba de 6 CL, indicando que la temperatura de almacenamiento no afecto la viabilidad
de los microorganismos. Finalmente, la evaluacion sensorial de queso cony sin peliculas
mostré un grado de me gusta y me gusta mucho en los 3 atributos evaluados (olor, sabor

y textura).



1. INTRODUCCION

A lo largo del tiempo, la creciente demanda de los consumidores por adquirir alimentos
frescos ha llevado a la industria alimentaria a desarrollar empaques alternativos, que
aseguren la calidad de los alimentos y reduzcan el impacto en el medio ambiente. De
esta manera, las peliculas y recubrimientos comestibles han ganado una consideracion
significativa en los dltimos afios, debido a su bajo costo y versatilidad para incorporar
compuestos funcionales, los cuales contribuyen a la conservacién del alimento y a la vez,
producen beneficios al consumidor (Hashemi et al., 2022). Recientemente, compafiias
enfocadas en la investigaciéon de mercados, mencionan que el mercado de empaques
comestibles podria tener un valor de 2,140 millones de ddlares para el afio 2030, con
una tasa de crecimiento anual de 6.79 % frente a 783.32 millones del 2021 (Wai et al.,
2022).

Las peliculas comestibles (PC) consisten en una capa delgada preformada, adicionada
de compuestos comestibles (generalmente hidrocoloides, proteinas y lipidos) que se
aplican a los productos alimenticios, para aumentar su resistencia y prolongar su vida util
(Diaz-Montes y Castro-Mufioz, 2021; (Chen et al., 2022). Ademas, las PC pueden ser
adicionadas con compuestos funcionales, entre los que destacan probiodticos,
prebibticos, compuestos bioactivos, vitaminas, entre otros; la incorporacion de
probioticos a PC se ha estudiado en los ultimos afios, debido a los beneficios que otorgan
a la salud de los consumidores, principalmente a nivel gastrointestinal y por su capacidad
de inhibir microorganismos causantes del deterioro sobre todo en alimentos perecederos.
En este sentido, productos como los quesos, los cuales suelen proporcionar ambientes
ricos en nutrientes, favorecen el crecimiento de microorganismos indeseables,
provocando que puedan deteriorarse rapidamente (Pop et al., 2020), dando como
resultado la formacién de malos sabores y olores, asi como cambios en su textura y
apariencia. Es por esto, que el objetivo de este trabajo fue, evaluar la vida util de queso
tipo Manchego empacado con PC a base de almidon de papa, suero de leche y bacterias

acido-lacticas.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Deterioro de los alimentos

2.1.1. Definicion

El deterioro de los alimentos es el proceso en el que un producto alimenticio sufre
alteraciones negativas de sus atributos de calidad que lo vuelven inadecuado para su
consumo. La FAO (2012) afirma que aproximadamente un tercio de los alimentos
producidos en el mundo para el consumo humano se pierde cada afio debido a un
deterioro, lo que equivale a aproximadamente 1,300 millones de toneladas al afio. Esto
representa una pérdida de recursos, asi como una contaminacion significativa por las

emisiones de gases de efecto invernadero durante su produccion.

2.1.2. Tipos de deterioro de alimentos

2.1.2.1 Deterioro fisico

Un alimento experimenta deterioro fisico cuando su superficie o capa protectora sufre
modificaciones por golpes, cortes o magulladuras durante su manipulacién, procesado y
almacenamiento, afectando su estructura e integridad y resultando en una alteracién
acelerada. La presencia de particulas u objetos de suciedad en los productos alimenticios
también puede provocar este tipo de deterioro y, por lo tanto, un rechazo por parte del
consumidor. No obstante, los factores fisicos como la temperatura, humedad, actividad
del agua y presion también pueden provocar el deterioro de los alimentos por un control
inadecuado. En este sentido, las alteraciones fisicas desempefian un papel importante
como desencadenantes de otros tipos de alteraciones fisicoquimicas causadas por la
congelacion, quema o secado (Coll et al.,, 1999). Asi, la posibilidad de deterioro y
contaminacion quimica o microbiana aumenta debido a que la capa exterior protectora
del alimento ya se encuentra negativamente modificada y los microorganismos pueden

ingresar al alimento mas facilmente.

2.1.2.2 Deterioro quimico

Una gran variedad de reacciones quimicas también puede conducir al deterioro de los
alimentos. Cada reaccion puede involucrar diferentes reactivos o sustratos, segun el
alimento y las condiciones especificas de manipulacién, procesamiento vy

almacenamiento (Fennema y Tannenbaum, 1992). En la Tabla 1 se muestran las
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reacciones quimicas mas significativas implicadas en el deterioro de los alimentos, asi

como algunos ejemplos en dénde se ven reflejados sus efectos.

Tabla 1. Reacciones quimicas y bioquimicas que contribuyen al deterioro y/o calidad
alimentaria.

Tipo de reaccion

Ejemplos

Pardeamiento no

enzimatico

Pardeamiento enziméatico

Oxidacion

Hidrodlisis
Interacciones con
metales

Isomerizacion de los

lipidos
Ciclizacion de lipidos
Polimerizacion de lipidos

Desnaturalizacion

proteica

Formacioén de enlaces

cruzados proteicos

Alimentos horneados

Frutas cortadas o golpeadas

Lipidos (sabores extrafios), degradaciéon de
vitaminas, decoloracién de pigmentos, proteinas

(pérdida de valor nutritivo)

Lipidos, proteinas, vitaminas, carbohidratos,

pigmentos

Formacion de complejos (antocianinas), pérdida de

magnesio de la clorofila, oxidacion catalitica

Cis-trans; sin conjugar-conjugados

Acidos grasos monociclicos
Formacion de espuma durante la fritura profunda

Coagulacion de la clara de huevo, inactivacion

enzimatica

Pérdida de valor nutritivo durante el procesado

alcalino

12



Sintesis de polisacaridos En los productos vegetales después de cosechados

_ N Tejidos animales post mortem, tejidos vegetales
Cambios glucoliticos
postcosecha.

(Tomada de Fennema y Tannenbaum, 1992).

Las alteraciones quimicas mas destacadas que ocurren durante el procesamiento y
almacenamiento de los alimentos son la oxidacion de lipidos (rancidez) y el pardeamiento
enzimatico, puesto que cuando los alimentos de origen animal o vegetal se eliminan de
su fuente natural, los cambios quimicos comienzan rapidamente a deteriorar la estructura
de los alimentos. En este sentido, las reacciones quimicas alteran la calidad comestible,
incluido el deterioro del color, la apariencia, la textura, el aroma, el sabor, la nutricién, la

seguridad y las propiedades funcionales (Erkmen y Bozoglu, 2016).

2.1.2.3 Deterioro microbiologico

Diversos microorganismos existen naturalmente en muchos alimentos, sin embargo,
cuando se exponen a condiciones de almacenamiento inadecuadas se favorece el
deterioro microbiano, en donde los microorganismos pueden multiplicarse rapidamente
y liberar toxinas peligrosas incluso si los alimentos que se consumen se cocinan a una
temperatura segura. Los grupos de microorganismos causantes de deterioro son
bacterias, levaduras y hongos, siendo las bacterias las principales responsables de
algunos de los eventos de deterioro mas rapidos y evidentes en alimentos. No obstante,
aungue el crecimiento de levaduras y mohos sea generalmente mas lento que el de las
bacterias, cuentan con una amplia capacidad de utilizar una variedad de sustratos y una
tolerancia a condiciones mas extremas que las bacterias (vegetativas), convirtiéndolos

en formidables agentes de descomposicion (Petruzzi et al., 2017).

En este sentido, Erkmen y Bozoglu (2016) afirman que el crecimiento microbiano en un
alimento ocurre con el metabolismo de nutrientes, como carbohidratos, compuestos
proteicos, compuestos nitrogenados no proteicos, lipidos por hidrdlisis, por fermentacion

y por putrefaccion, desencadenando cambios inaceptables.
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2.1.3. Principales alimentos que sufren algun tipo de deterioro

2.1.3.1 Productos lacteos

La leche tiene un proceso de deterioro Unico debido a su alto contenido de lactosa, grasa,
proteina y por las condiciones en las que se almacena. A medida que aumenta el
crecimiento de microorganismos, los componentes de la leche experimentan distintos
cambios que conducen a subproductos en mal estado (Lu y Wang, 2017). Magar (2021)
explica que los defectos en la leche por deterioro microbiano se pueden reflejar en
sabores desagradables, produccion de gas, produccion de acido lactico (acidificacion),

protedlisis, lipdlisis con desarrollo de rancidez y cuajados.

Los microorganismos predominantes que provocan el deterioro de la leche y sus
productos derivados pueden variar ampliamente segin una combinacion de factores
como el tipo de leche y producto lacteo, el método de procesamiento, la temperatura de
almacenamiento, el pH, la concentracién de oxigeno y la fuente de contaminaciéon (Lu y
Wang, 2017). Estos incluyen especies bacterianas como Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas,

coliformes, entre otros.

2.1.3.2 Frutas y hortalizas postcosecha

Las frutas y hortalizas frescas son los productos mas susceptibles al deterioro
postcosecha y por consecuente a graves pérdidas. Las razones incluyen cambios
fisiologicos como la senescencia y maduracion acelerada, dafios mecanicos causados
por magulladuras debidas a roces, comprensién o impactos agresivos, dafio quimico y
causas patologicas como la descomposicion por microorganismos (InfoAgro, 2019).

Las bacterias pertenecientes a los géneros Erwina y Pseudomonas son las principales
causantes de pudriciones en frutas y hortalizas. De igual manera, diferentes tipos hongos
fitopatogenos pueden desarrollarse productos ya dafados, incluidos Botrytis cinerea,
Alternaria alternata, Penicillium italicum, P. digitatum, P. expansum, Monilia fructicola, M.

laxa, Rhizopus stolonifer, Botryiodiplodia theobromae, etc. (Youssef et al., 2022).
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2.1.3.3 Carnicos

El deterioro de la carne puede presentarse debido a tres causas fundamentales, la
oxidacion, la autolisis enzimatica y el crecimiento microbiano. En la carne de vaca, cerdo
o de aves los fosfolipidos de las membranas celulares o mitocondriales son muy
oxidables debido a su alto contenido de acidos grasos insaturados. Por otro lado, en la
carne fresca la oxidacién no limita su conservacién en frio, sin embargo, en la carne
triturada, el enranciamiento aparece a los dos o tres dias de su conservacion (Coll et al.,
1999). Los principales defectos incluyen sabores amargos, decoloracion, produccion de

gas y disminucién del pH (Borch et al., 1996).

La supervivencia y el crecimiento de microorganismos en la carne como Acinetobacter,
Aeromonas, Alteromonas, Escherichia, Enterobacter, Enterococcus, Flavobacterium,
Lactobacillus, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas y Streptococcus, estan influenciados
por la composicion de la atmésfera que rodea la carne, asi como de los nutrientes que

contiene (Magar, 2021).

