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INMOVILIZACION DE COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS DE ORIGEN
NATURAL Y SU APLICACION EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Lia Martinez Ruiz, José M. Barat Baviera, Maria Ruiz Rico

Titulo: Inmovilizacion de antimicrobianos de origen natural y su aplicacion en la industria
alimentaria

Resumen:

Los compuestos antimicrobianos de origen natural presentan reconocida actividad
antimicrobiana y antifungica, pero su aplicacion en alimentos se ve limitada por sus
propiedades fisicoquimicas, asi como por la posible interaccién con componentes del
alimento. Con el fin de evitar estos inconvenientes se han propuesto diversos sistemas
de encapsulacién y/o inmovilizacion de los compuestos bioactivos. La inmovilizacion de
los antimicrobianos en diversos soportes y superficies permite mantener la efectividad
antimicrobiana del compuesto anclado frente a microorganismos patégenos vy
alterantes, y posibilita su aplicacién en diferentes etapas del procesado de alimentos.
Este trabajo se centra en la descripcién de los antimicrobianos de origen natural usados
en la industria alimentaria para prevenir el crecimiento o inhibir diversos
microorganismos, las diferentes metodologias de inmovilizacién posibles, los distintos
materiales que pueden ser usados como soporte de anclaje, asi como ejemplos de
sistemas de inmovilizacion de antimicrobianos naturales para su aplicaciéon en la
industria alimentaria. Tras realizar la revisién bibliografica se puede destacar que la
inmovilizacién covalente de antimicrobianos naturales permite que el compuesto activo
mantenga o incluso mejore su efectividad sin liberarlo al medio, demostrando asi que
es una técnica prometedora para la conservacion de alimentos y que suple las
limitaciones de las metodologias convencionales no afectando a las caracteristicas
organolépticas del alimento y dando lugar a productos minimamente procesados. Por
tanto, esta revisidon proporciona informacién valiosa para el desarrollo de nuevos
sistemas antimicrobianos para el control de la contaminacién microbiana en los
alimentos.

Palabras clave: antimicrobiano, inmovilizaciéon, microorganismos patégenos, industria
alimentaria

Titol: Immobilitzacié d'antimicrobians d'origen natural i la seua aplicacié en la indUstria
alimentaria

Resum:

Els compostos antimicrobians d'origen natural presenten reconeguda activitat
antimicrobiana i antifungica, pero la seua aplicacié en aliments es veu limitada per les
seues propietats fisicoquimiques, aixi com per la possible interacci6 amb components
de l'aliment. Per tal d'evitar aquests inconvenients s'han proposat diversos sistemes
d'encapsulacio i/o immobilitzacié dels compostos bioactius. La immobilitzacié dels
antimicrobians en diversos suports i superficies permet mantenir ['efectivitat
antimicrobiana del compost ancorat enfront de microorganismes patogens i alterants, i
possibilita la seua aplicacié en diferents etapes del processat d'aliments. Aquest treball



es centra en la descripcié dels antimicrobians d'origen natural usats en la industria
alimentaria per prevenir el creixement o inhibir diversos microorganismes, les diferents
metodologies d'immobilitzacié possibles, els diferents materials que poden ser usats
com a suport d'ancoratge, aixi com exemples de sistemes d'immobilitzacié
d'antimicrobians naturals per a la seua aplicacié en la industria alimentaria. Després de
realitzar la revisid bibliografica es pot destacar que la immobilitzacié covalent
d'antimicrobians naturals permet que el compost actiu mantinga o inclis millore la seua
efectivitat sense alliberar-lo al mig, demostrant aixi que és una técnica prometedora per
ala conservacié d'aliments i que suplix les limitacions de les metodologies convencionals
no afectant les caracteristiques organoléptiques de I'aliment i donant lloc a productes
minimament processats. Per tant, esta revisié proporciona informacié valuosa per al
desenrotllament de nous sistemes antimicrobians per al control de la contaminacié
microbiana en els aliments. Per tant, aquesta revisié proporciona informacié valuosa per
al desenvolupament de nous sistemes antimicrobians per al control de la contaminacié
microbiana en els aliments.

Paraules clau: antimicrobia, immobilitzacié, microorganismes patogens, industria
alimentaria

Title: Naturally-occurring antimicrobials immobilization and their application in the food
industry

Abstract:

Antimicrobial compounds of natural origin show recognized antimicrobial and
antifungal activity, but their application in food is limited by their physicochemical
properties, as well as by their potential interaction with food components. In order to
avoid these drawbacks, different encapsulation and/or immobilization systems for
bioactive compounds have been proposed. The immobilization of antimicrobials on
diverse supports and surfaces allows preserving the antimicrobial effectiveness of the
anchored compound against pathogenic and spoilage microorganisms, and enables its
application at different food processing stages. This work focuses on the description of
naturally-occurring antimicrobials used in the food industry to prevent growth or inhibit
microorganisms, established immobilization methodologies, different materials that can
be used as grafting support, as well as examples of natural antimicrobials immobilization
systems for application in the food industry. After the literature review it can be noted
that the covalent immobilization of natural-occurring antimicrobials allows the active
compound to maintain or even improve its effectiveness without releasing it into the
medium, demonstrating that it is a promising technique for food preservation and that
it overcomes the limitations of conventional methodologies without affecting the
organoleptic characteristics of the food and resulting in minimally processed products.
Therefore, this review provides valuable information for the development of new
antimicrobial systems for the control of microbial contamination in food.
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1. INTRODUCCION

Los alimentos pueden estar contaminados por microorganismos alterantes que afectan a las
propiedades fisicoquimicas, nutricionales y organolépticas produciendo su deterioro, asi como por
microorganismos patdgenos que pueden producir enfermedades al ser humano. Los métodos de
conservacién de alimentos previenen el deterioro de los mismos y aumentan la calidad de los
productos impidiendo el desarrollo o eliminando microorganismos, tanto alterantes como posibles
patdgenos, y reduciendo la velocidad de las reacciones que ocurren en las matrices alimentarias.

A lo largo de los afios se han utilizado diferentes métodos para asegurar la estabilidad
microbiolégica de los alimentos siendo el tratamiento térmico y el uso de aditivos conservantes
sintéticos las metodologias mds relevantes. Los tratamientos por calor se llevan utilizando desde hace
afios y juegan un papel muy importante en la industria alimentaria, sobre todo en la industria de
bebidas, debido a su papel en el aumento de la vida util de los productos. En la industria alimentaria
se aplican comdnmente la pasteurizacidn, la esterilizacién, el secado y la evaporacién, mediante los
cuales se somete al alimento a una determinada temperatura eliminando asi posibles
microorganismos que estén presentes en él (Pereira et al., 2009; Deak, 2014). Son metodologias muy
efectivas para conservar los alimentos y garantizar su seguridad, pero presentan limitaciones, ya que
tienen un gran impacto en el alimento y alteran las propiedades nutricionales y organolépticas,
provocando cambios de color, de textura, y pérdida vitaminica y proteica, ademds de presentar un
elevado coste (Choi y Nielsen, 2005; Jiao et al.,2004).

Aparte de los tratamientos térmicos, los métodos de conservacidon convencionales incluyen el uso
de aditivos conservantes sintéticos. Los conservantes sintéticos se han ido convirtiendo en una practica
cada vez mds importante en la industria alimentaria debido al aumento de la produccion de alimentos
procesados (Saad et al., 2005), ya que se afiaden para detener o retrasar las pérdidas nutricionales
debidos a cambios microbioldgicos, enzimdticos o quimicos, y para prolongar la vida util de los
alimentos.

En la industria alimentaria son comunmente utilizados el benzoato de sodio, el acido benzoico, el
sorbato de sodio, el sorbato de potasio, el nitrito de sodio y los sulfitos. Son agentes antimicrobianos
que inhiben el crecimiento de microorganismos, pero su aplicacion se ve limitada porque han sido
relacionados con diversos efectos sobre la salud humana (Sharma, 2014). El benzoato de sodio y el
benzoato de potasio provocan urticaria o asma y ademas estan directamente relacionados con la
hiperactividad infantil. Los sulfitos pueden tener efectos secundarios en forma de dolores de cabeza,
palpitaciones e incluso cancer, y los nitratos y nitritos se sospecha que causan cdncer de estémago.
Las reacciones producidas por los sorbatos son menos frecuentes, pero hay informes que indican que
han producido urticarias y dermatitis. En general estos conservantes se han utilizado como
antioxidantes y agentes preventivos del pardeamiento, pero se ha restringido su uso en alimentos y
bebidas debido a los efectos sobre la salud. Todo ello ha generado que los conservantes sintéticos
tengan una percepcidn negativa por parte de los consumidores.

Debido a las limitaciones y a los efectos negativos de estas técnicas de conservacién, ademas de la
demanda de los consumidores de productos minimamente procesados, con una mayor calidad y un
sabor fresco, se estan desarrollando nuevos métodos de conservacién de alimentos. Estas nuevas
metodologias tienen que seguir asegurando la inocuidad del producto, alargando su vida util, y ademas
asegurar un minimo impacto sobre las propiedades nutricionales y organolépticas que los métodos
actuales descritos anteriormente no cumplian (Li et al., 2016).

Para superar las limitaciones de los tratamientos convencionales, se han desarrollado tecnologias
de conservacidn no térmicas. El uso de estas tecnologias novedosas requiere en algunos casos el uso
combinado con el tratamiento térmico para asegurar la eficacia del tratamiento de conservacion.
Ademds, recientemente tecnologias magnéticas como el calentamiento 6hmico o microondas, han
adquirido interés en procesos alimentarios y podrian reemplazar, al menos parcialmente, los procesos



de conservacion tradicionales (Vicente y Castro, 2007). Estas técnicas producen calor directamente
dentro del alimento y permiten evitar los tiempos de coccidén excesivos y sus correspondientes
inconvenientes comentados anteriormente (Pereira et al., 2009).

Entre las metodologias de conservacion no térmicas destacan los tratamientos de radiacidn
ultravioleta, los ultrasonidos, los tratamientos por altas presiones, los pulsos eléctricos, el diéxido de
carbono presurizado, la ozonizacion, la filtracién o el uso de conservantes naturales. Hay numerosos
estudios desarrollados sobre estas técnicas alternativas donde se define su aplicacién y uso en la
industria alimentaria (Escajeda et al, 2017), destacando la capacidad de inactivacion de
microorganismos a temperaturas cercanas a la del ambiente, lo cual por lo general preserva la calidad
sensorial y nutricional de los alimentos (Pereira et al., 2009).

La irradiacién UV es una técnica de conservacién no térmica basada en la aplicacién de irradiacién
capaz de eliminar microorganismos alterantes y patdgenos de aire, superficies, agua y alimentos
liquidos (Choi y Nielsen, 2005). El producto debe ser expuesto a 400 J/m” en todas las partes para
lograr la inactivacion microbioldgica (Morris et al., 2007) y la efectividad se producira en funcidn de la
transmisividad del producto, la potencia, la longitud de onda o el tipo de fuente entre otros. Daia los
enlaces entre las bases nitrogenadas de timina y citosina del ADN en el rango de 250-260 nm, lo cual
conduce a la muerte celular. Mediante esta actuacién dafa el ADN bacteriano y destruye funciones
esenciales de las células microbianas como la reproduccién (Tiwari et al., 2009).

Los tratamientos por radiacion UV son eficaces para el tratamiento de alimentos liquidos,
superficies y envases. Los cambios en el color u olor de los alimentos tratados son menores que
aplicando tratamientos térmicos (Pereira et al., 2009). Se usa comunmente para desinfeccién del agua
potable en Europa y su uso en el tratamiento de otros alimentos liquidos tiene un alto potencial y es
probablemente una de las técnicas mds versatiles. También reacciona sinérgicamente con oxidantes
como el ozono y se pueden utilizar conjuntamente, aunque el ozono puede oxidar sustancias deseables
(Morris et al., 2007), como también se comenta posteriormente.

Sin embargo, su efecto se ve limitado en alimentos liquidos que presentan turbidez, opacidad y
presencia de particulas por falta de penetrabilidad (Choi y Nielsen, 2005). Las particulas y el material
organico presente causan una menor transmision de la luz ultravioleta. Ademas, la radiacién UV puede
provocar cambios en la estructura terciaria de las proteinas y formacién de productos de oxidacién y
con susceptibilidad a la protedlisis, entre otros (Huppertz et al.,, 2019). También su desarrollo y
comercializacidn se han visto obstaculizados en el pasado por percepciones publicas desfavorables ya
que la exposicidn directa de luz UV a los humanos puede dafiar la vista o de manera prolongada podria
provocar quemaduras (Bintsis et al., 2000).

Los ultrasonidos son una técnica de conservacién no térmica prometedora frente al tratamiento
térmico para el procesado de alimentos, simple y versatil. Utiliza la energia producida por las ondas
sonoras, con al menos 20000 vibraciones por segundo, para lograr un efecto bactericida en los
microorganismos y la inactivacion de enzimas mediante la lisis celular (Morris et al., 2007). Su
propagacion a través de alimentos liquidos induce la formacién de burbujas de cavitacidon que genera
una alta temperatura localizada y alta presidn produciendo la desintegracién de las células microbianas
e inactivacion de enzimas, lo cual causa un efecto similar al de pasteurizacién sin producirse un
aumento significativo de la temperatura (Tiwari et al., 2009). La efectividad dependera de la amplitud
de la longitud de onda, del tipo de exposicion, del tiempo de contacto con los microorganismos y de
la composicién y el volumen de los productos a tratar (Morris et al., 2007).

Los ultrasonidos dan lugar a alimentos con una minima pérdida de propiedades organolépticas, y
en el caso de aplicarse a frutas como ciruelas o uvas, afectan a la permeabilidad de la membrana celular
y pueden mejorar la estabilidad de la dispersidn en zumos, reduciendo a su vez la sedimentacién.
También se puede utilizar en procesos de emulsion, dispersién, homogeneizacién y cristalizacién
(Morris et al., 2007).



El tratamiento por ultrasonidos es mas efectivo si se utiliza en combinacién con calor y presién,
aunque se puede utilizar en solitario para zumos de frutas, salsas, purés y productos lacteos (Morris et
al., 2007). Se deben usar en presencia de calor y/o presidén para asegurar la inhibicién microbiana
(esterilizacidn), siendo asi capaz de destruir bacterias como Escherichia coli o Listeria monocytogenes,
aparte de inactivar enzimas responsables del deterioro (Chemat et al., 2011).

Los tratamientos por altas presiones son una técnica de conservacién no térmica basado en la
aplicacién de alta presién (normalmente entre 100-1000 MPa) en alimentos para la inactivacidn de
células vegetativas de microorganismos y enzimas (Tiwari et al., 2009). La presion induce un dafio en
la membrana de los microorganismos y desnaturaliza las proteinas. Bajo la presién ejercida, las
biomoléculas obedecen el principio de Le Chatelier-Braun y se promueven reacciones en un volumen
reducido que afectan a la estructura terciaria de moléculas con importancia para la funcionalidad
celular como son las proteinas, se rompen los enlaces no covalentes debido a la presién y se
desencadena su desnaturalizacion. También se altera la estructura de polisacaridos (Marcos et al.,
2005).

Ademads de para la conservacion de alimentos, también se puede utilizar para dar lugar a productos
con textura novedosa y, por lo tanto, para desarrollar nuevos productos (Rastogi et al., 2007). Los
tratamientos por altas presiones mantienen una calidad nutricional y sensorial éptima (Nielsen et al.,
2009). Tiene efectos reducidos en los parametros nutricionales y de calidad en comparacién con el
tratamiento térmico y las moléculas como aminodcidos, vitaminas y componentes que contribuyen al
aroma y al sabor no se ven afectadas (Tiwari et al.,, 2009). Otra ventaja es la homogeneidad del
tratamiento, ya que la presion se aplica uniformemente alrededor de todo el producto (Tewari, 2007).

Sin embargo, aunque esta tecnologia es capaz de inactivar las formas vegetativas de los
microorganismos alterantes y patdgenos, la inactivacidon de esporas mediante presion no es posible,
por lo que es necesaria su combinacién con el tratamiento térmico (Mdujica-Paz et al., 2011). Ademas,
afecta a la reologia del producto (Ahmed et al., 2003), y se necesita una gran inversion para poder
llevar a cabo el proceso.

Los tratamientos de pulsos eléctricos de alta intensidad son una técnica de conservacién no térmica
en la que se aplican pulsos de alto voltaje (20-80 kV/cm) durante periodos cortos de tiempo (<1s) a
alimentos fluidos (Tiwari et al., 2009) como pueden ser leche, yogurt, zumos, sopas y otros que puedan
soportar campos de alta electricidad (Morris et al., 2007). Pueden ocurrir varios procesos que derivan
en la inactivacién de los microorganismos, el calentamiento por resistencia, electrdlisis o disrupcion
de las membranas celulares, para la cual hay varias teorias, pero cominmente se describe el dafo por
electroporacion, que afecta a su funcionamiento y puede conducir a la muerte celular (Deeth et al.,
2007). Los alimentos tienen conductividad eléctrica debido a la presencia de sustancias idnicas en sus
nutrientes como acidos o sales. Al someterse a los pulsos eléctricos se produce una polarizacién
molecular que da como resultado el aumento del movimiento de las sustancias idnicas que provocan
a su vez un aumento de la temperatura (Sakr y Liu, 2014) y que inactivan los microorganismos
mediante el mecanismo de electroporacién o electropermeabilizacion donde la membrana celular se
rompe debido a la cantidad de poros generados por ese aumento de la temperatura dentro del
material (Evrendilek et al., 2012). Los poros de la membrana se agrandan, afectan a la permeabilidad,
permiten la salida del contenido celular y, por lo tanto, se produce la muerte de la célula. Con este
tratamiento se puede lograr una reduccidn de 5 érdenes logaritmicos en la mayoria de bacterias
patégenas al romper las membranas celulares (Morris et al., 2007).

Se ha demostrado que es eficaz contra diversos microorganismos patdgenos sin una pérdida
apreciable de sabor o color y tiene efectos minimos sobre las caracteristicas nutricionales, de sabor y
funcionales (Elez-Martinez et al., 2006). Se puede utilizar en combinacién con la filtracidn, ya que la
favorece debido a que afecta a la retencidn de agua (Morris et al., 2007).

Sin embargo, esta técnica debe ser aplicada a alimentos fluidos que puedan ser bombeados, no
puede ser aplicado en alimentos con burbujas de aire, tiene un efecto limitado contra esporas, y
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tampoco puede utilizarse en alimentos que tengan una conductividad eléctrica mds alta o variable, por
lo que su aplicacién se ve limitada (Escajeda et al., 2017). El tratamiento de pulsos eléctricos no es
capaz de inactivar la actividad enzimatica, por lo que los alimentos tratados deben ser refrigerados o
aplicar en combinacién con el tratamiento térmico (Barba et al., 2015). Ademas, la implantacién de
esta técnica requiere elevados costes y se puede producir la migracion de metales como consecuencia
de la corrosién de los materiales eléctricos (Yang et al., 2016).

Otro método alternativo de conservaciéon no térmica es la ozonizacién. Tiene efecto bactericida
gracias a sus propiedades oxidantes y a la capacidad de difundirse a través de las membranas celulares.
En el momento en el que atraviesa la membrana celular causa la ruptura de las células y hace que se
disperse el citoplasma. Ademas, es capaz de daiar proteinas y ADN. Es eficaz contra bacterias, hongos,
virus, protozoos y esporas bacterianas y fungicas (Tiwari et al., 2009). El ozono ha sido reconocido
seguro como desinfectante de agua y alimentos y actualmente esta siendo utilizado (Pandiselvam et
al., 2019).

A pesar de estas ventajas, el uso de ozono como técnica de conservacion también presenta
inconvenientes. Tiene una naturaleza corrosiva, causa fitotoxicidad y puede afectar a la salud del
trabajador. Ademas, genera subproductos, entre los cuales los mds preocupantes son el formaldehido
y el acetaldehido, ya que son mutagénicos (lkehata, 2019). Otro inconveniente es que, dependiendo
del alimento, el ozono tendra una efectividad diferente y que puede afectar al olor, sabor y color del
alimento. Ademas, puede oxidar compuestos deseables (Morris et al., 2007) como antocianos en
zumos de frutas (Jiménez-Sanchez et al., 2017).

El uso de didéxido de carbono presurizado es otra técnica de conservacidon no térmica donde se
someten los alimentos a CO, presurizado por debajo de 50 MPa. Este tratamiento afecta a las enzimas
y a los microorganismos por varios mecanismos como la eliminacién de oxigeno, disminucién del pH,
y la modificacién y penetracion de las membranas celulares, entre otras. Esta técnica no expone a los
alimentos a los efectos adversos del calor y se ha demostrado que elimina formas vegetativas de
bacterias patdgenas, mohos, levaduras y puede inactivar algunas enzimas como la polifenoloxidasa a
temperaturas que no son efectivas si se utiliza el tratamiento térmico. No obstante, esta técnica no se
utiliza a gran escala debido al elevado coste de sus instalaciones (Morris et al., 2007).