2.1.4. Métodos de control de deterioro

Las diferentes causas de deterioro en los alimentos pueden generar graves
consecuencias para la salud de los consumidores, sin embargo, la industria alimentaria
ha desarrollado métodos de control de deterioro, clasificados en fisicos y quimicos, con

el objetivo de mejorar la seguridad y vida util de diferentes productos alimenticios.

2.1.4.1 Métodos fisicos de control de deterioro

Los métodos fisicos estan destinados principalmente a extender la estabilidad de los
alimentos, al ralentizar o suprimir los mecanismos de deterioro mediante el cambio de
parametros relevantes. Dentro de esta clasificacion se encuentran los tratamientos
térmicos como la esterilizacion comercial, pasteurizacion y el procesamiento a ultra alta
temperatura (UHT) (Lu y Wang, 2017). Otros métodos involucrados para prolongar aun
mas la vida util de los alimentos son la microfiltracion y el procesamiento a alta presion,

bastante util para eliminar bacterias sobre todo esporuladas.

Por otro lado, esta el uso de bajas temperaturas como la refrigeraciéon y congelacion, que
reducen la actividad microbiana. La refrigeracibn a temperaturas inferiores a 5 °C

ralentiza el crecimiento de microorganismos y mantiene los alimentos frescos durante
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unos dias. La congelaciéon a -10 °C detiene el crecimiento microbiano, pero generalmente
no mata los microorganismos y mantiene los alimentos frescos por meses (Choramo,
2022).

Otros métodos fisicos son la radiacion ionizante como los rayos X, los rayos gamma, y
la radiacion ultravioleta tipo C (264nm), métodos que tienen gran poder germicida y por
ende se puede utilizar en ciertos alimentos para reducir las bacterias patdgenas y
prolongar la calidad de los alimentos frescos perecederos sin alterar su contenido

nutricional (Andrews et al., 1998).

2.1.4.2 Métodos quimicos de control de deterioro

El proposito de usar un agente quimico como conservante es retardar el deterioro de los
alimentos causado por microorganismos. Existen varios aditivos tradicionales que
pueden emplearse como métodos quimicos, los cuales incluyen el cloruro de sodio, la
sacarosa, el vinagre y las especias (orégano, tomillo, clavo de cardamomo, curcuma,
comino, entre otros). Cada ingrediente tiene una forma especifica de afectar a los
microorganismos. Por ejemplo, el cloruro de sodio puede provocar un aumento de la
presion osmotica, el encogimiento de las células y la deshidratacion a través de la
extraccidon de agua (Garcia-Garcia y Searle, 2015). Una concentracién elevada de
sacarosa afecta la actividad de agua de los alimentos haciendo que esta disminuya, lo
cual es crucial para el desarrollo y proliferacion de microorganismos. El vinagre crea un
ambiente &cido para el crecimiento de microorganismos y las especias retrasan el
desarrollo de microorganismos, debido a la presencia de sustancias antimicrobianas en
estas (Surekha y Reddy, 2014).

Por otro lado, a escala industrial se suelen incluir aditivos quimicos como los benzoatos,
sorbatos, nitritos, sulfitos, entre otros, los cuales al ser agregados a los alimentos pueden
alterar la membrana celular de los microorganismos, sus actividades enzimaticas o sus
procesos genéticos, no sin antes emplear un método fisico de control de deterioro. Uno
de los aditivos quimicos mas usados es el benzoato de sodio, se usa para eliminar
microorganismos que no pueden sobrevivir en ambientes acidos e inhibe el crecimiento
de levaduras (Walczak-Nowicka y Herbet, 2022). La importancia del nitrito de sodio
radica en la inhibicion de las bacterias formadoras de esporas basada principalmente en
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la liberacion de acido nitroso y oxidos de nitrégeno (Surekha y Reddy, 2014). El diéxido
de azufre y los sulfitos son mas eficaces contra las bacterias que mohos y levaduras, asi,
debido a su fuerte poder reductor, baja la tension de oxigeno por debajo del nivel
requerido por los organismos aerobicos y por la accion directa sobre ciertas enzimas,

inhibiendo a los microorganismos (Prabhakar y Mallika, 2014).

2.2 Productos lacteos

2.2.1. Generalidades

La leche es una mezcla heterogénea definida como una emulsion de proteinas, grasas,
vitaminas, minerales y carbohidratos disueltos, especialmente lactosa, en agua
(Bhavbhuti, 2015), la leche se ha convertido en un producto basico, debido a su alto
contenido en proteinas, grasas y carbohidratos. En 2021, el valor del mercado lacteo en
todo el mundo se estimé en unos 871 mil millones de délares, y se prevé que aumente a
1,128 mil millones de dolares para 2026 (Shahbandeh, 2022).

De acuerdo con la FAO (2022), en 2022 la produccion mundial de leche se pronosticé en
alrededor de 930 millones de toneladas, un 0.6% mas que en 2021, confirmando la
creciente demanda del sector lacteo. Asi, debido a que la produccion de leche juega un
papel importante en el procesamiento, una amplia variedad de subproductos se sigue
desarrollando, entre los que destacan: mantequilla, queso, crema, leche en polvo, yogur,

suero de leche, helados, entre otros.

2.2.2 Produccién de la leche

Antes de que la leche se transforme en cualquier subproducto, se llevan a cabo una serie
de pasos para su produccion, en donde se deben cumplir ciertos requisitos
reglamentarios y de calidad. En primera instancia, la leche cruda se recolecta y enfria a
una temperatura particular en los llamados silos de leche para prepararla para su
posterior procesamiento. Posteriormente, la leche se filtra y clarifica para eliminar
residuos como polvo, tierra y los coagulos de proteinas y asi evitar la obstruccion de los
equipos posteriores (Bella y Rao, 2021). La eliminacién de la nata o el desnatado se
realiza mediante centrifugacion, seguido de una estandarizacién para fijar el contenido
de grasa de la leche. Para eliminar microorganismos patdgenos se realiza la

pasteurizacion, aplicando diferentes procesos, generalmente a 72—75 °C durante 15 s o
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a 61.5 °C durante 30 min. Asi pues, la leche pasa al proceso de homogeneizacién y es
almacenada en tanques para su posterior transformacion en diferentes derivados lacteos
o simplemente pasa al proceso de embalaje y almacenamiento apropiado como leche
tratada o pasteurizada (Singh y Bennett, 2002).

2.2.3 Propiedades nutricionales de laleche y sus derivados

La leche y sus derivados son alimentos ricos en nutrientes que proporcionan energia y
proteinas de alta calidad, con una gama de micronutrientes esenciales, como calcio,
magnesio, potasio, zinc y fosforo (Pfeuffer y Watzl, 2018). Por lo que, son considerados
una buena fuente de minerales, mismos que favorecen la salud 6sea y ademas, reducen
moderadamente la absorcion de grasas (Decker y Park, 2010). Asi mismo, contienen
vitaminas hidrosolubles entre las que destacan: tiamina (B1), riboflavina (B2) y
cobalamina (B12) y dependiendo del contenido de grasa, contiene vitaminas Ay D (Fox
et al., 2015).

De igual manera, tanto los productos lacteos enteros como los descremados o bajos en
grasa pueden ser buenas fuentes de proteinas, calcio, vitaminas B y vitamina D. Los
productos lacteos que se someten a fermentacion, como el yogur y algunos quesos,
tienen mayor aporte de calcio y sodio, ademas contienen bacterias &cido-lacticas
saludables, que pueden beneficiar la salud digestiva (Gorska-Warsewicz et al., 2019). La
Tabla 2 muestra una comparativa de los nutrientes aportados en distintos productos
lacteos.

18



Tabla 2. Aporte de nutrientes de algunos productos lacteos comunmente consumidos.

Leche entera Yogur cremoso Queso
blanco

Energia (Kcal) 60 110 150
Proteinas (g) 3.0 3.0 11
Carbohidratos 11.0 4
) 5.0
Grasa () 3.0 6.0 10
Sodio (mg) 30 0 70
Calcio (mg) 110 130 150
Hierro (mg) 0.2 0 0
Fésforo (mg) 80 90 0
Vitamina A (U.I) 200 0 0
Vitamina B1 (mg) 0.1 0 0
Vitamina B2 (mg) 0.2 0 0

(Tomada de Licata, 2023)

El perfil de lipidos de la leche y sus derivados consta de docenas de tipos de
acilgliceroles, colesteroles y acidos grasos. Stefanov et al. (2010) afirman que las grasas
saturadas componen la mayor parte del contenido total de grasa en la leche, aunque la
composicion especifica de la leche varia considerablemente segun distintos factores
como el método de alimentacion animal, la genética, el medio ambiente, la etapa de

lactancia y el método de procesamiento de cada producto.
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2.2.4. Reacciones que afectan a los productos lacteos

Una de las causas de deterioro en la leche y los productos lacteos se le atribuye a la
presencia de bacterias psicotréficas que se desarrollan en temperaturas inadecuadas de
almacenamiento o procesamiento (Erkmen y Bozoglu, 2016), desencadenando las

reacciones de protedlisis o lipdlisis.

2.2.4.1 Protedlisis

La protedlisis es el proceso enzimatico mediante el cual las proteinas se degradan en
componentes polipeptidicos o aminoacidos. La leche cruda contiene diferentes enzimas
proteoliticas, que pueden provocar alteraciones en los constituyentes de la leche e influir
en la calidad de los productos lacteos finales. En la mayoria de los casos, los suministros
de leche cruda contienen proteasas termoestables o0 microorganismos capaces de
producirlas. Especies psicrotroficas como Alcaligenes, Flavobacterium, Bacillus,
Micrococcus y Pseudomonas actlan principalmente durante el almacenamiento de la
leche, antes del tratamiento térmico, donde producen proteasas extracelulares que
hidrolizan proteinas y asi dan lugar a la protedlisis (Erkmen y Bozoglu, 2016). De esta
manera, la hidrdlisis de proteinas es favorecida a bajas temperaturas y produce sabores

amargos, afrutados y putridos debido a la liberacion de péptidos.

La protedlisis en la leche esterilizada mediante UHT se desarrolla, cuando las bacterias
psicrotroficas en la leche cruda producen proteasas, estas pueden atacar a las caseinas
y a las proteinas del suero, lo que provoca la coagulacién de la leche y el desarrollo de
sabores amargos (Grieve y Kitchen, 1985). Dado que la proteina de caseina es la
estructura principal de productos lacteos como el queso, la protedlisis puede hacer que

el queso se ablande o se descomponga con el tiempo (Sousa et al., 2001).

2.2.5.1 Lipdlisis

La lipdlisis es definida como la hidrolisis enzimética de las grasas por las enzimas lipasas.
Las bacterias psicrotroficas como Alcaligenes, Bacillus, Clostridium, Micrococcus,
Pseudomonas, Proteus y Staphylococcus producen lipasas extracelulares que hidrolizan
la grasa de la leche (Erkmen y Bozoglu, 2016). En este sentido, se producen acidos
grasos libres, que tienen efectos tanto perjudiciales como deseables en la leche como

son los productos lacteos ricos en grasa como la nata y la mantequilla. De acuerdo con
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(Deeth, 2022), el efecto mas comun de la lipdlisis es la presencia de sabores
desagradables, derivado de la presencia de acidos grasos de cadena corta
(particularmente, el acido butirico y caproico), sobre todo cuando estan presentes en
altas concentraciones, estos también suelen producir aldehidos y cetonas. (Erkmen y
Bozoglu, 2016). De esta manera, la lipdlisis en la leche y los productos lacteos provoca
olores y sabores indeseables causando una preocupacion constante en la industria

lactea.

2.2.5 Queso

El queso es un producto derivado de la leche que se obtiene por la coagulacién de la
leche cruda o pasteurizada, constituido esencialmente por la caseina (FAO, 2018), una
sustancia semisolida que se separa parcialmente del suero y que se produce de forma
natural si la leche no se usa con prontitud. El queso ocupa el segundo lugar en la industria
lactea después de la leche, por lo que se espera que el mercado mundial del queso
crezca de 249, 420 millones de ddlares en 2023 a 323.75 mil millones en 2027 de dolares
en 2026 (Research and Markets, 2022).

Las caracteristicas nutricionales y sensoriales de los quesos dependen de las
propiedades y cualidades nutricionales de la leche con la que son elaborados, asi como
del procedimiento en su elaboracion y de los microorganismos utilizados (Barron et al.,
2019). El proceso general de elaboracion del queso se lleva a cabo a partir de la
coagulacion de la caseina, ya sea por la accion enzimética de una sustancia o enzima
coagulante (cuajo) u otro coagulante de tipo acido como el acido lactico (Ramirez-Lopez
y Vélez-Ruiz, 2012). Posteriormente, la etapa del desuerado del gel tiene como objetivo
eliminar el agua o lactosuero del coagulo que se haya formado. Las etapas siguientes
varian dependiendo el tipo de queso, pero generalmente corresponden al moldeado,

prensado, salado, oreado y finalmente su empaquetado.

Todos los tipos de quesos ya sean de cuajo o curados al acido, se pueden clasificar en
blandos, semiblandos (semiduros), duros o muy duros segun su contenido de humedad.

La Figura 1 muestra la clasificacion del queso de acuerdo con dichos criterios.
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Figura 1. Criterios de clasificacion del queso (Tomada de Ramirez-Lépez y Vélez-Ruiz,
2012).

Asi, en relacion con su grado de humedad, los quesos blandos o suaves suelen tener
aproximadamente 55%, los quesos semiduros entre un 44 y 55% y los quesos duros

entre un 20 y 42% (Ramirez-LOpez y Vélez-Ruiz, 2012).

2.2.5.1 Queso tipo Manchego

El queso Manchego es un queso espaiiol con denominacién de origen protegida, y se
elabora exclusivamente con leche de oveja de raza manchega de la region “La Mancha”
(Taborda et al., 2007). En México, se utiliza la denominacién queso “tipo Manchego” para
el producto que es elaborado a partir de la leche pasteurizada de vaca de origen nacional
y de una mezcla de quesos, cultivos lacticos, colorantes y aditivos. Asi, se somete a los
procesos de coagulacién, cortado, desuerado, fermentado, salado, prensado y
madurado, minimo por 7 dias y debe cumplir con una coloracion ligeramente amarilla y
una consistencia semidura (PROFECO, 2020).

El queso tipo Manchego se caracteriza principalmente por tener un gran contenido de
proteinas y por ser una fuente rica en calcio, ademas de contener las vitaminas A, Dy E,
fundamentales para diferentes procesos metabdlicos de cultivos lacticos (Llorens, 2019).
De igual manera, es considerado como un queso rico en grasas sin embargo también se

caracteriza por ser bajo en lactosa y de facil digestion (Kassell, 2016).
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Si este tipo de queso se almacena de una manera adecuada puede tener una vida util
de hasta 3 meses, no obstante, una vez abierto tiene una vida util mucho mas corta de
semanas o dias (Foodie Champ, 2022). Asi, al ser un alimento perecedero, también es
un alimento susceptible al deterioro acelerado a cargo de microorganismos y reacciones

guimicas que afectan su calidad.

Por consiguiente, para combatir la creciente necesidad y demanda de calidad y
seguridad en los alimentos y prevenir su deterioro acelerado, se han llevado a cabo
avances significativos en la tecnologia de envasado de alimentos, como lo es el

desarrollo de peliculas comestibles.

2.3 Peliculas comestibles

2.3.1 Definicion

Las peliculas comestibles (PC) son capas delgadas de materiales comestibles que
recubren o envuelven un producto alimenticio para actuar como una barrera para el
entorno que lo rodea (Janes y Dai, 2012). Ademas, pueden servir como portadores de
agentes antimicrobianos naturales o quimicos, antioxidantes, enzimas, vitaminas o

minerales, probidticos, prebidticos, entre otros.

A pesar de que un recubrimiento comestible puede definirse también como una capa
delgada de material comestible, la principal diferencia entre una pelicula y un
recubrimiento comestible es que el recubrimiento se aplica en forma liquida sobre el
alimento, generalmente sumergiendo el producto en una sustancia generadora de la
solucion formada por la matriz estructural y la pelicula comestible primero se elabora
como lamina solida, para después aplicarla como envoltura sobre el producto alimenticio
(Falguera et al., 2011).

Sin embargo, los materiales de los empaques comestibles normalmente no estan
destinados a reemplazar por completo los empaques convencionales. Mas bien, se trata
de mejorar la conservacion de los atributos de calidad de los alimentos mediante el uso

de empaques comestibles primarios junto con empaques no comestibles secundarios
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para agregar proteccion adicional contra la atmésfera y evitar la contaminacion por

microorganismos o particulas extrafias (Janjarasskul y Krochta, 2010).

2.3.2 Componentes para su elaboracion

Las PC generalmente se preparan disolviendo el ingrediente comestible en agua, alcohol
0 una mezcla de solventes. Asi mismo, se suele afadir un plastificante a la solucion para
mejorar la flexibilidad y la elasticidad. Ademas, se suelen adicionar aditivos, como
agentes antimicrobianos, colores y sabores, que se pueden combinar con la solucion
para obtener propiedades y funcionalidades especificas de la pelicula en funcién de la

aplicacién final (Janjarasskul y Krochta, 2010).

Las PC se clasifican en cuatro categorias, dependiendo los principales materiales
utilizados para su elaboracion: hidrocoloides, proteinas, lipidos y peliculas compuestas
(Figura 2).

{ Peliculas comestibles J

T T
. ey
T T
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Tl
/,- Hidrocoloides \ /_ Proteinas \ /‘_ Lipidos L Pelicula compuesta

Celulosa Selatina Cerasy

Qitina y quitosano parafinas
Almidén Zeina de malz Grasas
Gomas Trigo Aceite

4 Coldgeno N /
Caseina

N /

Figura 2. Clasificacion de los principales materiales de las peliculas comestibles
(Tomada y adaptada de Trinetta, 2016).
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2.3.2.1 Hidrocoloides

Los hidrocoloides son polimeros hidrofilicos de origen vegetal, animal, microbiano o
sintético que generalmente contienen muchos grupos hidroxilo (Janes y Dai, 2012),
presentan una gran viscosidad cuando se disuelven en agua, lo que genera al sistema
una sensacion espesa. Trinetta (2016), afirma que las peliculas resultantes suelen tener
un aspecto inodoro, insipido, flexible, transparente, resistente a aceites y grasas, soluble
en agua y poseen buenas propiedades de barrera al oxigeno, dioxido de carbono y
lipidos. Dentro de este grupo se encuentran diferentes tipos de almidones que son
ampliamente utilizados para la elaboracién de peliculas, pues son considerados como
un recurso renovable, rentable y ampliamente disponible. Ademas, Jiménez et al. (2012)
afirman que los almidones nativos y modificados juegan un papel importante en la
industria alimentaria porque pueden cambiar sus propiedades fisicas en la formacion de
diferentes peliculas. Dentro de los hidrocoloides mas utilizados se encuentra el almidon

de papa.

2.3.2.1.1 Almidén de papa
El almidén es un polimero no téxico que se obtiene de manera natural de las plantas y
es considerado como una fuente de alimento, por lo que se puede utilizar de forma

segura como material de empacado de alimentos (Bertoft y Blennow, 2016).

Algunas fuentes de obtencién del almidén son principalmente tubérculos como la papa o
cereales, en el caso de la papa, el almidon se encuentra en forma de granulos distintos
de aproximadamente 10 a 100 ym de diametro (Hoover, 2001). Los granulos estan
formados por dos polisacaridos que consisten exclusivamente en glucosa como
componente monomeérico. El componente minoritario del almidén es la amilosa (Figura
3a), por lo que la papa contiene de un 20 a un 27 % de amilosa del peso del almidén
total (Karlsson et al., 2007). La amilopectina, representada en la Figura 3b, es el
componente principal de los almidones en general, y en la papa nhormalmente constituye
entre el 70 y 80% del peso (Hoover, 2001).

25



a. CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

OH \ OH OH OH
n

Enlace o -(1-4)

Amilosa

CH,OH
OH 0
b Enlace
a-(1-6)

— / —_—

CH,OH CH,OH CH,OH

CH,
) . .
0 ¢ Q Amilopectina
— OH -0\ oH Llo-\, oH -0-\ oH -
OH OH OH

OH

Figura 3. Estructura quimica de la amilosa (a) y la amilopectina (b) (Tomaday
modificada de (Visakh et al., 2012).

En comparacién con otros almidones comerciales, el almidon de papa también tiene
algunas propiedades Unicas que se atribuyen directamente a sus estructuras granulares

y moleculares (Bertoft y Blennow, 2016).

2.3.2.2 Proteinas

Las PC a base de proteina se forman a partir de soluciones o dispersiones de la proteina
a medida que se evapora el solvente, el cual generalmente se disuelve en agua, etanol
0 mezclas de etanol y agua (Bourtoom, 2008). Las peliculas de proteinas son buenas
barreras contra el oxigeno a bajas humedades relativas, asi como buenas candidatas
para el transporte de agentes antimicrobianos y antioxidantes, pero no resisten la difusion
del agua, a diferencia de las peliculas de polisacaridos (Janes y Dai, 2012). En este
sentido, se ha demostrado que el suero de leche contiene un elevado porcentaje de
proteinas hidrosolubles, por lo que a través de un tratamiento con distintas tecnologias
pueden obtenerse concentrados proteicos como suero en polvo, suero en polvo

desmineralizado, lactosa en polvo, suero en polvo deslactosado y suero reducido en
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lactosa, con una amplia aplicacién en la industria alimentaria, como lo es la elaboracién
de PC (Parzenese, 2013).

2.3.2.2.1 Suero de leche

El liquido que queda después de la eliminacion de la grasa y la caseina de la leche por
coagulacion isoeléctrica o inducida por cuajo de la caseina, se denomina suero de leche
o lactosuero (Fox et al., 2017). Los tipos de suero se clasifican dependiendo de la
eliminacién de la caseina, el suero acido resulta del proceso de fermentacion o adicion
de &cidos organicos o minerales, que coagulan la caseina y generalmente no contiene
grasa. El suero dulce esta basado en la coagulacion por la enzima renina a pH 6.5y su
composicién varia segun su origen (Parra-Huertas, 2009).