La filtracion es una metodologia de conservacidén no térmica que estd en continuo avance, y que
debido a la demanda de productos con mayor valor nutricional y a ventajas como el bajo consumo de
energia, la reduccidon de pasos durante el procesamiento y la mayor eficiencia de separacién estd
ganando gran importancia en la industria alimentaria (Salehi, 2014), en la que se utiliza para la
clarificacién, concentracidn y estabilizacién microbiana de bebidas (Gialleli et al., 2016). Las mas
utilizadas son la filtracion en lecho y la filtracion por membranas (Salehi, 2014).

La filtracion en lecho usando materiales filtrantes como arena u otros soportes siliceos o celulésicos
se utiliza para eliminar materia orgdnica y microorganismos, pero no tiene una adecuada eficiencia
como consecuencia del gran tamafio medio de los soportes y porque presenta problemas de
regeneracion (Devi et al., 2008).

La filtracion mediante membranas ofrece un filtrado selectivo que reduce sin necesidad de
tratamiento térmico la contaminacidén microbiana (Lipnizki, 2010). La naturaleza de la membrana
controla qué componentes penetraran y cudles se retendran en funcién del tamafio de poro, y el
rendimiento estd influenciado por su composicién quimica, la temperatura, presion, flujo de
alimentacidén e interacciones entre los componentes de la membrana y el flujo de alimentacion (Salehi,
2014).

Los distintos tipos de filtracidn se clasifican en funcion del tamafio del poro de la membrana y
recientemente se estan disefiando membranas con un tamafio de poro mas reducido para que la
disponibilidad de la superficie sea mayor y las velocidades de flujo mas altas, reduciendo asi el tiempo



de filtracidon (Lemma et al., 2015). Los principales tipos son la filtracién estandar, la microfiltracion, la
ultrafiltracién, la nanofiltracién y la é6smosis inversa (Salehi, 2014).

La filtracion estandar presenta un tamafio de poro este 1 y 1000 um y se utiliza para separar
particulas solidas de gran tamafio suspendidas en el liquido con eliminacion parcial de bacterias y
levaduras. Se usa principalmente para la clarificacién de bebidas o como pretratamiento para otros
tipos de filtrado posteriores. Los principales materiales utilizados son arena, carbédn activo, soportes
de celulosa, bentonita, tierra de diatomeas y particulas de silice (Pefia-Gémez et al., 2019c).

La microfiltracion es un tipo de filtraciéon en el que se utiliza un poro de 0,2-2 um y separa
selectivamente particulas de mdas de 200 KDa. Utiliza presiones menores a 0,2 MPa y se utiliza
principalmente para separar particulas y bacterias de otros solutos (Salehi, 2014). En la industria de
bebidas tiene el objetivo de clarificar eliminando sélidos en suspension, grasas o proteinas de alto peso
molecular (Pefia-Gémez et al., 2019c).

La ultrafiltracién es un tipo de filtracion en el que se utilizan membranas con un poro de 0.01-1 um,
que separa particulas entre 1 y 300 KDa y que utiliza una presidn mayor de 1 MPa. Se utiliza para
separar proteinas de moléculas mds pequeiias como son las sales (Salehi, 2014). Tiene la capacidad de
retener proteinas y se ha utilizado en ejemplos como la leche para desarrollar nuevas formulaciones
para nifios con proteinas mds estables al calor (Crowley et al., 2015), entre otras.

Ambas, microfiltracion y ultrafiltracion, ademas son efectivas contra bacterias y se pueden utilizar
como un pretratamiento anterior a la nanofiltracién o la dsmosis inversa para evitar que se vayan
acumulando restos indeseables (Pefia-Gémez et al., 2019c).

La nanofiltracidn presenta gran eficiencia de separacién, y podria ser usada como método de
conservacién ya que se realiza a bajas temperaturas y hace que el procesamiento sea mas rentable;
conduce a un menor consumo de energia y a una mejor calidad del producto (Salehi, 2014). La
nanofiltracién usa membranas con tamafio del poro es entre 0,0005 y 0,001 um, y lo que hace es
concentrar, fraccionar o purificar soluciones utilizando una presién entre 1 y 4 MPa (Baker, 2004;
Salehi et al., 2011). Su uso en bebidas como el zumo hace que se puedan llevar a cabo procesos de
concentracién sin los inconvenientes de cambio de color y sabor que presenta realizarla mediante
evaporacién (liao et al.,, 2004; Madaeni et al., 2011) y ademas de clarificacién, estabilizacion
microbiana y despectinizacion mediante la eliminacién de sélidos en suspensién (Girard y Fukumoto,
2000). También se estd estudiando su uso en bebidas fermentadas como el vino y la cerveza, en las
que tradicionalmente la filtracién se utilizaba solamente para clarificar, pero puede que se amplie su
uso, lo cual se predice que conllevara grandes cambios en la industria de bebidas (Salehi, 2014). Esta
técnica ya se ha utilizado para eliminar total o parcialmente microorganismos y se han conseguido
altos niveles de calidad y seguridad alimentaria (Lipnizki, 2010).

La ésmosis inversa es un tipo de filtracién caracterizado por utilizar membranas con un poro menor
a 0,001 um y presiones 5 o 10 veces mas altas que las utilizadas en ultrafiltracién (4-10 MPa) para
separar casi todos los solutos. Se utiliza para desalinizar el agua (Salehi, 2014) y concentrar, purificary
recuperar componentes de interés, sobre todo en el caso de zumos de frutas (Rastogi, 2018).

El mayor inconveniente de la filtracidn es la colmatacién de las membranas por retencidn de los
microorganismos y componentes alimentarios, lo que genera problemas de flujo y dificultad para la
limpieza de sus membranas (Fuenmayor et al., 2014).

A pesar de que hay un amplio numero de tecnologias alternativas no térmicas que son eficaces,
presentan limitaciones como altos costes, pérdida de propiedades organolépticas y cambios en la
composicion nutricional de los alimentos. (Pefia-Gémez et al., 2019c).

Por ultimo, otro de los métodos de conservacidn que se estan aplicando en los ultimos afnos,
consiste en el uso de antimicrobianos naturales. Los consumidores estdn preocupados cada vez mas
por su salud y, por lo tanto, por la seguridad de los alimentos (Burt, 2004). Los alimentos que contienen
conservantes sintéticos estan siendo rechazados (Menon y Garg, 2001) y los consumidores han exigido
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su reduccién. Por ello, ha crecido el interés en la aplicaciéon de compuestos antimicrobianos de origen
natural, no toxicos para el ser humano y seguros para el medio ambiente, desde principios de los afos
90, a raiz de la tendencia conocida como consumismo verde (Burt, 2004). Esto ha llevado a los
fabricantes a comenzar a reemplazar los conservantes tradicionales por este tipo de conservantes
naturales (Weiss et al., 2009). La adicién de los antimicrobianos naturales puede ayudar en el
desarrollo de productos alimenticios minimamente procesados, que es otra de las exigencias actuales
del consumidor (Davidson et al., 2013).

Los antimicrobianos naturales pueden obtenerse de fuentes animales (ciertas enzimas y polimeros
animales, acidos grasos libres), vegetales (aceites esenciales extraidos de plantas y otros compuestos
bioactivos) y microbianas (péptidos generados por microorganismos con actividad antimicrobiana
frente a otras cepas) (Weiss et al., 2009).

Los antimicrobianos naturales se estan convirtiendo en una alternativa viable para disminuir los
riesgos para la salud y las pérdidas econdmicas ocasionadas debido a la contaminacién por
microorganismos (Pisoschi et al., 2018). Existe el desafio en la industria alimentaria, a la hora de
adicionar los antimicrobianos naturales, para que no produzcan cambios negativos en las
caracteristicas sensoriales, pero sean utiles para la conservacién (Stopforth et al., 2005). Lo mas
adecuado seria poder usar un antimicrobiano natural o una combinacién de ellos que sea efectivo a
bajas concentraciones, sea econdmico, no cause cambios sensoriales en el producto, inhiba un amplio
conjunto de organismos alterantes y patdgenos y que no sea téxico (Davidson et al., 2013).

A pesar de que hay estudios que demuestran su eficacia, en la aplicacién o incorporacién de los
antimicrobianos naturales en los alimentos con frecuencia se ha observado que estos tienen menos
eficacia en las matrices alimentarias que en los sistemas modelo y, por tanto, es necesario incrementar
la concentracién requerida para inhibir el crecimiento microbiano (Weiss et al., 2009). Ademas,
presentan problemas de solubilidad e inestabilidad en la matriz alimentaria, volatilidad (Prakash et al.,
2018) asi como un marcado impacto en las propiedades sensoriales del alimento si se utilizan en altas
cantidades (Perdones et al., 2012). Por tanto, en los Ultimos afios se han investigado diferentes
estrategias para poder paliar estas limitaciones, entre las que destacan la encapsulacién o
inmovilizacién de los antimicrobianos naturales (Bernardos et al.,, 2015). Ademas, aunque los
antimicrobianos naturales se presentan como una alternativa atractiva hay muy pocos compuestos
permitidos por la legislacién para su uso en alimentos, por lo que hay que mejorar el uso y la
efectividad de esos compuestos aprobados mediante estas nuevas estrategias (Weiss et al., 2009).

La encapsulacién se define como el proceso en el que compuestos bioactivos quedan atrapados
dentro de materiales de recubrimiento para formar cdpsulas (Pérez-Esteve et al, 2016). La
encapsulacion puede ser usada en la industria alimentaria para estabilizar los ingredientes y/o
aumentar la biodisponibilidad de los nutrientes, mejorar las propiedades sensoriales de los alimentos
mediante el enmascaramiento de componentes con sabor u olor desagradable, asi como proteger
compuestos bioactivos como los antimicrobianos naturales. En este caso, distintos nano vy
micromateriales podrian servir como recubrimiento o agente portador de los compuestos bioactivos.
La reduccion del tamariio de la particula proporciona un aumento de la relacion superficie volumen y,
por lo tanto, mejora la reactividad (Prakash et al., 2018), la biodisponibilidad y el efecto inhibidor de
las moléculas antimicrobianas (Ruiz-Rico et al., 2018).

Se deben cumplir ciertos requisitos para que el sistema de encapsulacién sea adecuado: debe
atrapar el compuesto de manera eficiente y hacer que se libere en un lugar concreto a una velocidad
controlada (puede ser en respuesta a un estimulo externo), proteger al compuesto de la degradacion
y de otros ingredientes que puedan afectarle y no debe modificar las propiedades de los alimentos
(McClements et al., 2009; Ruiz-Rico et al., 2018).

La encapsulacidon permite reducir las interacciones de los compuestos encapsulados con agentes
externos o componentes de los alimentos y permite tener un mayor control sobre las reacciones
quimicas y sobre la liberacién de los compuestos en los lugares de accién. Ademads, permite aumentar
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la eficacia de los compuestos encapsulados debido a que estos consiguen una mayor estabilidad fisica
y quimica y alcanzan una mayor compatibilidad con las matrices alimentarias, permitiendo por ejemplo
que compuestos lipofilicos como son los aceites esenciales se dispersen uniformemente en fases
acuosas (Weiss et al.,, 2009). De esta manera las sustancias antimicrobianas se protegen de la
degradacién, se mejora la retencién durante el procesamiento y los costes son mas bajos en
comparacion con los agentes antimicrobianos convencionales (Ruiz-Rico et al., 2018). También mejora
las propiedades fisicas de los compuestos y permite incorporarlos a diferentes sistemas alimentarios
(Khare y Vasisht, 2014).

Las nanoemulsiones, microemulsiones, liposomas, nanoparticulas de lipidos sélidos o nanofibras
son diversos soportes organicos que pueden ser usados para la encapsulacion de compuestos
bioactivos en el procesado de alimentos (Weiss et al., 2009; Prakash et al., 2018). Ademas, se pueden
usar distintos soportes inorganicos como las arcillas, zeolitas o particulas mesoporosas de silice (Ruiz-
Rico et al., 2018).

Las emulsiones son dispersiones de dos liquidos inmiscibles total o parcialmente, con una fase
dispersa. Las nanoemulsiones son un tipo de emulsiones con un tamafo de particula entre 50 y 500
nm aproximadamente que permiten la encapsulacién de compuestos bioactivos lipdfilos. El tamafio
de la gota depende del tipo de homogeneizacion y de la composicién del sistema. La reduccion del
tamafo de particula hace que mejore la dispersabilidad de los compuestos lipofilicos en el agua y
también la biodisponibilidad gastrointestinal (Ruiz-Rico et al., 2018). Estudios realizados afirman que
las nanoemulsiones de aceites esenciales presentan un mayor efecto que los aplicados libremente a
las mismas concentraciones, ya que al aplicarlos libremente se disminuye su eficacia debido a las
interacciones con otros componentes (Jo et al., 2015) y a la dificultad que tienen para dispersarse en
la fase acuosa de los alimentos (Weiss et al., 2009). Ademas, la mejora de la solubilidad en las
nanoemulsiones provoca que aumenten los sitios de unién capaces de interactuar con las membranas
de los microorganismos (Ruiz-Rico et al., 2018). Sin embargo, son termodinamicamente inestables y
tenderdn a descomponerse con el tiempo (Gutiérrez et al., 2008).

Las microemulsiones son otro tipo de emulsiones y a diferencia de las nanoemulsiones, son
termodinamicamente estables. Son transparentes, de baja viscosidad y el didmetro de las particulas
se sitla entre 5 y 100 nm. Este sistema de encapsulacién permite proteger compuestos bioactivos
lipéfilos como aceites esenciales o acidos grasos (Ruiz-Rico et al., 2018).

Los liposomas son vesiculas esféricas delimitadas por una membrana de fosfolipidos naturales o
sintéticos que contienen un volumen acuoso (Rawat et al., 2008). El tamafio varia entre decenas de
nandémetros y decenas de micrémetros (Weiss et al., 2009). Sirven como vehiculo para moléculas tanto
lipofilicas como hidrofilicas. Para los compuestos lipofilicos la bicapa serd el entorno, se solubilizaran
dentro de ella, y para los hidrofilicos, la bicapa actuara de barrera, estardn encapsulados dentro y
después se difundiran (Weiss et al., 2009). Presentan un caracter anfifilico, biocompatibilidad, baja
toxicidad y facilidad de modificacién de la superficie (Rawat et al., 2008).

Las nanoparticulas de lipidos sélidos son portadores coloidales con un didmetro entre 50 y 1000
nm. El interior es hidréfobo y los rodea una membrana fosfolipidica (Rawat et al., 2008). Tienen las
ventajas de las nanoemulsiones y de los liposomas con son la buena disolucién y la buena
permeabilidad del compuesto a través de la membrana, evitdndose las desventajas de desestabilidad
y toxicidad.

Las nanofibras son fibras con un diametro entre 10 y 100 nm. Tienen un rendimiento mecanico
superior, alta porosidad y gran relacién superficie-masa. Pueden utilizarse como ingredientes, como
materiales de envasado de alimentos o como portadores de compuestos antimicrobianos (Kriegel et
al., 2010).

Los sistemas inorgdnicos de encapsulacidn se caracterizan por estar organizados mediante canales
o poros que atrapan las sustancias bioactivas y posteriormente las liberan. Las arcillas y las zeolitas son
solidos de aluminosilicato tridimensionales que son de facil fabricacién, bajo coste y biocompatibles
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para transportar compuestos bioactivos. Las particulas mesoporosas de silice son materiales de 6xido
de silicio con didmetros de poro entre 2 y 50 nm, que pueden ser sintetizados con distintos tamafios y
morfologias de particula y, ademads, presentan una superficie facilmente funcionalizable, lo que las
convierte en los portadores mds importantes para atrapar y liberar compuestos de forma controlada
(Ruiz-Rico et al., 2018).

A diferencia de los sistemas de encapsulacion organica, estos son mas rigidos, lo cual conlleva
mayor estabilidad térmica y quimica, y mayor resistencia a agentes externos como el pH o la presion,
lo que permite proteger mejor las moléculas bioactivas atrapadas en su interior. Ademds, presentan
buena compatibilidad.

A pesar de que los sistemas de encapsulacién mejoran el efecto antimicrobiano y presentan
multiples beneficios como la mejora de la estabilidad y la biodisponibilidad, la liberacidn controlada y
el enmascaramiento de propiedades desagradables que puedan aportar los compuestos bioactivos,
también tienen limitaciones, y es que hay pocos antimicrobianos nanoestructurados en el mercado
porque antes de incorporar un nanomaterial al mercado hay que considerar la estabilidad de los
soportes, la biocompatibilidad con las matrices alimentarias y su posible toxicidad (Ruiz-Rico et al.,
2018).

La encapsulacién, ya sea mediante el uso de soportes organicos como inorgdnicos, puede ser una
técnica adecuada para la proteccién de diversas moléculas bioactivas como los antimicrobianos
naturales, pero es necesaria la liberacién al medio de dichas moléculas para que estas puedan ejercer
su efecto antimicrobiano. La liberacidn permitird inhibir el crecimiento microbiano, pero no se evitaran
ciertas limitaciones de los antimicrobianos naturales usados en forma libre como son la modificacidn
de las propiedades sensoriales del alimento o la absorcion en el sistema digestivo tras la ingestién.

Otra metodologia desarrollada en los ultimos afios para mejorar la aplicabilidad de los
antimicrobianos naturales es la inmovilizacion de estos en un material o soporte inerte. La
inmovilizacién se puede definir como el anclaje de moléculas bioactivas sobre la superficie de un
material de soporte preservando las propiedades de los compuestos anclados y aportando nuevas
propiedades a los materiales de partida (Gupta et al., 2016).

La inmovilizacién de moléculas bioactivas puede ser mas o menos estable en funcién de la
metodologia de funcionalizacion (Goddard y Hotchkiss, 2007). El objetivo de la inmovilizacién
covalente es que los compuestos inmovilizados mantengan sus propiedades bioactivas tras su anclaje
en el material no siendo necesaria la liberacidn al medio para que ejerza su accion (Kallrot et al., 2006).

Esta técnica de aplicacién de compuestos antimicrobianos naturales donde se lleva a cabo la
inmovilizacién en un soporte es novedosa. En diversos estudios se ha demostrado que su eficacia
contra bacterias, levaduras, mohos y virus es alta, disminuyéndose las dosis necesarias en comparacion
con los compuestos usados en forma libre. Ademas, la inmovilizacién puede permitir la reutilizacion
sin perder la actividad y no provoca lixiviaciones en la matriz alimentaria (Ruiz-Rico et al., 2017).

La inmovilizacién de antimicrobianos permite obtener nuevos agentes biocidas con caracteristicas
muy diversas en funcién del material usado, la morfologia y el tamano del soporte, las caracteristicas
de su superficie, las propiedades del compuesto inmovilizado y la biocompatibilidad tanto del soporte
como de la molécula anclada (Pefia-Gémez et al., 2019c).

Dadas todas las ventajas y posibles aplicaciones de los antimicrobianos naturales, asi como la
novedad respecto a la aproximacién de la inmovilizacion de estos compuestos para el desarrollo de
nuevos sistemas antimicrobianos se considera necesaria realizar una revisién bibliografica para poder
evaluar de forma critica las propiedades de estos nuevos materiales antimicrobianos y los posibles
usos de los antimicrobianos inmovilizados en la industria alimentaria.



2. OBIJETIVOS

El objetivo principal del presente trabajo fue recopilar, revisar y analizar estudios sobre la
inmovilizacién de diferentes compuestos antimicrobianos y su aplicacidn en la industria alimentaria.

Para llevar a cabo dicho objetivo se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Describir las caracteristicas generales de los antimicrobianos naturales.

- Distinguir las limitaciones de los antimicrobianos naturales al usarlos de forma libre.

- Describir las principales metodologias de inmovilizacion de antimicrobianos sobre
diferentes soportes.

- Analizar el efecto inhibitorio de los antimicrobianos inmovilizados sobre diferentes
microorganismos.

- Recopilar ejemplos de aplicacién de antimicrobianos inmovilizados aplicados en la
industria alimentaria.

- Definir las ventajas y limitaciones de antimicrobianos naturales inmovilizados
desarrollados.

- Proponer potenciales aplicaciones de los antimicrobianos inmovilizados en la industria
alimentaria.

3. METODOLOGIA

La busqueda bibliografica de articulos cientificos publicados fue llevada a cabo en inglés y en
espafol durante los dias 23 de marzo de 2020 y 23 de junio de 2020 para trabajos divulgados entre los
afios 2003 y 2020. Las bases de datos consultadas fueron Science direct, chemijournal.com, Wiley
Online Library, liebertpub.com, ACS publications, MDPI, SpringerLink, PORTICO, PubMed,
F1000Research, Google Scholar, Semantic scholar, frontiers in microbiology, Royal Society of
Chemistry, society for applied microbiology, RiuNet, currentscience.ac.in, annual reviews, hindawi,
Canadian Science Publishing, ResearchGate y Cambridge Core. Las palabras clave para la busqueda
fueron: natural antimicrobials, immobilised antimicrobials, antimicrobials in food, immobilised
essential oil, non thermal treatments, surface modification, functionalization, covalent immobilization.

Los criterios de inclusidon de los estudios fueron (i) articulos en los que se utilizaron compuestos
antimicrobianos naturales inmovilizados vy (ii) articulos donde se evalud el potencial antimicrobiano
del compuesto inmovilizado en una matriz alimentaria, mientras que los criterios de exclusién de los
estudios fueron (i) articulos en los que el texto completo no pudo ser descargado y (ii) articulos en los
que se inmovilizaron compuestos antimicrobianos no naturales.