Las proteinas del lactosuero son proteinas lacteas solubles, que representan
aproximadamente el 20% de las proteinas lacteas totales. La B-lactoglobulina, la a-
lactoalbumina, la proteasa, la albumina sérica y las inmunoglobulinas forman las
proteinas del suero bovino y cuentan con caracteristicas funcionales, como la solubilidad
en un amplio rango de pH, que las convierten en un ingrediente ideal para la formulacion
de PC.

2.3.2.3 Lipidos

De acuerdo con Trinetta (2016), las PC a base de lipidos se desarrollaron
especificamente para limitar la migracion de humedad dentro de los alimentos, debido a
su polaridad relativamente baja. La distribucién de los grupos quimicos, la longitud de las
cadenas alifaticas y el grado de insaturacion, afectan la polaridad de los lipidos, por lo
tanto, podrian comportarse de diferentes maneras con respecto a la transferencia de
humedad (Dehghani et al., 2017). Con el fin de aumentar la flexibilidad de las PC, se
han utilizado ampliamente diversos plastificantes, el glicerol es uno de los mas
seleccionados, debido a que también puede aumentar la permeabilidad de la pelicula al

gas, al vapor de agua y los solutos (Jouki et al., 2013).

2.3.2.3.1 Glicerol
El glicerol es un compuesto alcohdlico con tres grupos hidroxilo, producido por la

hidrélisis de los triglicéridos, o como subproducto durante la fabricacion de jabén vy
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biodiesel (American Chemical Society, 2007). La férmula quimica es 1,2,3 propanotriol,

1,2,3 trihidroxipropano o C3HgOs.

El glicerol es un plastificante hidrofilico y, cuando se agrega en un nivel adecuado con
respecto al contenido de un biopolimero puede reducir las fuerzas intermoleculares y
aumentar la movilidad de sus cadenas. En este sentido, generalmente es utilizado para
mejorar las propiedades mecénicas de las PC, ya que aumenta su capacidad a la

flexibilidad, ademas de que no afecta el color (Ghasemlou et al., 2011).

2.3.2.4 Peliculas compuestas

La combinacién entre polimeros para formar peliculas compuestas se debe a la
interaccion de proteinas y carbohidratos, proteinas y lipidos, carbohidratos y lipidos, o
polimeros sintéticos y polimeros naturales (Shit y Shah, 2014). El objetivo principal de
producir una pelicula compuesta es mejorar la permeabilidad y las propiedades

mecanicas de acuerdo con la necesidad de una aplicacion especifica.

Asi, debido a que las peliculas fabricadas so6lo con lipidos carecen de integridad
estructural y son quebradizas, a menudo se incorporan a matrices de polisacaridos o
proteinas para formar peliculas compuestas para obtener sistemas de empaquetado
mecanicamente solidos (Shit y Shah, 2014). La incorporacién de lipidos en peliculas y
recubrimientos comestibles también puede mejorar la cohesion y la flexibilidad creando

mejores barreras contra la humedad (Desobry y Arab-Tehrany, 2014).

2.3.3 Aplicaciones en los alimentos

Las PC han sido aplicadas en diferentes alimentos. Por ejemplo, en productos lacteos
pueden reemplazar las capas comerciales no comestibles, como la parafina o el acetato
de polivinilo (Galus y Kadzihska, 2015). En las frutas y verduras recién cortadas, pueden
actuar como barreras contra la humedad o los gases, lo que puede retrasar las
reacciones de pardeamiento (Kandasamy et al., 2021). En carne y productos carnicos,
Galus y Kadzinska (2015) mencionan que pueden presentar actividad antimicrobiana,
evitando el crecimiento de microorganismos. En pescados o mariscos crudos, se pueden
usar para controlar los microorganismos patdgenos o de deterioro en su superficie (Janes
y Dai, 2012).
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La Tabla 3 muestra algunas de las aplicaciones en alimentos de las peliculas comestibles

a base de distintos materiales.

Tabla 3. Aplicaciones de peliculas comestibles en productos alimenticios.

Material comestible Producto Funcién Referencia

alimenticio

_ _ Manzana recién Mejora de la vida util al (Guerreiro et al.,
Alginato de sodio con _ o
cortada reducir el crecimiento 2017)
agentes _ _ o
_ _ microbiano y el indice de
antipardeamiento _
pardeamiento

Carragenano k Calabaza Mejora el color, la (Genevois etal.,
actividad antimicrobiana 2016)
y la retencién de acido

ascorbico
Natamicina/ Queso Reduce la pérdida de (Ramos et al,
quitooligosacaridos humedad e  inhibe 2012)
patdgenos
Filete de Mejorar las propiedades (Kilincceker et
Caseinato de potasio pescado sensoriales al., 2009)
congelado
Almidén Col de Brucelas Prolongar la vida uatil, (Vina et al.,
optimizando la pérdida 2007)
de peso, el color y la
textura
Quitosano/gelatina Carne de res (Cardoso et al.,

Conservar el color, 2016)
reduce la pérdida de
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peso y oxidacién de

lipidos

Derivados de celulosa Papas fritas (Garcia et al.,

2004)

Reduce la absorcion de
aceite, sin causar

diferencias en la textura

Derivados de celulosa Huevo fresco  Menor pérdida de pesoy (Suppakul et al.,
mejora de la calidad de 2010)

la albimina

Alginato/gelano/ Manzanas y (Tapia et al.,
Bifidobacterium lactis  papayas recién Mejora en permeabilidad 2007)
Bb-12 cortadas

2.3.4 Componentes adicionales: Agentes bioactivos

Las PC pueden ser portadoras de compuestos bioactivos como los agentes
antimicrobianos, antioxidantes, probidticos, prebidticos, entre otros. Generalmente, los
antimicrobianos y antioxidantes contribuyen a prolongar la vida util de los alimentos y
reducen el crecimiento de microorganismos en las superficies de los mismos (Ansorena
et al., 2018). Incluso, pueden enriquecerse con bacterias con efectos benéficos en
humanos y animales, como las bacterias con capacidad probidtica, siempre y cuando
mantengan su viabilidad a lo largo de la cadena de procesamiento y suministro de
alimentos, asi como dentro del tracto gastrointestinal humano (Espitia et al., 2016).

2.4 Bacterias acido-lacticas

2.4.1 Generalidades

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son un grupo heterogéneo de microorganismos
estrechamente relacionados filogenéticamente, que producen acido lactico como uno de
sus principales metabolitos (Devlieghere et al., 2004). Son catalogadas como cocos 0
bacilos de longitud variable y de un grosor de 0.5-0.8 um, son Gram positivas, no

esporuladas, catalasas negativas, anaerobias facultativas y tolerantes a los acidos, por
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lo que pueden crecer en pH bajo, aunque normalmente crecen en un pH de 4y 4.5
(Pescuma et al., 2008). A excepcion de algunas especies de los géneros Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus y Carnobacterium, las BAL no son patdgenas y tienen un
estado generalmente reconocido como seguro (GRAS) (Mozzi, 2016).

Las BAL tienen requerimientos nutricionales complejos entre los que destacan
aminoacidos, péptidos, bases de nucleétidos, vitaminas, minerales, &cidos grasos y
carbohidratos, componentes que suelen estar presentes en los nichos naturales que
habitan. Ademas de los requerimientos nutricionales, la temperatura es uno de los
factores mas importantes que influyen en su crecimiento. Existe una temperatura 6ptima
a la cual la velocidad de crecimiento es mas alta y depende de las caracteristicas del

microorganismo utilizado, como también de las condiciones ambientales.

Las BAL son consideradas quimiotroficas, esto quiere decir que encuentran la energia
requerida para todo su metabolismo a partir de la oxidacidon de compuestos quimicos. La
oxidacion de azucares constituye el principal producto de energia (Khalid, 2011). Estos
microorganismos se encuentran en materiales vegetales y alimentos fermentados. Su
capacidad para habitar diferentes nichos es un rasgo de su diversidad metabdlica y
adaptabilidad (Savadogo et al., 2006).

2.4.2 Clasificacion

Las BAL se pueden clasificar principalmente de acuerdo con dos criterios, la temperatura
y el tipo de metabolismo, respecto a la temperatura ideal de crecimiento se dividen en:
mesofilas (20- 25°C) y termdfilas (40-45°C); y con base al metabolismo, se clasifican en
homofermentativas y heterofermentativas (Parra-Huertas, 2010).

2.4.2.1 Homofermentativas

Las BAL homofermentativas fermentan la glucosa mediante la via de Embden-Meyerhoff-
Parnas a piruvato, que se convierte en acido lactico mediante la enzima lactato
deshidrogenasa. Bajo ciertas condiciones de crecimiento, como la limitacion de carbono,
el metabolismo homol4ctico puede cambiar a un metabolismo &cido mixto donde se

produce acetato, etanol y/o CO2 ademas de lactato (Mozzi, 2016).
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Dentro de las especies que caracterizan a este grupo de BAL se encuentran
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus y Enterococcus las cuales poseen las

enzimas aldolasa y hexosa isomerasa (Parra-Huertas, 2010).

2.4.2.2 Heterofermentativas

Las BAL heterofermentativas fermentan la glucosa generalmente por la via de la
fosfocetolasa (pentosa fosfocetolasa o via del 6-fosfogluconato) para formar solamente
50 % de acido lactico. La fermentacion de pentosas como la xilosa y la ribosa conduce a
la formacion de piruvato y acetil-P y su posterior conversion a lactato y acetato,
respectivamente. Las hexosas (glucosa, fructosa y manosa) se pueden convertir en
lactato, CO: y etanol. El CO2 es un producto de la degradacion del 6-P-gluconato, que

se produce durante la conversion de hexosas en pentosas (Mozzi, 2016).

Algunas de las especies heterolacticas que destacan son: Leuconostoc, Oenococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, y ciertas especies de Lactobacillus, que

contienen la enzima fosfocetolasa.

2.4.3 Lactobacillus

A pesar de que existen diferentes géneros de BAL en la naturaleza, las especies del
género Lactobacillus son algunos de los taxones mas importantes en la microbiologia
alimentaria y la nutricibn humana, varias especies de este género son notablemente
esenciales en la produccién de alimentos fermentados y se utilizan como cultivos

iniciadores o conservantes de alimentos (Salvetti et al., 2012).

Los miembros del género Lactobacillus son no formadores de esporas, catalasa
negativos, bacilos sacaroliticos obligados o cocobacilos generalmente caracterizados
por un bajo contenido de GC (guanina y citosina). Generalmente tienen un metabolismo
fermentativo, son aerotolerantes o anaerébicos, aciduricos o acidoéfilos, mesofilicos y

carecen de actividades hemo-dependientes (Cai et al., 2012).

2.4.3.1 Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus es una de las especies mas reconocidas del género
Lactobacillus debido a la extensa comercializacion de la especie en varios alimentos

fermentados y suplementos dietéticos que promueven la salud. Morfolégicamente, L.
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acidophilus son bacilos Gram positivos, no formadores de esporas, con extremos
redondeados, se presentan solos, en pares y en cadenas cortas. Las colonias en medios
de agar suelen ser pequefias (2 a 5 mm) con margenes bien definidos, convexas, lisas,

brillantes y opacas sin pigmentos (Cai et al., 2012).