Los antimicrobianos, métodos de inmovilizacién o ejemplos de aplicacién que solamente fueron
mencionados y hacian referencia a un estudio anterior necesitaron una busqueda adicional.

Una vez extraidos los datos, la informacién ha sido clasificada en diferentes secciones:

- Caracteristicas, propiedades y usos de los antimicrobianos naturales
+Origen vegetal:
Aceites esenciales
Compuestos fenélicos hidréfilos
+Origen animal:
Acidos grasos libres
Polimeros de origen animal
+Origen microbiano
Bacteriocinas
- Limitaciones de los antimicrobianos naturales al usarlos de forma libre



- Metodologias de inmovilizacién sobre diferentes soportes
+Materiales de soporte
+Técnicas de funcionalizacién
+Técnicas de inmovilizacién
- Ejemplos de antimicrobianos inmovilizados aplicados en la industria alimentaria
+Inmovilizacion no covalente
+Inmovilizacion covalente

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. ANTIMICROBIANOS NATURALES

La percepcion que presentan hoy en dia los consumidores hacia los conservantes sintéticos y la
preferencia por productos minimamente procesados, ha llevado a la industria alimentaria a buscar
alternativas naturales (Hyldgaard et al., 2012). Ademds, la resistencia a farmacos es un problema que
estd suponiendo un gran desafio en el campo médico y encontrar nuevos antimicrobianos podria
solucionarlo (Chouhan et al., 2017). El continuo uso de antimicrobianos sintéticos puede provocar la
aparicion de cepas resistentes (Capeletti et al., 2014) y problemas de toxicidad (Zengin et al., 2011).
Por lo tanto, son necesarios antimicrobianos alternativos naturales o nuevas formas de administracién
que hagan que las dosis necesarias sean menores (Gyawali e Ibrahim, 2014).

Los antimicrobianos naturales se definen como compuestos bioactivos con actividad inhibitoria
frente a diversos microorganismos y que se pueden obtener de diversas fuentes de la naturaleza.
Pueden ser de origen vegetal, como son los aceites esenciales y otros compuestos bioactivos extraidos
de plantas; de origen animal, entre los que podemos encontrar ciertas enzimas y polimeros animales,
asi como acidos grasos libres; y de origen microbiano, como las bacteriocinas, que son péptidos de
origen microbiano que presentan actividad antimicrobiana frente a otras cepas (Weiss et al., 2009).
Tanto las propiedades antimicrobianas de estas alternativas naturales como sus usos y limitaciones
han sido documentadas ampliamente y seran descritas a continuacion.

Los compuestos antimicrobianos de origen vegetal obtenidos de plantas son generados por ellas
como estrategias de proteccién (Borges et al., 2013; Burt, 2004). Los mds activos se pueden encontrar
en especias, hierbas o aceites esenciales, que incluyen compuestos fendlicos y subclases como
terpenos, cumarinas o flavonoides (Gaysinsky y Weiss, 2007). Los antimicrobianos procedentes de
plantas han recibido gran interés debido a su baja toxicidad, a su actividad farmacoldgica y a su
viabilidad econdmica, ademas de tener también propiedades para la eliminacion de radicales, a los
cuales estd asociado el deterioro de la calidad organoléptica de los alimentos y enfermedades como
el cancer. Por lo tanto, promueven la conservacién de alimentos y son una alternativa para tratar
distintas enfermedades (Chouhan et al., 2017).
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Figura 1. Esquema resumen de la clasificacidn de los antimicrobianos naturales.

4.1.1. Aceites esenciales

Los antimicrobianos naturales de origen vegetal mdas destacables y estudiados son los aceites
esenciales, que son liquidos aromaticos y volatiles (Hyldgaard et al., 2012) procedentes de material
vegetal (flores, brotes, semillas, hojas, maderas, frutas o raices) y que se pueden obtener mediante
fermentacién, extraccion o mas comiunmente destilacién (Burt, 2004).

Los aceites esenciales presentan actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram — y Gram +,
mohos y levaduras (Burt, 2004). Hay estudios que demuestran que la aplicacién directa de los aceites
esenciales a los alimentos ejerce un efecto antimicrobiano y antioxidante (Chouhan et al.,, 2017).
También son antivirales (Astani et al., 2011), antiparasitos (George et al., 2009), e insecticidas (Kim et
al., 2003). Ademas, la posibilidad del desarrollo de resistencia es insignificante al presentar varios
compuestos que actldan a la vez (Prakash et al., 2015); los microorganismos tendrian que presentar
mutaciones simultaneas para conferir la resistencia y es muy improbable (Huh y Kwon, 2011).

Los estudios in vitro han demostrado la actividad de los aceites esenciales frente a bacterias
patégenas como L. monocytogenes, Salmonella typhimurium, E. coli 0157:H7, Shigella dysenteria,
Bacillus cereus y Staphylococcus aureus a bajas concentraciones. Las bacterias Gram- son ligeramente
menos susceptibles que las bacterias Gram+, lo cual es esperable porque los microorganismos Gram-
presentan una envoltura externa que rodea y protege la pared celular (Burt, 2004).

Los aceites esenciales contienen compuestos bioactivos (terpenos, terpenoides, carotenoides,
cumarinas) con actividad inhibitoria que pueden ser también usados como agentes antimicrobianos
(Pandey et al., 2017). El mecanismo de accién de estos componentes no estd totalmente esclarecido
pero la accidn principal se cree que es la interaccidn de estos compuestos bioactivos hidrofébicos con
los lipidos de las membranas celulares microbianas, aumentando su permeabilidad y provocando la
fuga de iones y del contenido citoplasmatico, lo que conduce a la muerte celular (Burt, 2004). También
pueden actuar como inhibidores de la transferencia de protones (Weiss et al., 2009) y pueden afectar
el mecanismo de enzimas y otros componentes celulares (Pisoschi et al., 2018).

Los factores que favorecen su accidn son bajo pH, baja temperatura y bajos niveles de oxigeno
(Burt, 2004). La matriz alimentaria junto a estos factores extrinsecos podria reducir su actividad
antimicrobiana (Prakash et al., 2018). Se requiere un conocimiento detallado de las propiedades de los
aceites esenciales para utilizarlos como conservantes, siendo necesario establecer, para cada uno de
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ellos, la dosis minima inhibitoria, el modo de accidn, el efecto en los diferentes microorganismos y el
efecto de los componentes de la matriz alimentaria en sus propiedades (Hyldgaard et al., 2012).

Entre los componentes de los aceites esenciales mas efectivos destacan moléculas como el
carvacrol, timol, eugenol, acido cindmico, cinamaldehido y perillaldehido (Burt, 2004), los cuales son
capaces de inhibir el crecimiento microbiano en un rango de concentraciones entre 0,05y 5 uL/mL en
ensayos in vitro, pero necesitando concentraciones mas altas en alimentos. La disminucién de la
eficacia en alimentos se debe a las interacciones con otros componentes (Jo et al., 2015) y a la
dificultad que tienen para dispersarse en la fase acuosa de los alimentos (Weiss et al., 2009). En el caso
de aplicarlos directamente sobre los alimentos, se necesitarian concentraciones altas para asegurar el
efecto inhibitorio y tendrian impacto en las propiedades organolépticas, ya que presentan un fuerte
olor y sabor ademas de una elevada volatilidad y baja solubilidad en agua (Tyagi et al., 2014). Incluso
a dosis mas bajas podrian influir negativamente en las propiedades organolépticas como el color, el
sabor o la textura de los alimentos a los que se les aplique, y conllevaria a una disminucion de la
aceptacion del consumidor (Prakash et al.,, 2018). Los efectos organolépticos se podrian limitar
eligiendo los aceites esenciales en funcién del tipo de alimento en los que se utilicen (Burt, 2004) o
usando combinaciones de varios compuestos, aunque se conoce poco sobre qué interacciones
producen estos efectos (Hyldgaard et al., 2012). Por ultimo, otras desventajas son que su produccién
se puede ver limitada por escasez de materias primas, asi como por la pérdida de biodiversidad
(Prakash y Kiran, 2016).

4.1.2. Compuestos fenolicos hidréfilos

Otros compuestos antimicrobianos de origen vegetal son los compuestos fendlicos hidréfilos
obtenidos de extractos acuosos de plantas, que tienen reconocida actividad antimicrobiana vy
antioxidante (Borges et al., 2013; Burt, 2004). Las plantas los producen como agentes protectores, y
les permiten ademas superar los desafios ambientales (Boudet, 2007).

Son metabolitos secundarios producidos por las plantas y dentro de la amplia variedad de
moléculas con la estructura de los polifenoles, generalmente se dividen en flavonoides y no
flavonoides. Dentro de los flavonoides se encuentran los flavonoles, flavonas, antocianidinas,
flavanoles e isoflavonas. Dentro de los no flavonoides estan los acidos fendlicos, que pueden ser
derivados del acido benzoico como el acido galico o derivados del acido cinamico, como el acido
ferdlico (Daglia, 2012).

Muchos de estos compuestos presentan actividad antibacteriana, antifungica y antiviral (Daglia,
2012). Ademas de ser antimicrobianos y antioxidantes, presentan actividad antimutagénica,
antiinflamatoria, anticancerigena, antialergénica y antihipertensiva (Silva et al., 2018).

Su uso como conservante natural ha ganado interés (Schieber, 2017), ya que han demostrado
efecto inhibitorio frente a bacterias, causando un dafio estructural o funcional en la membrana celular
y provocando asi su muerte. La permeabilidad de pared y de la membrana celular se ve afectada por
estos compuestos, lo cual lleva a la liberacién del contenido intracelular fuera de la célula. Ademas,
puede ir acompafiado de la interrupcion de la funcidn de la membrana, ya sea mediante la interrupcién
de la transferencia de electrones, la interrupcién de la actividad enzimatica o la interrupcion de la
absorcidn de nutrientes (Aleksic y Knezevic, 2014).

Sin embargo, aunque estos compuestos fendlicos hidréfilos tienen actividad antimicrobiana, las
concentraciones efectivas son demasiado altas para aplicar estos compuestos per se como
conservantes de alimentos o agentes biocidas (Borges et al., 2013). Ademas, son compuestos poco
estables frente a diversos agentes externos, perdiendo sus propiedades bioactivas (Panagiota et al.,
2009).
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4.1.3. Acidos grasos libres

Entre los antimicrobianos naturales de origen animal destacan los acidos grasos libres. Los acidos
grasos libres de cadena media son una familia de ésteres de glicerol de acidos saturados, entre los que
destacan el acido caprilico, el caprico y el laurico, que estdn naturalmente presentes en alimentos
como el aceite de coco (Zentek et al., 2011). Son lipidos, como los que forman parte de la membrana
plasmatica y tienen actividades bioldgicas diversas y potentes (Desbois y Smith, 2010).