Se clasifican como termobacterias debido a su capacidad de crecer a 45 °C, ademas,
pueden crecer en medios ligeramente acidos con un pH inicial de 4.5, y poseen
metabolismo homofermentativo. Aunque la mayoria de las cepas son bastante
aerotolerantes, el crecimiento Optimo se logra en condiciones microaerofilas o
anaerodbicas. La especie se adapta al crecimiento en sustratos organicos complejos,
ademds, requiere no solo carbohidratos como fuente de carbono, sino también
nucledtidos, aminoacidos y vitaminas. Son generalmente aceptados como probiéticos
(Selle et al., 2014).

2.4.3.2 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus es una especie Gram positiva, homofermentativa y
facultativamente anaerobia. De igual manera, morfolégicamente se consideran bacilos
gue no forman esporas y aparecen en cadenas (Lakna, 2023). Pertenece a los
organismos mesofilos, algunas cepas pueden crecer a temperaturas inferiores a 15 °C o
superiores a 40 °C. El tamafio de esta célula es de 0.8 a 1.0 um de ancho y de 2.0 a 4.0
Mm y puede crecer en forma individual o en cadenas cortas. La especie requiere de una
gran variedad de vitaminas, incluido &cido fdlico, riboflavina, niacina, acido pantoténico y
de minerales como el calcio. El valor de pH inicial 6ptimo para su crecimiento se

encuentra en el intervalo de 4.5 a 6.4 (Valik et al., 2008).

Lactobacillus rhamnosus es una bacteria que existe naturalmente en el cuerpo, por lo
gue ha sido considerada una cepa probidtica, que ayuda a prevenir el crecimiento de
bacterias dafinas en el sistema digestivo. Asi mismo, L. rhamnosus se ha utilizado en la
medicina alternativa para tratar o prevenir la diarrea causada por el rotavirus en bebés y
nifios (Multum, 2022).

2.5 Potencial probidtico de las bacterias acido-lacticas
Las bacterias acido-lacticas (BAL) son los principales microorganismos que se utilizan

con fines probidticos y constituyen una parte fundamental de la microbiota intestinal del
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ser humano (Li et al., 2020). De esta manera, los probioticos son definidos como
microorganismos Vivos, ya sean bacterias o levaduras, que proporcionan efectos
beneficiosos a la salud cuando se suministran en cantidades adecuadas. Especies de
BAL como Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus y Enterococcus, y por otro lado
Bifidobacterium se encuentran entre los probidticos mas conocidos (Gerritsen et al.,
2011). Hellebois et al. (2020) afirman que algunos de los efectos beneficiosos habituales
sobre el huésped son una mejora en la respuesta del sistema inmunitario, del tracto
gastrointestinal, la prevencién frente a infecciones, el fortalecimiento de la barrera

intestinal, la resistencia a la colonizacion, la regulacién del transito intestinal, entre otros.

En la industria alimentaria, las BAL con potencial probiético son ampliamente utilizadas
como iniciadores para lograr cambios favorables en textura, aroma, sabor y acidez. El
primer paso en la seleccidon de este tipo de cepas es la determinacion de su clasificacion
taxonémica, que puede dar una indicacion del origen, habitat y fisiologia de la cepa
probidtica, puesto que estas caracteristicas tienen importantes consecuencias en la
seleccion de las nuevas cepas como lo aseguran Harzallah y Belhadj (2013). De igual
manera, los experimentos in vitro son clave para seleccionar BAL con capacidad
probidtica. Algunos de los criterios para ser considerados probidticos destacan:
produccion de sustancias antimicrobianas, patrones de resistencia a antibidticos,
capacidad para inhibir patdgenos conocidos, capacidad de adherirse a la mucosidad
intestinal, supervivencia a la accién de los jugos gastricos y sales biliares, ademas de
colonizar y proliferar a pH &acidos, asi como mantener una poblacién elevada 1x10°
UFC/g o mL (Monteagudo-Mera et al., 2019).

2.6 Aplicaciones de las bacterias acido-lacticas en peliculas comestibles

Ademas de mejorar la seguridad y proteger las cualidades sensoriales y nutricionales de
los alimentos, las peliculas comestibles funcionan como vehiculos para la liberacién de
bacterias acido-lacticas con capacidad probiética dentro del organismo. Esto mejora la
estabilidad y seguridad de los alimentos y, lo que es mas importante, favorece la salud
de los consumidores (Pavli et al., 2018). En la Tabla 4 se muestran algunas especies del
género Lactobacillus mas comunes, que se han adicionado en peliculas comestibles y

aplicado en alimentos.
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Tabla 4. Aplicacién de peliculas comestibles adicionadas con probiéticos.

Microorganismo Composicion de la pelicula Alimento Referencia
comestible aplicado
L. casei Aislado de proteina de suero  tomate y Dianin et al.,
UVAS 2019
L. casei Carboximetilcelulosa y Filetes de Mozaffarzogh et
caseinato de sodio trucha al., 2020
L. plantarum Alginato de sodio Rebanadas Pavli et al., 2017
de jamon
L. plantarum Alginato de sodio y acido Queso Saez-Orviz et al.,
lactobidnico cottage 2020a
L. rhamnosus Gelatina e inulina Fresa Temiz y Ozdemir,

2021

Tomada de Hashemi et al., 2022.

Las interacciones entre los alimentos, componentes de las peliculas e ingredientes

funcionales (probidticos), son determinantes para determinar la viabilidad de bacterias

acido-lacticas. Gran parte de las peliculas comestibles son mayormente conocidas por

su empleo en frutas y verduras frescas (Hernalsteens, 2020), cuando otros productos

bésicos en la nutricion también podrian ser enriquecidos con este tipo de empaques, por

ejemplo, el queso.
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3. JUSTIFICACION

El deterioro de alimentos ha provocado que la industria de alimentos busque alternativas
para su control, ademas derivado de las tendencias por parte de los consumidores de
adquirir alimentos que otorguen beneficios a su salud, es necesario desarrollar
alternativas que cumplan con estas expectativas, una de ellas son las peliculas
comestibles, estas son capas delgadas que recubren o envuelven un producto
alimenticio para actuar como una barrera para el entorno que lo rodea, se elaboran con
biopolimeros y se adicionan de algun compuesto funcional proporcionando diferentes
beneficios. Ejemplo de ingredientes funcionales son las bacterias acido-lacticas con
capacidad probiética, las cuales son definidas como microorganismos que al ser
consumidos en cantidades elevadas generan beneficios a los hospederos, sin embargo,
una de sus desventajas es mantener su viabilidad ante diferentes etapas de

procesamiento.

Por lo tanto, en este trabajo se propone elaborar una pelicula comestible adicionada con
bacterias acido-lacticas, almidén de papa y suero de leche, ingredientes que contribuyan
en mantener su viabilidad, no solo durante la formacion de la pelicula, sino durante el
almacenamiento y simulacién gastrointestinal. Ademas, se pretende que las peliculas
comestibles prolonguen la vida atil de productos lacteos de alto consumo una vez
abiertos, como lo es el queso tipo Manchego, ya que las peliculas comestibles funcionan
como un buen vehiculo para que las bacterias &cido-lacticas puedan mejorar la

estabilidad y seguridad de este tipo de alimento.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la vida util de productos lacteos empacados con peliculas comestibles a base de

almiddén de papa y bacterias acido-lacticas (BAL).

4.2. Objetivos Particulares

Elaborar peliculas comestibles con almidon de papa, suero de leche y BAL.
Determinar parametros fisicoquimicos (color, humedad, permeabilidad), contenido
de proteina y viabilidad de BAL en las peliculas elaboradas.

Analizar la viabilidad de las BAL en las peliculas durante la simulacion
gastrointestinal (SGI).

Aplicar las peliculas comestibles en queso tipo Manchego, almacenar y determinar
el color, la viabilidad de BAL después de la aplicacion y durante la SGI.

Realizar un analisis sensorial de las peliculas aplicadas en el queso.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

El esquema de trabajo que se siguid para la realizacion de este proyecto se muestra en

la Figura 4 y se describe con mas detalles en la metodologia.

Etapa 1. Elaboracion de medios fermentados

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus rhamnosus

| Reactivacion en medio MRS |

l

37°C/24h |+ Incubacion |

Preparacion de suero de
leche al 10% (p/v)

65°C/30min }——»| Pasteurizacion
Inoculacion con
Lactobacillusal 1%

37°C/24h_|—{ Incubacién |

Cuantificacion de la
poblacién microbiana por
vertido en placa

Etapa 2. Elaboracion, caracterizacion y aplicacion de las peliculas comestibles

’ Elaboracion de la pelicula comestible ‘

Preparacion Qe_soluciones
filmogénicas

Almidén 5%,
glicerol 4%, suero -
de leche 100% con Vertido en placa
y sin fermentar y/o l
| secado |«——{ 50°C/16h |

agua
0d Pelicula comestible

de PET Almacefamlento
Refrigeracion5°C

A 14d
Color
Humedad Color
Proteina Viabilidad de BAL
Permeabilidad ~Color
Viabilidad de BAL Viabilidad de BAL Evaluacion sensorial
sal SGlI

Aplicacién en

queso tipo
Manchego _@

Figura 4. Esquema de trabajo para la elaboracion de peliculas comestibles aplicadas a
queso tipo Manchego. Etapa 1: Preparacion del suero de leche fermentado con
Lactobacillus. Etapa 2: Elaboracion de la pelicula comestible.
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6. MATERIALES Y METODOS

e Material de vidrio: El necesario para cada determinacion.
biolégico: Cepa de Lactobacillus acidophilus (NRRL B-4495) vy

Lactobacillus rhamnosus (NRRL B-442) de la coleccion de cepas del Laboratorio

e Material

de Bromatologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, suero de leche, almidon de
papa, glicerol y queso tipo Manchego (marca comercial).
e Reactivos: Los necesarios para cada determinacion grado analitico o grado

alimenticio.

Tabla 5. Métodos y referencias utilizados en la investigacion.

Determinacion Técnica Referencia
Color Colorimetria (Herrera et al., 2018)
Secado en estufa de (Oregel et al., 2016)
Humedad y
conveccion
(Garcia-Martinez y
Proteina Método Kjeldahl Fernandez-Segovia,

Permeabilidad al vapor

de agua

Conteo de bacterias
acido-lacticas (BAL) en

placa

Simulacion
Gastrointestinal (SGI)

Evaluacion sensorial

Método gravimeétrico
ASTM E96

Vertido en placa

Digestién acida, alcalina

y enzimatica

Prueba heddnica

2013)

(ASTM, 1996)

NOM-092-SSA1-1994

(Goncalves et al., 2021)

(Wichchukit y O’Mahony,
2015)
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Tabla 6. Equipos utilizados en la investigacion.

Equipo Marca Modelo
Autoclave CISA AS-25
Balanza analitica Ohaus — Serie Pioneer PA 224C
Bafo de agua AquaBath Barnstead Lab-Line 18005AQ
Campana de flujo laminar vertical Prendo CFLV-102
Colorimetro PCR TCR 200
Contador de colonias SOL-BAT Q-20
Incubadora LUZUREN DHP-500
Incubadora orbital Prendo INO-650
Medidor de pH portétil Conductronic PH10
Parrilla digital Fisher Scientific Isotemp
Refrigerador MABE RMT510
Deshidratador Excalibur 2900ECB
Estufa de conveccion Felisa FE-293AD
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7. METODOLOGIA
7.1 Preparaciéon del medio de cultivo y suero de leche

Lactobacillus acidophilus y Lactobacillus rhamnosus se obtuvieron de la coleccién de
cepas del laboratorio de bromatologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Las bacterias acido-lacticas (BAL) se
reactivaron en caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) durante 24 h a 37 °C. Luego, se
preparé suero de leche al 10% (p/v), se pasteurizé a 65 °C durante 30 min y se inocul6
con cada cultivo de Lactobacillus al 1%, se incubo a 37 °C durante 24 h.

La poblacién de L. acidophilus y L. rhamnosus en el suero de leche, se determiné por el
método de vertido en placa, utilizando agar MRS e incubando las cajas Petri por
duplicado en condiciones de anaerobiosis a 37 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo
de incubacion, se realiz6 el conteo de la poblacion; los resultados fueron expresados en

unidades formadoras de colonia (UFC/mL).

7.2 Elaboracion de peliculas comestibles con almidon de papa, suero de leche y/o
bacterias acido-lacticas

Se prepararon 4 soluciones filmogénicas de 100 mL cada una, para las soluciones sin
BAL, se prepar6 una solucion de almidon de papa (5%) con 100 mL de agua 'y 4 mL de
glicerol (Sistema 4). Por otro lado, se mezclé almidén de papa (5%) con 50 mL de agua,
50 mL de suero de leche (10%) sin fermentar y 4 mL de glicerol (Sistema 3), estas las
soluciones fueron calentadas con agitacion constante a 90°C durante 5 min. Por otro
lado, se prepararon los sistemas con BAL en suero de leche, colocando almidén de papa
(5%) con 50 mL de agua y 4 mL de glicerol, las soluciones se calentaron como se
menciono arriba y posteriormente, se enfriaron a 42°C para ser adicionados con 50 mL
de suero de leche fermentado con L. acidophilus (Sistema 1) o L. rhamnosus (Sistema
2). La Tabla 7, muestra las formulaciones de cada sistema. Cada solucién se dejé

reposar durante 2 h a temperatura ambiente para eliminar las burbujas.

Para la formacion de las peliculas, se vertieron 100 mL de solucion flmogénica de cada
uno de los sistemas sobre papel encerado y se colocaron en un deshidratador de
alimentos a 50 °C durante 16 h para que se secaran. Posteriormente, las peliculas se

almacenaron en refrigeracion a 5°C en empaques de PET durante 14 dias.
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Tabla 7. Formulacion de los sistemas elaborados para las peliculas comestibles.

Suero de Almidén Glicerol
Sistemas Suerodeleche |echesin  de papa

fermentado
fermentar (10%)
1 50 mL 50 mL 4 mL
(L. acidophilus)
2 50 mL 50 mL 4 mL
(L. rhamnosus)
3 50 mL 50 mL 4 mL
4 100 mL 4 mL

7.3 Caracterizacion fisicoquimica de peliculas comestibles

7.3.1 Color
Los parametros de color L* (Luminosidad), a* (+rojo, -verde) y b* (+amarillo, - azul), se
evaluaron utilizando un colorimetro. Para la lectura, se colocé el equipo en la parte

superior de cada pelicula, tomando tres medidas en diferentes partes de las peliculas.

7.3.2 Humedad

Se utilizo el método gravimeétrico usando una estufa de secado a 95 °C. Se coloc6 cada
pelicula en charolas de aluminio a peso constante. La humedad se determind registrando
la diferencia de peso después de 6 h.

7.3.3 Proteina

La determinacion de proteina se llevo a cabo por el método Kjeldahl, tomando en cuenta
las etapas basicas de este método que son: digestién, neutralizacion, destilacion y
titulacion. El proceso de digestion consistio en calentar la muestra con una mezcla
digestora (sulfato de cobre y sulfato de potasio) y acido sulfirico concentrado.
Enseguida, se continu6 con la etapa de neutralizacion, la muestra se alcalinizo
agregando hidréxido de sodio (40%), la destilacién se llevo a cabo en presencia de acido
bérico y se utilizé rojo de metilo como indicador. Finalmente, la solucion se tituld

utilizando acido clorhidrico (0.1 N).
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7.4 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se evaluo en base al método gravimétrico ASTM E96.
Cada muestra se cort6 en forma rectangular y se colocé en la parte superior de un vaso
que contenia 10 mL de agua, posteriormente se sell6 con Parafim y se llevd a

refrigeracion a 5°C. Se registré el peso inicial y el peso cada hora durante 10 h.

7.5 Bacterias acido-lacticas

Se realizo el recuento de las BAL después de la elaboracion de las peliculas y al finalizar
el almacenamiento, para ello se utilizé el método de vertido en placa. Se tomo6 una
muestra de pelicula y se diluyéo en agua peptonada, se realizaron las diluciones
correspondientes y se sembraron en agar MRS, se incubaron a 37 °C durante 24 h en
condiciones de anaerobiosis. Finalmente se realiz6 el conteo en placa y se determiné la

presencia de BAL expresando los resultados en Log (UFC/mL).

7.6 Viabilidad de las bacterias acido-lacticas durante la simulacién gastrointestinal
Se llevé a cabo el proceso de simulacién gastrointestinal después de la elaboracién de
las peliculas y al finalizar el almacenamiento. Cada pelicula se colocé en una solucion
gastrica formulada con pepsina, cloruro de sodio y agua destilada estéril a un pH de 2.0,
ajustado con acido clorhidrico. Después de 2 h de simulacion gastrica con agitacion a
110 rpm e incubacién a 37 °C, la muestra se centrifugé (4000 rpm/10 min) y el precipitado
se mezcld con una solucion intestinal a base de pancreatina, fosfato dipotasico y agua
destilada estéril a un pH de 7.0, ajustado con hidréxido de sodio. Luego de 3 h de proceso
intestinal con agitacion a 110 rpm e incubacion a 37 °C, se tomé el precipitado y se
mezclé con agua peptonada estéril, se realizaron las diluciones necesarias y se
sembraron en agar MRS, se incubaron a 37 °C durante 24 h. El conteo de las BAL

sobrevivientes se expreso como Log (UFC/mL).

7.7 Aplicacion de las peliculas comestibles en queso

La aplicacion de las peliculas comestibles se llevd a cabo cubriendo por completo
cuadrados de 4 cm? de queso tipo Manchego de la marca “Great Value” con cada una
de las peliculas. Las muestras se llevaron a refrigeraciéon a 5°C en empaques de PET,

durante 14 dias junto con una muestra de queso sin pelicula.
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7.8 Color de quesos cubiertos con peliculas
El color fue evaluado en el queso sin pelicula y los quesos cubiertos con peliculas. Se

siguio el procedimiento descrito en el apartado 7.3.1 a los 0 y 14 dias.

7.9 Bacterias acido-lacticas en quesos cubiertos con peliculas durante el
almacenamiento
Se tomaron muestras del queso con y sin pelicula, se siguié la metodologia mencionada

en el apartado 7.5, se analiz6 cada muestra al tiempo 0 y después de 14 dias.

7.10 Bacterias acido-lacticas en quesos cubiertos con peliculas durante la
simulacién gastrointestinal

Para el queso y los quesos cubiertos con peliculas de cada sistema, el proceso
gastrointestinal al inicio y después del almacenamiento fue el mismo que se describid en

el apartado 7.6.

7.11 Andlisis sensorial del queso

La aceptacion sensorial se llevé a cabo colocando las peliculas sobre rebanadas enteras
de queso tipo Manchego, mismos que se emplearon en la preparacion de un sandwich
con jamon y queso. Se proporcion0 una muestra de sandwich a cincuenta jueces no
entrenados considerando los criterios de inclusion correspondientes a sexo (hombres y
mujeres), grado escolar (universitarios), edad (17-25 afios, lugar de estudio (CU BUAP),
nivel socioeconémico C y consumidores frecuentes de sandwiches (jamon y queso tipo
Manchego). Por otro lado los criterios de exclusion correspondieron a los niveles
socioeconémicos A/B, D y E y no consumidores frecuentes de sandwiches (jamon vy
gueso tipo Manchego). Se evaluaron el olor, sabor, textura y aceptacion general de cada
muestra de sandwich por medio de una escala heddnica de 7 puntos, que iba desde me

disgusta extremadamente (1) a me gusta extremadamente (7).
7.8 Analisis estadistico

Todas las determinaciones se hicieron por duplicado. Para el andlisis de los datos se
empled el software Minitab 2016, en el cual se realizaron andlisis de varianza (ANOVA)

y pruebas de comparacion estadistica de Tukey con un nivel de confianza de a=0.05.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Peliculas comestibles con almidon de papa, suero de leche y/o bacterias acido-
lacticas

En la Figura 5 se presentan las imagenes de las peliculas elaboradas con almidén de
papa, suero de leche, bacterias acido-lacticas (BAL) y glicerol. Se observa que la pelicula
gue muestra una mayor transparencia corresponde a la de almidon de papa y glicerol
(D), ademas se observé una apariencia fragil. Por otro lado, las peliculas con almidén de
papa y suero fermentado con L. acidophilus (A) y L. rhamnosus (B) presentaron una
coloracién blanquecina y apariencia flexible, en cambio la pelicula con almidén de papa
y suero sin fermentar (C) presentd una apariencia rugosa, ligeramente compactada y
blanquecina. Cabe resaltar que la apariencia y color de peliculas comestibles esta
influenciada por el tipo de biopolimero o ingredientes que las forman, en este sentido las
peliculas con alta concentracion de glicerol presentan estructuras quebradizas, en
cambio a concentraciones bajas de glicerol las peliculas son mas flexibles (Vazquez-
Luna et al., 2019). Por otro lado, de acuerdo con Soukoulis et al. (2016) las peliculas que
se elaboran a partir de proteina de suero presentan una estructura compacta y estable,
derivado del entrecruzamiento que establecen las proteinas, las cuales generalmente
forman enlaces con glicerol y otros componentes. Lara-Gémez et al. (2022) informaron
gue el uso de almidon en la formacion de peliculas tiene una mayor influencia en su
estructura, debido a que al calentarse el almidén se rompen sus enlaces, originando

peliculas higroscoépicas y quebradizas, fendmeno que se observo en la pelicula (D).
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Figura 5. Peliculas comestibles elaboradas con almidon de papa, suero de leche y
almiddn. A. Pelicula con almidén y suero fermentado con L. acidophilus. B. Pelicula con
almidén y suero fermentado con L. rhamnosus. C. Pelicula con almidén de papa y suero
sin fermentar. D. Pelicula con almidén de papa y glicerol.