Son agentes biocidas potentes contra virus, bacterias y hongos (Chang et al., 2010) y han ganado
interés para diversas aplicaciones como la conservacidon de alimentos porque ademas evitaran el
problema de resistencia (Desbois y Smith, 2010). Tienen propiedades antimicrobianas contra
patégenos transmitidos por alimentos como Campylobacter jejuni, E. coli 0157:H7, Helicobacter pylori,
L. monocytogenes o S. aureus (Kim y Rhee, 2016).

La diana principal de estos compuestos es la membrana celular produciendo su lisis,
interrumpiendo el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa, y perjudicando la absorcién de
nutrientes (Desbois y Smith, 2010).

Los inconvenientes que presentan, en general, los acidos grasos libres, son el sabor y olor
desagradable capaz de alterar las propiedades sensoriales de los alimentos, su inestabilidad y su
tendencia a unirse de manera no especifica a las proteinas perdiendo sus propiedades (Desbois y
Smith, 2010).

La aplicacién de varios componentes combinados puede hacer que la pérdida de calidad nutritiva
y organoléptica de los alimentos se minimice utilizando cantidades reducidas de antimicrobianos. El
uso combinado de acidos grasos libre y aceites esenciales ha sido reportado que presenta efectos
bactericidas sinérgicos, con lo que podrian reducirse las concentraciones de ambos compuestos
necesarias con el fin de minimizar el efecto sobre las propiedades sensoriales del alimento (Kim y Rhee,
2016).

Otra alternativa al uso de los acidos grasos libres propuesta recientemente ha sido la encapsulacién
de estos compuestos en nanoparticulas mesoporosas de silice, manteniendo la eficacia del compuesto
a través de una liberacion del compuesto de manera controlada. Esta encapsulacion fue capaz de
enmascarar parcialmente las propiedades desagradables del acido graso y disminuyd las interacciones
con otros componentes que pueden alterar su funcionalidad (Ruiz-Rico et al., 2015).

4.1.4. Polimeros de origen animal
Ciertas enzimas, péptidos y polimeros de origen animal son otro tipo de antimicrobianos naturales.

El quitosano es un polimero con propiedades antimicrobianas, biodegradable y no téxico, por lo
que se utiliza en diferentes industrias, incluida la industria alimentaria. Se puede aplicar tanto como
aditivo como componente del material de envase. Retrasa el crecimiento de microorganismos y
mejora la calidad y la vida util de los alimentos. Se ha demostrado que es eficaz contra bacterias Gram+
y Gram-, levaduras y hongos filamentosos. Su efectividad puede variar en funcién de factores
intrinsecos o ambientales principalmente (Kong et al., 2010).

Sin embargo, es complicado utilizarlo en disolucién ya que es poco soluble en agua y se necesita
disolver en una disolucién de acido acético o lactico que puede afectar negativamente al quitosano,
adoptando ademads una estructura mas inestable (Kong et al., 2010).

Otro ejemplo son los péptidos bioactivos que provienen de las proteinas de la leche. Presentan
propiedades antimicrobianas, antitrombdticas, inmunomoduladoras, antihipertensivas o portadoras
de minerales cuando se liberan tras la hidrélisis de las proteinas. Ademas, tienen la ventaja de provenir
de una fuente econdmica y segura, lo cual aumenta su potencial para su uso tanto en medicina como
en la industria alimentaria. Inhiben tanto microorganismos que causan deterioro como
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microorganismos patogenos. Los péptidos derivados de las caseinas actian contra una amplia gama
de bacterias Gram+ como Bacillus subtilis o Streptococcus pyogenes. En concreto péptidos como la
isracidina, es activa contra bacterias Gram+ y Gram- y protege contra S. aureus, S. pyogenes y L.
monocytogenes u otros provenientes de las k-caseinas que también son activos contra levaduras. Sin
embargo, necesitan cantidades significativamente altas para poder inhibirlos lo que limita en gran
medida su aplicacion en alimentos (Benkerroum, 2010).

Los péptidos antimicrobianos presentan limitaciones, ya que tienen una vida media corta y
toxicidad asociada a concentraciones mas altas que se afiaden para compensar esa corta vida media.
Para solucionar estas limitaciones se estudio la inmovilizacidon de estos péptidos en la superficie de
diversos materiales. La inmovilizacién covalente de estos antimicrobianos en diversas superficies
sugiere que los péptidos antimicrobianos inmovilizados pueden ser efectivos en la prevencién de la
formacion de biopeliculas mediante la inhibicidn de los microorganismos después del contacto con el
biomaterial recubierto. La inmovilizacién covalente provocé un aumento en la estabilidad y una
disminucién de la toxicidad comparado con la adicion de los péptidos libres y con otras tecnologias de
lixiviacion, siendo ademas capaz de conseguir una alta efectividad contra bacterias y contra la
formacion de biopeliculas (Costa et al., 2011).

Las enzimas son también una estrategia para luchar contra los microorganismos. Son capaces de
degradar el ADN microbiano, los polisacaridos y las proteinas, ademas de interferir en la formacién de
biopeliculas. Estan extendidas en la naturaleza y defienden a los organismos del ataque bacteriano
(Thallinger et al., 2013).

La lisozima procedente de la clara de huevo, plantas, bacterias y secreciones animales (Lopes et al.,
2019), presenta actividad inhibitoria frente a bacterias Gram+ y algunas Gram- al hidrolizar enlaces de
las paredes celulares. La lisozima tiene la capacidad de actuar contra el peptidoglicano de las bacterias;
hidroliza los enlaces glucosidicos B-(1-4) entre el acido N-acetil-murdmico y la N-acetil-glucosamina,
por lo que las bacterias Gram+ se ven mas afectadas que las Gram-. Es capaz de actuar contra las
bacterias Gram- si hay presencia de agentes de desestabilizadores de la membrana como detergentes
o utilizandola asociada con lactoferrina (Barbiroli et al., 2012). Se utiliza para aumentar la vida util de
productos frescos como frutas, verduras, carne y queso. También ha habido un creciente interés en
utilizarla en envases bioactivos (Thallinger et al., 2013). Ademas, también se puede generar a partir de
proteinas lacteas, al igual que la lactoferrina (Benkerroum, 2010).

La lactoferrina es una glicoproteina de unién al hierro que proviene de la leche o de otras
secreciones como la saliva o las lagrimas y que presenta actividad antitumoral, antioxidante,
inmunomoduladora y antimicrobiana (Yen et al., 2011). La lactoferrina presenta actividad inhibitoria
frente a un amplio rango de bacterias, hongos, protozoos y virus (Orsi, 2004). La lactoferrina tiene
efecto bacteriostatico y bactericida. Como agente bacteriostatico tiene dos mecanismos de accion
contra bacterias, la produccién de sideréforos, que son quelantes, y que unen el ion férrico con alta
afinidad y lo transportan a las células o la expresidn de receptores especificos capaces de eliminar el
hierro de la lactoferrina en la superficie bacteriana. Ademds, como agente bactericida se puede unir a
lipidos de la envoltura celular incrementando la permeabilidad de la membrana (Orsi, 2004).

Este efecto bactericida se suele asociar a la lactoferricina, que es un péptido procedente de la
degradacién de la lactoferrina y con propiedades antimicrobianas mas potentes que ella (Yen et al.,
2011) eficaz contra un amplio rango de bacterias (Tomita et al., 2002). El uso de la lactoferrina de
forma individual se puede ver, en ocasiones limitado, y puede ser usado en combinacién con otros
compuestos biocidas como la lisozima.

Sin embargo, son compuestos fragiles e incluso pequefios cambios conformacionales pueden
reducir su actividad (Pena-Gémez et al., 2019c). Las enzimas son sensibles al proceso de producciény
almacenamiento y pueden interaccionar de manera indeseable con los componentes de los alimentos,
perdiendo asi eficacia antimicrobiana y necesitdndose grandes concentraciones para ser eficaz, lo cual
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es un problema (Lopes et al., 2019). Ademds, tienen baja estabilidad quimica y térmica y tienden a
inhibirse si hay altas concentraciones de componentes de reaccién (Bashir et al., 2020).

4.1.5. Bacteriocinas

Por ultimo, las bacteriocinas son péptidos o proteinas sintetizadas por los ribosomas de diferentes
grupos de bacterias (Galvez et al., 2007). Muchas estan producidas por bacterias acido lacticas, tienen
actividad antimicrobiana y son adecuadas para controlar el deterioro de los alimentos. Son muy
diversas, varian en tamano, estructura y especificidad, siendo capaces de actuar contra varios géneros
0 especies particulares de bacterias patégenas (O’Connor et al., 2015). A modo de ejemplo, hay
bacteriocinas capaces de inhibir selectivamente bacterias como L. monocytogenes sin afectar a la
microbiota (Galvez et al., 2007).

Su uso en la industria alimentaria puede ser muy beneficioso, ya que alargan la vida util de los
alimentos, disminuyen el riesgo de transmisién de patdgenos, y contribuyen a la reduccidn de los
conservantes sintéticos y de la intensidad de los tratamientos térmicos. Son sustancias seguras,
activas, no toéxicas y tienen un espectro antimicrobiano amplio (Galvez et al., 2007). Tienen bajos
niveles de resistencia, lo cual es una gran ventaja, y ademads no afectan a las caracteristicas sensoriales
de los alimentos.

Se dividen en dos grupos, clase | (que contiene péptidos modificados) y clase Il (con péptidos sin
modificar), y su modo de accidn se basa en |la permeabilizacién de la membrana citoplasmatica de los
microorganismos (O’Connor et al., 2015).

Se pueden introducir directamente en alimentos, pero actualmente solo se utilizan dos
bacteriocinas como conservantes de alimentos (O’Connor et al., 2015). Son mas efectivas si actlan
sinérgicamente con otros compuestos como son los compuestos fendlicos u otras proteinas
antimicrobianas, y también si se combinan con tratamientos como los pulsos eléctricos (Galvez et al.,
2007).

Sin embargo, su efectividad estd condicionada por factores externos como el pH, la temperatura,
la composicién, la estructura y la microbiota de los alimentos (Galvez et al., 2007). Se producen
interacciones con componentes de la matriz alimentaria que pueden reducir la actividad
antimicrobiana (Da silva et al., 2010). Los problemas de estabilidad y la interaccién de estos péptidos
con los componentes de los alimentos se pueden corregir mediante su encapsulacién (Da silva et al.,
2010) o su inmovilizacion (Galvez et al., 2007) obteniendo resultados muy prometedores.

4.2. METODOLOGIAS DE INMOVILIZACION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Tal y como se ha comentado anteriormente, a pesar de las multiples ventajas que presentan los
antimicrobianos naturales, para mejorar su aplicabilidad, su efectividad y evitar las limitaciones que
presenta su adicién en forma libre, una de las soluciones mds prometedoras es el desarrollo y la
utilizacion de técnicas de inmovilizacion de estos compuestos.

La inmovilizacidn consiste en anclar las moléculas bioactivas sobre un soporte preservando las
propiedades bioactivas de las moléculas fijadas y aportando nuevas propiedades al material de
soporte.

La inmovilizacion se puede hacer mediante varias metodologias de funcionalizacion que se
detallardn a continuacidn. Las propiedades de los materiales funcionalizados variaran en funcién de
las propiedades del compuesto bioactivo fijado, las caracteristicas del soporte, la metodologia de
inmovilizacién y la biocompatibilidad tanto del soporte como del compuesto bioactivo.
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Las caracteristicas de los compuestos bioactivos a fijar, es decir, las propiedades y particularidades
de los antimicrobianos naturales han sido descritas en la Seccién 4.1, por lo que se describirdn a
continuacién las caracteristicas de los principales materiales que han sido usados como soporte para
la inmovilizacion de los antimicrobianos naturales y las metodologias de funcionalizacion mas
importantes. En la Figura 2 se puede observar de manera simplificada el mecanismo de inmovilizacion
de los compuestos antimicrobianos que se detallara a continuacién en los siguientes apartados. Para
la inmovilizacidn de antimicrobianos es necesaria un material de soporte que presente grupos
funcionales en su superficie que al activarse (superficie funcionalizada) permitan el anclaje con los
grupos funcionales del compuesto antimicrobiano.

y U N Q@ AN L VN

Superficie del soporte Superficie funcionalizada Compuesto antimicrobiano
inmovilizado

Figura 2. Mecanismo de inmovilizacidon de los compuestos antimicrobianos.

4.2.1 Materiales de soporte

Los principales tipos de materiales de soporte se clasifican en materiales poliméricos (celulosa,
quitosano, pldsticos sintéticos...), ceramicos (cristal, membranas cerdmicas, particulas de silice,
arcillas, arena...) y metalicos.

La celulosa posee la estructura mas simple entre los polisacdridos ya que esta compuesta de glucosa
como uUnico mondmero. La celulosa es un polimero lineal donde las moléculas de glucosa estan unidas
covalentemente a través de funciones acetales entre los grupos hidroxilo ecuatoriales de C4 y los
atomos de carbono C1. Segun la estructura molecular de la celulosa, los grupos hidroxilo en las
unidades de glucosa son responsables de su actividad quimica (Credou y Berthelot, 2014). La celulosa
es el polimero natural mas abundante y se puede utilizar de diversas formas. Es un material poroso
capaz de retener moléculas contaminantes y en la industria alimentaria se ha estudiado su uso sobre
todo en la clarificacién de bebidas debido a su alta superficie, alta resistencia, humectabilidad, facilidad
de funcionalizacidn quimica y bajo impacto ambiental (Pefia-Gédmez et al., 2019c). La inmovilizacion
quimica de grupos activos puede obtenerse a través de la reaccién con la superficie de celulosa rica en
grupos hidroxilo.

Dentro de los materiales poliméricos se ha demostrado que la quitina, el quitosano y sus derivados
son excelentes y seguros para la inmovilizacion de compuestos bioactivos como enzimas alimentarias,
principalmente debido a sus propiedades no tdxicas, biocompatibles y biodegradables. La quitina es el
aminocarbohidrato mds abundante en la tierra y se encuentra en los caparazones de crustaceos como
el cangrejo (Jiang et al., 2017). El quitosano es un polisacarido lineal compuesto de D-glucosamina y
N-acetil-D-glucosamina distribuidas al azar distribuidas mediante enlace B(1->4) con diversos grupos
funcionales que permiten la funcionalizacién del material. Ademads, estos materiales poliméricos
presentan propiedades antimicrobianas per se (Liburdi et al., 2016).

Del mismo modo, los polimeros organicos sintéticos presentan extremos de cadena reactivos en la
superficie que pueden activarse y permiten que se anclen las sustancias antimicrobianas (Hao et al.,
2011).

Los materiales ceramicos son materiales constituidos por sélidos inorganicos como el éxido de
silicio. Los materiales a base de éxido de silicio se encuentran entre los materiales inorgdnicos
conocidos por su estabilidad térmica y mecdnica, su no toxicidad y su alta resistencia a los ataques
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microbianos y solventes orgdnicos. La superficie de los materiales siliceos presenta defectos
estructurales en forma de grupos silanol (Si-OH) que pueden reaccionar facilmente con organosilanos
mediante sustitucidén nucleofilica alifatica, lo que resulta en la incorporacion de restos organicos en la
superficie de los materiales.

La arcilla y la arena al ser materiales siliceos presentan grupos silanol en su superficie permitiendo
asi el anclaje de los compuestos antimicrobianos (Jiang et al., 2016) y caracteristicas adecuadas como
son la fabricacidn simple, el bajo coste y la biocompatibilidad (Ruiz-Rico et al., 2016).

Las particulas de silice amorfa también se utilizan en la industria alimentaria y estdn consideradas
como sustancias GRAS (Contado et al., 2013). Por ultimo, las particulas de silice mesoporosas han
generado interés porque presentan una gran superficie, un tamano de poro variable, estabilidad
térmica, buena biocompatibilidad, durabilidad y facilidad de modificacién de su superficie (Botequim
etal., 2012). En concreto, destaca la familia de las particulas MCM-41 (Mobil Composition of Matter),
estructuras porosas de didxido de silicio, que permiten el anclado de moléculas bioactivas en su
superficie y elevada capacidad de carga (Ros-Lis et al., 2018).

Los materiales metalicos destacan por sus excelentes propiedades estructurales, dpticas,
fisicoquimicas, térmicas, y mecdnicas como la alta tenacidad y la resistencia a la corrosién, ademas de
su buena durabilidad y alta conductividad (Kango et al., 2013). Son materiales inertes vy
biocompatibles. Presentan propiedades antiincrustantes para evitar la formacién de peliculas
(Bekmurzayeva et al., 2018). Algunas superficies metdlicas inertes necesitan preactivarse para poder
modificar su superficie y llevar a cabo la inmovilizacidn de biomoléculas (Shalev et al., 2012).

4.2.2. Técnicas de funcionalizacién de superficies

El primer paso para el desarrollo de materiales con compuestos inmovilizados consiste en la
seleccion de un sustrato que presente las propiedades necesarias para su uso posterior. Sin embargo,
antes de producirse la inmovilizacion de la molécula bioactiva puede que sea necesario activar la
superficie de los materiales debido a su naturaleza inerte, lo cual se denomina como funcionalizacion.

La funcionalizacién del soporte consiste en modificar la superficie del material para mejorar sus
propiedades como la humectaciéon y la adhesién mediante la introduccidn de grupos polares, y
adaptdndose a los grupos funcionales que se quieran unir en la inmovilizacién. Ademads de mejorar las
propiedades del soporte mejoran la afinidad de la unidn, tienen alta estabilidad, baja toxicidad y
maximizan la cantidad inmovilizada por unidad de drea al insertarse un agente polifuncional en la
superficie del soporte, ya que se aumenta el nimero de grupos funcionales disponibles por unidad de
superficie. Los organosilanos se han utilizado ampliamente para realizar esta funcion (Hu et al., 2017)
aportando puntos de unién con distintos grupos funcionales comunes de unién como tioles, aldehidos,
acidos carboxilicos, grupos hidroxilos y aminas (Goddard y Hotchkiss, 2007).

Hay diferentes técnicas para realizar la funcionalizacién como quimicos humedos, monocapas de
silano, tratamientos de gas ionizado e irradiacion UV entre otras (Goddard y Hotchkiss, 2007). También
la técnica de intercambio de ligandos (Kango et al., 2013).

En la modificacién de la superficie mediante quimicos humedos, se trata con agentes liquidos que
generan grupos funcionales reactivos sobre ella. No necesita un equipamiento especializado y se
puede realizar en laboratorios. Tiene mas capacidad de penetracidén que otras técnicas. Sin embargo,
son inespecificos, generan grupos funcionales que contienen oxigeno, pueden producir una
funcionalizacidn irregular y generan residuos peligrosos. Son utiles a nivel de laboratorio, pero o a gran
escala (Goddard y Hotchkiss, 2007).

Los organosilanos tal y como se ha comentado, se han utilizado ampliamente. Inicialmente se
desarrollaron para acoplar un polimero orgdnico a un sustrato inorganico, pero se ha estudiado su
aplicacién en la funcionalizaciéon de distintos materiales aplicando monocapas de silano. Presentan una
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estructura muy ordenada, casi cristalina y ofrecen de esta manera el potencial para una
funcionalizacién de superficie mas definida (Goddard y Hotchkiss, 2007).

Dentro de los tratamientos de gas ionizado se encuentra el plasma, la descarga de corona y el
tratamiento por llama. El plasma es un estado de alta energia en el que un gas estd parcialmente
ionizado en particulas cargadas y particulas neutras. Modifica la superficie sin generar desechos y con
menor degradacidn del material que los métodos himedos. La funcionalizacién varia en funcién del
gas de plasma. La descarga de corona es un proceso continuo, simple y de bajo coste en el que una
corriente de aire inducida eléctricamente bombardea la superficie del soporte. Mejora su capacidad
de adhesién e impresidn, pero genera grupos oxigenados, no presenta alta estabilidad y no es tan dutil
para generar uniones especificas. El tratamiento por llama, al igual que el anterior, no es un
tratamiento de funcionalizacién especifico ya que se bombardea la superficie del soporte con aire
ionizado y se genera un espectro de productos de oxidacién, pero proporciona grupos utiles para
muchas reacciones como el aldehido, el hidroxilo o el acido carboxilico. Es importante controlar
parametros como la temperatura y el tiempo de contacto para mantener un tratamiento constante
(Goddard y Hotchkiss, 2007).

Por ultimo, al exponer el soporte a la irradiacién UV, se generan sitios reactivos que se pueden
convertir en grupos funcionales si se exponen a gas o que se pueden utilizar para anclar las particulas
directamente. Como ventaja adapta la reactividad de la superficie dependiendo de la longitud de onda
aplicada y ha sido utilizada para iniciar la polimerizacién por injerto de radical de los compuestos
bioactivos. Sin embargo, la luz UV puede ser bloqueada por las particulas y afectar al coeficiente
(Goddard y Hotchkiss, 2007).