8.2 Caracterizacién fisicoquimica de peliculas comestibles

Se determinaron los pardmetros de color, humedad y proteina en las peliculas
comestibles (Tabla 8). El color es un pardmetro importante en la aceptabilidad de los
alimentos. Los parametros de color L*, a*, y b* de las peliculas elaboradas no presentan
diferencia significativa (p>0.05). El pardmetro L* esta por arriba de 70, lo cual indica que
hay una alta luminosidad. Los resultados obtenidos en este trabajo son ligeramente
menores a los reportados por Ebrahimi et al. (2018), quienes elaboraron peliculas con
carboximetilcelulosa y cultivos de Lactobacillus y Bifidobacterium, los valores de L*
fueron de 90.89 a 91.08, el parametro a* de 1.23 a 1.26 y el parametro b* de -3.79 a
-3.81. La variacion de los parametros de color puede deberse a la modificacion que sufre
el almidén al calentarse, asi como por la adicion del plastificante (glicerol), provocando

gue se afecte la luminosidad (Solano-Doblado et al., 2018).

El contenido de humedad de las peliculas comestibles es un parametro importante para
estimar otras propiedades de la pelicula, como es la supervivencia de probidticos. El

valor de humedad de las peliculas fue en promedio de 12.68 % y no se observaron
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diferencias significativas (p>0.05). Un comportamiento similar fue reportado por
Soujanya y Hema (2021) en peliculas de almidén de mijo, reportando valores de 10.2 a
13.5 % de humedad, esto debido a que el glicerol actia como un humectante en las
peliculas y es capaz de mantener quimicamente el contenido de agua y, por lo tanto,
evitar la evaporacion de esta (Enrione et al., 2007). Asi mismo, los porcentajes de
humedad dependen de la concentracidon del almidon debido a sus propiedades
hidrofilicas y su capacidad de retener agua en la matriz de la pelicula (Indrianti et al.,
2018).

En cuanto al contenido de proteina este fue en promedio de 3.35 %, la proteina fue el
parametro que si presento diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre las peliculas.
La pelicula de suero sin microorganismos (S3), presentd un mayor porcentaje de proteina
en comparacion de las que tenian suero fermentado con L. acidophilus (S1) y L.
rhamnosus (S2), esto puede ser debido a que los microorganismos en las peliculas S1y
S2 utilizan los componentes del suero de leche para mantenerse viables, provocando

gue el valor de proteina sea menor (Guimaraes et al., 2020).
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Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica y contenido de proteina de peliculas comestibles
con almiddén de papa, suero de leche y bacterias acido-lacticas*.

Composicion de la pelicula

Parametro Suero Suero Suero sin Almidon de papay
fermentado con fermentado fermentar glicerol
L. acidophilus con L.
(S1) rhamnosus

(S2) (S3) (S4)
L* 79.42 +1.56a 77.95 + 1.03a 76.04 + 2.55a 77.51 +2.07a
Color & 136+0.73a  -1.09+2.20a 1.89 + 4.47a 1.44 +0.99a
b 2.34+0.31a 0.40 £ 2.61a -0.36 + 3.18a -0.83+2.71a
Humedad (%) 13.28 £ 1.95a 13.93 £ 2.70a 11.37 £ 1.91a 12.17 £ 1.29a

Proteina (%) 3.48 £0.14b 2.79 £ 0.14c 3.80 £ 0.14a ND

bh

*Promedio + desviacion estandar. Letras diferentes en fila indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05) respecto al tipo de pelicula. ND: No detectado

8.3 Permeabilidad al vapor de agua de peliculas comestibles

La permeabilidad al vapor de agua es una propiedad relacionada con la capacidad de
absorcion de agua a través de la pelicula, es util para determinar si las peliculas son
capaces de mantener la calidad en los alimentos ante la adsorcion y desorcion de agua
(Lara-Gémez et al., 2022). Los valores de permeabilidad obtenidos para las peliculas
comestibles fueron, S1 (8.82 + 3.77 gm/sm?Pa), S2 (21.26 + 4.30 gm/sm?Pa), S3 (24.80
+ 3.55 gm/sm?Pa) y S4 (34.40 + 11.14 gm/sm?Pa), no se observaron diferencias
estadisticas (p>0.05) entre las peliculas, indicando que esta propiedad no se afecto por
la composicion de estas. Renddn-Villalobos et al. (2017) mencionaron que las peliculas
con almidon tienen una alta permeabilidad al vapor de agua, asociada a la cantidad de
amilosa presente. Los valores de permeabilidad obtenidos en este trabajo son similares
a los reportados por Mozaffarzogh et al. (2020), quienes reportan valores de 28.36 a
29.49 gm/sm?Pa para peliculas con bacterias Aacido-lacticas, carboximetilcelulosa y
caseinato. Por otro lado, Kanmani y Lim (2013) evaluaron la presencia de bacterias
probioticas en peliculas comestibles con almidén y pullulano (polisacarido microbiano),
indicando que la presencia de estas bacterias impide la movilidad de la cadena de los
polimeros, evitando la pérdida de agua. Sin embargo, Souza et al. (2010) informaron que
la permeabilidad al vapor de agua depende de muchos factores tales como el coeficiente
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de solubilidad, espesor, la integridad de la matriz de la pelicula, hidrofobicidad, velocidad
de difusion, relacion entre las zonas cristalinas y amorfas, movilidad de la cadena

polimérica y las interacciones entre los grupos funcionales de los polimeros.

8.4 Bacterias acido-lacticas en peliculas comestibles

La Figura 6 muestra la poblacion de BAL de las peliculas comestibles (S1 y S2), la
poblacion de L. acidophilus fue de 7 ciclos logaritmicos (CL), equivalente a 8.66 x 10°
UFC/mL, mientras que la poblacion de L. rhamnosus fue de 8 CL, equivalente a 1.47 x
108 UFC/mL. Aunque se observan diferencias estadisticas significativas (p<0.05), la
poblaciéon de ambos microorganismos se encuentra dentro los valores recomendados
para ejercer beneficios a la salud (106-107 UFC/mL) (Roobab et al., 2020). Los resultados
de este trabajo son similares a los presentados por Mozaffarzogh et al. (2020), quienes
reportan una viabilidad de 8-9 CL para diferentes bacterias acido-lacticas (L. acidophilus,
L. reuteri, L. casei, L. rhamnosus y Bifidobacterium bifidum) incorporadas en peliculas
con carboximetilcelulosa y caseinato de sodio. Por otro lado, (Sédez-Orviz et al., 2022b)
mencionan que L. plantarum en peliculas con suero de leche dulce y gelatina se redujo
3 CL después de la formacion de la pelicula, mencionando que las condiciones de secado
(40°C) en la obtencion de la pelicula generan una reduccion en la supervivencia. Sin
embargo, no todas las BAL presentan la misma capacidad de supervivencia, en este
sentido Santacruz y Castro (2018) mencionan que L. acidophilus incorporado en
peliculas comestibles de almidén de mandioca logré sobrevivir 12 CL después de la
formacion de las peliculas, esto indica que las peliculas son un buen vehiculo para
mantener la viabilidad de BAL, a pesar de que son sometidas a un estrés causado por el

proceso de secado de las peliculas.
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Figura 6. Poblacion de bacterias acido-lacticas en peliculas elaboradas con almidén de
papa y suero de leche fermentado con L. acidophilus y L. rhamnosus.

8.5 Viabilidad de las bacterias acido-lacticas en peliculas comestibles, durante la
simulacién gastrointestinal

La Figura 7 presenta la viabilidad de BAL en peliculas de almidon de papa y suero
fermentado después del proceso de simulacion. En general, se observa que hubo un
aumento de la poblacion después del fluido intestinal y que L. rhamnosus presenté mayor
crecimiento que L. acidophilus (p<0.05). En fluido gastrico la poblacién de L. acidophilus
fue de 6.94 CL y de L. rhamnosus 8.46 CL. Por otro lado, en fluido intestinal, la poblacion

para L. acidophilus aumentd 1.67 CL y para L. rhamnosus aument6 0.72 CL.

Se ha reportado que durante la simulacion gastrointestinal los probiéticos se ven
afectados principalmente en la parte gastrica, debido a las condiciones de pH &cido,
sales biliares, etc., en cambio cuando entran en contacto con el fluido intestinal las
condiciones cambian, tendiendo un pH 7 y permitiendo su liberacion al colén (He et al.,
2021). En este trabajo el pH acido del fluido gastrico desintegro las peliculas, por lo que,
al pasar al fluido intestinal, los microorganismos se liberaron generando un aumento en
la poblacion. Resultados similares de la viabilidad durante la simulacién gastrointestinal
fueron reportados por Kalantarmahdavi et al. (2021), quienes mencionan que la viabilidad

de L. plantarum en peliculas comestibles de harina de trigo y gelatina fue de 7.13 CL.

50



11.0
mFG FI

._.
o
o

o
o

Log (UFC/mL)
o0
o

L. acidophilus L. rhamnosus

Figura 7. Viabilidad de bacterias acido-lacticas en peliculas elaboradas con almidén de
papa y suero de leche fermentado durante la simulacion gastrointestinal. Letras
mindsculas indican diferencia significativa (p<0.05) respecto al fluido gastrico. Letras
mayusculas indican diferencia significativa (p<0.05) respecto al fluido intestinal.

8.6 Aplicacion de las peliculas comestibles en queso

Se llevd a cabo la aplicacion de las peliculas comestibles a rebanadas de queso tipo
Manchego de la marca “Great Value”. La Figura 8 muestra los quesos cubiertos con las
peliculas. Como se observa los quesos mantuvieron su forma y color, este ultimo es un
atributo importante en el desarrollo de empaques debido a la apariencia que otorga a los
alimentos, por tanto, es un factor que influencia la aceptabilidad o rechazo por parte del
consumidor (Saez-Orviz et al., 2022b). Los quesos presentaron un color blanquecino-
opaco, derivado de la presencia de suero de leche (S1, S2 y S3), en cambio el S4 al no
tener suero se observa una mayor transparencia, a pesar de esta diferencia, los quesos

con pelicula presentaron una apariencia homogénea.
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Figura 8. Quesos cubiertos con las peliculas de almidén de papa y suero de leche. A:
Queso con pelicula y L. acidophilus. B: Queso con pelicula y L. rhamnosus. C: Queso
con pelicula de suero sin fermentar y D: Queso con pelicula de almidén de papay glicerol.

8.7 Color de quesos cubiertos con peliculas

La Tabla 9 muestra los parametros de color de queso con y sin peliculas, almacenados
en recipientes de PET durante 14 dias a temperatura de refrigeracion (5°C). Los
parametros L*, a* y b* del queso sin pelicula, reflejan un color amarillo claro,
caracteristico de este tipo de producto, en cambio los quesos con pelicula (Q+S1, Q+S2,
Q+S3 y Q+S4), presentaron una reduccion de la luminosidad (tiempo 0). Sin embargo,
después de 14 dias los quesos presentaron un aumento de la luminosidad y del
parametro a* (p<0.05), mientras que el pardmetro b* cambio menos. Un comportamiento
similar fue reportado por Mahcene et al. (2021) al cubrir queso casero con una pelicula
comestible a base de alginato de sodio, en donde informaron una reduccion de los
parametros de color L* y a* mientras que el de b* se mantuvo constante. Asi,
concluyeron que el aumento de los valores de L* de las peliculas hace que sus colores
se acerguen al blanco y, por lo tanto, la pelicula en color sea mas clara como se corrobord
con las peliculas de almidén y suero de leche con y sin fermentar. La disminucion del
parametro a* refleja una decoloracion progresiva en las muestras, lo cual podria estar
asociada a la migracion de grasas por parte del queso a la superficie (Romani et al.,
2002).
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Tabla 9. Parametros de color de quesos cubiertos con y sin peliculas comestibles durante el almacenamiento.**

Tiempo (0 d) Tiempo (14 d)
Sistema L* ax b* L* a* b*
Queso 95.01 + 0.45a,A -0.94 +0.21a,A 16.24 + 0.31a,A 89043 +1.24a,B -0.73 +1.66b,A 16.31 +1.76a,A
Q+S1 69.86 + 1.02b,B -5.51 + 0.25h,B 12.84 + 0.62ab,A 81.00 +£4.57a,A 2.38 +0.54a,A 5.34 £+ 0.98bh,B
Q+S2 70.31 + 1.60b,B -3.71 +0.10c,B 9.77 £ 2.80b,A 8555+ 7.70a,A 1.41+0.08ab,A 6.41+1.93b,A
Q+S3 71.60 + 0.94b,B -4.43 +£0.33bc,B 11.25 +0.26b,A 81.41 +0.84a,A 1.19+0.77ab,A 5.10+0.80b,B
Q+S4 71.50 + 0.95b,B -4.25 +0.66bc,B 10.82 + 1.58b,A 83.07+2.33a,A 0.93+0.89ab,A 5.08+2.53b,B

**Promedio + desviacion estandar. Letras a, b y ¢ en columna indican diferencia estadistica de los quesos cony sin pelicula
(p<0.05). Letras mayusculas Ay B en fila indican diferencia estadistica durante el almacenamiento.
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8.8 Bacterias &acido-lacticas en quesos cubiertos con peliculas durante el
almacenamiento

Uno de los factores mas importantes en la viabilidad de los probiéticos es la temperatura
durante el almacenamiento, la Figura 9 muestra los quesos sin y con peliculas
adicionadas con Lactobacillus. El queso sin pelicula presenté 4.26 CL, mientras que los
guesos con peliculas y L. acidophilus (Queso + S1) y L. rhamnosus (Queso + S2), la
poblacién increment6 significativamente a 7.97 y 9.0 CL, respectivamente. Por otro lado,
después de 14 dias de almacenamiento se aprecia un descenso de la poblacion de BAL
en todos los quesos, siendo de 3.66 CL para queso sin pelicula, 7.12 CL (Queso + S1),
y 8.31 CL (Queso + S2). Un comportamiento similar fue reportado por Ebrahimi et al.
(2018) para L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus y B. bifidum, mencionado que los
probiéticos se redujeron alrededor de 3 CL al almacenarse peliculas con
carboximetilcelulosa a temperatura de refrigeracion (5°C), lo que indica que la
temperatura de almacenamiento juega un papel importante en la pérdida de la viabilidad
de BAL (Séez-Orviz et al., 2022b).

Es importante destacar que en este trabajo hay una menor afectacion de L. rhamnosus
después del almacenamiento < 1 CL, esto debido a su mayor tolerancia a la baja
temperatura (5°C) durante el almacenamiento (Mortazavian et al., 2007). Ademas, es
importante considerar la capacidad que tienen las BAL con potencial probiotico para
interactuar con los componentes de las matrices que los inmovilizan como son los
polisacaridos, debido a que pueden establecer interacciones de tipo electrostaticas o
hidrofébicas, que les permiten superar limitaciones de estrés fisico y osmético (Burgain
et al., 2013).

Santacruz y Castro (2018) reportan valores de BAL superiores a los obtenidos
especificamente de L. acidophilus incorporado en peliculas de almidon de mandioca y
almacenados a 25 °C, obteniendo poblaciones de 9.79 CL después de 20 dias. A pesar
de esto, la poblacion de BAL de las peliculas aplicadas al queso, esta dentro de lo
reportado por Roobab et al. (2020) para ser considerado probiotico después de 14 dias

en refrigeracion (1 x 108 UFC/mL o g).
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Figura 9. Viabilidad de bacterias acido-lacticas en quesos cubiertos con y sin peliculas
durante el almacenamiento. Letras minusculas indican diferencia significativa (p<0.05) al
inicio del almacenamiento. Letras mayusculas indican diferencia significativa (p<0.05) al
final del almacenamiento.

8.9 Bacterias acido-lacticas en quesos durante la simulacion gastrointestinal y
almacenamiento

En la Tabla 10, se observa la viabilidad de BAL en quesos con y sin peliculas durante la
simulacién gastrointestinal y almacenamiento de 5°C. Se observa el mismo
comportamiento que en la evaluacion de la caracterizacion de las peliculas, en el sentido
de que hay una mayor poblacion de BAL después del fluido intestinal, aunque después
de los 14 dias de almacenamiento, las BAL no se vieron afectadas durante el proceso
de simulacion probablemente por el uso de suero de leche en las peliculas, esto puede
deberse a que las proteinas pueden eliminar radicales libres suministrando nutrientes
para la supervivencia de los probiéticos (Pop et al., 2020). Por otro lado, las bacterias
probidticas presentan la capacidad de sobrevivir a procesos como el calentamiento, el
estrés fisicoquimico, osmaético y las condiciones gastrointestinales (Soukoulis et al.,
2016), sin embargo, el vehiculo que las protege son las componentes de la pelicula y su

capacidad de interactuar con los biopolimeros (polisacaridos y proteinas) mediante
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interacciones electrostéticas, fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno (Deepika
y Charalampopoulos, 2010) permitiendo su atrapamiento y logrando una mayor viabilidad
al finalizar la simulacion (> 6 CL). Por otro lado, Valerio et al. (2020) mencionaron que
después del almacenamiento y la simulacion gastrointestinal, la viabilidad puede verse
afectada por la presion atmosférica, afectando el estado fisiologico de las células

bacterianas haciéndolas mas susceptibles a las condiciones gastrointestinales.

En este trabajo, la poblacidén de Lactobacillus no se vio afectada por el almacenamiento

debido a que la poblacion de BAL fue de mas de 6 CL.

Tabla 10. Viabilidad de bacterias acido-lacticas en quesos con y sin peliculas durante el
almacenamiento a 5 °C.

Sistema Queso Queso + 31 Queso + S2
0 dias 3.77+£049 7.74%£0.07a 8.82+£0.87a
PET (14 dias) 3.67+0.46a 7.13+0.06b 8.32+£0.29a

Simulacién gastrica (Log UFC/mL)
0 dias 3.38+0.47a 7.40+0.10b 7.97 £0.10b
PET (14 dias) 3.64+0.68a 7.82+0.05a 8.18 £ 0.10a

Simulacién intestinal (Log UFC/mL)
0 dias 4.05+0.26a 8.26 +0.26b 10.03+0.17a
PET (14 dias) 433+0.17b 8.84+0.30a 9.41 +0.94a

Letras diferentes indican diferencia significativa después del almacenamiento (p<0.05).
8.10 Anadlisis sensorial del queso cubierto con peliculas comestibles

Para la evaluacion sensorial de las peliculas comestibles de almidén de papa y suero de
leche fermentado con L. acidophilus y L. rhamnosus, se decidi6 elaborar sandwiches que

contenian el queso con y sin pelicula y jamon (Figura 10).

Figura 10. Sandwiches con peliculas comestibles para la prueba sensorial.
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La Figura 11 muestra los resultados de la evaluacion sensorial, los valores obtenidos de
los atributos de olor, sabor, textura y aceptacion general del queso con y sin peliculas.
En general, se observé una buena aceptacion del queso en los sdndwiches obteniendo
valores de entre 5y 6 de la escala hedodnica, que equivalente a “me gusta y me gusta
mucho”, no se observé diferencia estadistica significativa (p>0.05) con respecto al queso
sin pelicula. Por lo tanto, los panelistas no detectaron diferencia entre el queso cony sin

peliculas.

Queso = Q+S1  Q+S2

a a
a a a

a a
a + a
T a _ T 7T T T T T
: ‘ ‘
6

Calificacion
N

Olor Sabor Textura Aceptacion
general

Atributos

Figura 11. Evaluaciéon sensorial de queso cubierto con y sin peliculas adicionadas con
bacterias acido-lacticas. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05).
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9. CONCLUSIONES

e La incorporacion de almidén de papa, glicerol y suero de leche fermentado con
Lactobacilos permite obtener peliculas flexibles, compactas y de color ligeramente
blanquecino.

e Elcolor, humedad y permeabilidad al vapor no se afectaron por la composicion de
las peliculas comestibles, en cambio el contenido de proteina disminuyé debido a
la fermentacion de BAL.

e La poblacion de Lactobacillus se mantuvo mayor a los 6 ciclos logaritmicos (CL)
después de la formacién de la pelicula, ademas L. rhamnosus presentd un mayor
crecimiento que L. acidophilus.

e Laviabilidad de BAL en la simulacién gastrointestinal se vio afectada por el pH del
fluido gastrico, sin embargo, al final del fluido intestinal la poblacion fue mayor a 6
CL.

e La aplicacion de las peliculas en queso tipo Manchego, generé un color
blanquecino-opaco derivado de la presencia de suero de leche fermentado, a
diferencia del sistema con almidon y glicerol que presenté mayor transparencia.

e Los parametros de color L* y a* después del almacenamiento se modificaron
indicando que, con el tiempo puede haber una decoloracion en el queso
Manchego.

e Lapoblacion de L. acidophilus y L. rhamnosus después del almacenamiento a 5°C
fue de 7.12 CL y 8.31 CL, respectivamente, después de la simulacion
gastrointestinal la poblacion se mantuvo por arriba de los 7 CL para ambos
microorganismos, indicando que la temperatura de almacenamiento no afect6 la
viabilidad de los microorganismos.

e Laevaluacion sensorial de queso con y sin peliculas mostré un grado de me gusta
y me gusta mucho en los 3 atributos evaluados (olor, sabor y textura).

e La aplicacién de PC adicionadas con BAL, permite que la vida util del queso tipo
Manchego se mantenga durante 14 dias, empleando un empaque secundario
(PET) y en refrigeracion (5°C).
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10. RECOMENDACIONES

e Evaluar otras propiedades de las peliculas como el espesor, la resistencia al
alargamiento, peso, etc., después de la elaboracion y el almacenamiento.

e Evaluar otro tipo de empaque secundario para determinar la afectacion de las
propiedades de la pelicula.

e Considerar el uso de otra matriz alimentaria para la aplicacion de las peliculas

comestibles para el desarrollo de alimentos funcionales.
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