En ocasiones también conviene bloquear ciertos grupos funcionales para que no se unan
compuestos no especificos o producir un cambio en el pH éptimo del compuesto bioactivo al ser
grupos funcionales cargados (Goddard y Hotchkiss, 2007).

4.2.3. Técnicas de inmovilizacion de moléculas bioactivas

Una vez elegidos la molécula bioactiva y el soporte, y activada la superficie del material de soporte,
se puede proceder a la inmovilizacién de la molécula bioactiva en la superficie del material. Durante la
inmovilizacién, ocurren procesos de adhesidn o recubrimiento mediante interaccién quimica entre la
superficie del soporte y la molécula bioactiva. Las metodologias de inmovilizacién se pueden dividir
entre técnicas de inmovilizaciéon no covalente donde las mds destacadas son el enlace electrostatico y
el emparejamiento ligando-receptor y técnicas de inmovilizacidn covalente, en la que destaca el enlace
covalente.

En la inmovilizacién mediante enlace electrostatico se aprovechan las interacciones electrostaticas
entre la molécula bioactiva y la superficie del sustrato produciéndose el anclaje espontaneo de la
molécula por atraccion de cargas electrostaticas. Esta técnica es muy sencilla, pero presenta la
limitacién de que la unién es inestable térmicamente porque los compuestos estdn anclados mediante
fuerzas de van de Waals o puentes de hidrégeno, que son fuerzas débiles (Pefia-Godmez et al., 2019c).

El emparejamiento ligando-receptor, como en el caso de la biotina-avidina, es el enlace no
covalente mas fuerte y es atractivo porque hay gran cantidad de reactivos biotinilados y biotililantes
disponibles (Goddard y Hotchkiss, 2007).

La inmovilizacion mediante enlace covalente se produce por la reaccién quimica entre los grupos
funcionales de la molécula bioactiva que se va a inmovilizar y los grupos funcionales del sustrato
funcionalizado. Este tipo de inmovilizacién aporta grandes ventajas como son mayor estabilidad,
extension de la vida media del compuesto bioactivo anclado, prevencion del metabolismo de la
molécula fijada y no permitir que la molécula se libere y se pierda (Goddard y Hotchkiss, 2007).
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Tras inmovilizar los compuestos bioactivos en la superficie del soporte se lleva a cabo la
caracterizacion de los materiales mediante andlisis de la superficie para determinar la cantidad y la
actividad del compuesto que ha quedado inmovilizado y ademas controlar y verificar la superficie del
soporte tras cada modificacidn para validar la inmovilizacién. Se puede hacer mediante diversas
técnicas instrumentales como la espectroscopia de fotoelectrones de rayos X, espectrofotometria de
rayos infrarrojos o potencial zeta, entre otros (Goddard y Hotchkiss, 2007).

4.3. COMPUESTOS BIOACTIVOS INMOVILIZADOS QUE PUEDEN SER APLICADOS EN
LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

4.3.1 Compuestos inmovilizados mediante técnicas de inmovilizacion no covalente

Tal y como se ha comentado, en las técnicas de inmovilizacidon no covalente se produce una unién
sencilla y espontanea entre el soporte y el compuesto que se desea inmovilizar que mejora la
efectividad de este, pero con la limitacidon de que las uniones presentan baja estabilidad y con ello
provocan la liberacién del compuesto inmovilizado.

En los estudios realizados por Barbiroli et al. (2012), Huang et al. (2013) y Li y Wang (2013) se
demuestra la mayor efectividad que presenta la lisozima inmovilizada mediante interaccion
electrostatica en comparacion con su forma libre. Debido a la interaccidn entre la carga positiva de la
lisozima y la carga negativa de los soportes se produjo la inmovilizacién del antimicrobiano mediante
fuerzas de atraccidn electrostdticas. Barbiroli et al. (2012) desarrollaron un papel de
carbometilcelulosa con lisozima y lactoferrina inmovilizadas no covalentemente que posteriormente
se liberaron conservando sus caracteristicas funcionales y estructurales, presentando actividad
antimicrobiana in vitro contra contaminantes alimentarios comunes como Listeria innocua y E. coli. La
mayor efectividad se obtuvo al combinar ambas proteinas aumentando la fase lag de crecimiento de
los microorganismos, pero con una reduccion final de tan solo 1-2 érdenes logaritmicos. Ademas, se
evalué la aplicacién del papel con las proteinas inmovilizadas como material absorbente en un envase
de poliestireno de un carpaccio de carne, llevando a cabo la determinacidon de los microorganismos
aerobios mesofilos tras el almacenamiento de la carne en refrigeracién. Al igual que en los ensayos in
vitro, los mejores resultados se obtuvieron al combinar ambas proteinas, pero la reduccién de los
microorganismos presentes en la carne fue de aproximadamente 1 orden logaritmico. Por otro lado,
Huang et al. (2013) evaluaron la actividad antibacteriana de nanofibras de acetato de celulosa
funcionalizadas con lisozima, alginato de sodio y quitosano clorado mediante la modificacién con
grupos de sales de amonio cuaternario preparados con la técnica de inmovilizacidn electrostdtica de
ensamblaje capa por capa mediante ensayos in vitro frente a E. coliy S. aureus. Para ello, pequefios
discos de las fibras se introdujeron en suspensiones con las bacterias, se incubaron, y se midié la
densidad dptica. Las fibras no recubiertas no mostraron apenas efecto inhibitorio contra las bacterias,
mientras que las modificadas mostraron una actividad inhibitoria significativa, que aumenté conforme
aumentaba a su vez el numero de capas inmovilizadas, ya que la presencia de los agentes
antimicrobianos de esta manera es mayor. La inhibicidn de las fibras recubiertas con un mayor nimero
de capas fue de un 89,9% para E. coliy un 93,9% para S. aureus. En el estudio de Li y Wang (2013) se
llevé a cabo la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas recubiertas con lisozima mediante
interaccion electrostatica. Para ello, las particulas de silice se funcionalizaron previamente para incluir
grupos cargados negativamente en su superficie mediante la carboxilacion de las particulas por
acoplamiento de 3-aminopropiltrietoxisilano con anhidrido succinico. La actividad antimicrobiana fue
evaluada mediante ensayos in vitro e in vivo frente a E. coli. Los ensayos in vitro se realizaron mediante
el método de microdilucién para establecer la concentracién minima inhibitoria, asi como ensayos de
microscopia para determinar la viabilidad de las bacterias tratadas. Para determinar la actividad
antimicrobiana de las particulas in vivo, se usé un modelo de ratdn con intestino infectado. Los
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resultados mostraron una concentracién minima bactericida de las particulas funcionalizadas cinco
veces menor que la lisozima libre. La actividad antimicrobiana se produce por una interaccién
multivalente de la lisozima con las paredes bacterianas que aumenta la concentracién local de lisozima
en la superficie de las células. La corona de lisozima hidroliza el peptidoglicano de la envoltura
bacteriana y aumenta la permeabilidad de la membrana dando lugar a la fuga del contenido
intracelular y, por lo tanto, a la muerte celular. Los resultados mostraron que estas particulas
presentaban eficacia antibacteriana frente a E. coli tanto in vitro como in vivo, baja citotoxicidad y una
mayor estabilidad que la lisozima libre.

Otros ejemplos de inmovilizaciéon no covalente son descritos en los estudios de Jiang et al. (2017)
y Nielsen et al. (2018) en los cuales se llevé a cabo la inmovilizaciéon no covalente de compuestos
antimicrobianos naturales mediante adsorcion fisica, y que demuestran al igual que los ejemplos
anteriores, la mejora de la efectividad del antimicrobiano tras su inmovilizacidn. Jiang et al. (2017)
desarrollaron nanocristales de quitina funcionalizados con lisozima mientras que en el estudio de
Nielsen et al. (2018) se prepararon superficies de acero inoxidable y polietileno funcionalizadas con
isoeugenol. Para evaluar la actividad antimicrobiana de los nanocristales de quitina funcionalizados se
realizaron ensayos frente a E. coli, S. aureus y B. subtilis mediante el método de microdilucién. Se
obtuvo que la actividad de la lisozima aumentaba conforme aumentaba la cantidad de nanocristales
de quitina debido a la combinacién de ambos y que al presentar mayor carga positiva que la lisozima
libre, la actividad contra las bacterias era mayor (Jiang et al., 2017). En el segundo caso, el objetivo fue
prevenir biopeliculas bacterianas y para ello, la actividad anti-biopelicula de las superficies
funcionalizadas fue estudiada frente a S. aureus, L. monocytogenes y Pseudomonas fluorescens
colocando los soportes funcionalizados en suspensiones de bacterias y cuantificando posteriormente
mediante recuento en placa y observacién mediante microscopia confocal. Los resultados mostraron
que las superficies recubiertas con isoeugenol fueron eficaces para prevenir la formacién de
biopeliculas debido a las propiedades antimicrobianas del isoeugenol adsorbido con efecto
antibacteriano y anti-adhesivo. Ademads, se determind la liberacidon del recubrimiento mediante
inmersién de las superficies en agua y medida de la absorbancia. El recubrimiento resultd tener una
estabilidad inferior a 10 dias debido a la alta volatilidad del componente de aceite esencial
observandose una liberacidn aproximada del 93% tras 24 h de inmersion en agua (Nielsen et al., 2018).

4.3.2 Compuestos inmovilizados mediante técnicas de inmovilizacion covalente

Para superar las limitaciones de las técnicas anteriores, la inmovilizacién mediante enlace covalente
entre los grupos funcionales de los compuestos antimicrobianos y de los soportes funcionalizados
permite que la molécula bioactiva no se libere, aportdndole mayor estabilidad y mayor vida media,
previniendo asi las desventajas que presentan al liberarse. A continuacién, se expondrdn diversos
ejemplos de inmovilizacion covalente de antimicrobianos naturales sobre diferentes soportes
clasificados en funcidn del compuesto antimicrobiano inmovilizado, que demuestran la eficacia de esta
técnica. Ademas de estos ejemplos, en la Tabla 1 se presentan de forma resumida otros estudios en
los que se han desarrollado soportes con antimicrobianos naturales inmovilizados en su superficie.

4.3.2.1 Componentes de aceites esenciales

En el estudio realizado por Chen et al. (2009) se demostro la eficacia del carvacrol y el eugenol
inmovilizados en soportes de quitosano frente a su aplicacién en forma libre. La inmovilizacién se
produjo sobre la superficie de nanoparticulas de quitosano mediante la reaccién base de Schiff via
enlace imina entre los grupos amino presentes de forma natural en el quitosano y el grupo aldehido
de los compuestos antimicrobianos. Para ello se llevé a cabo previamente la derivatizacién de ambos
componentes mediante adicidn de un grupo aldehido en la posicidn orto para afadir un grupo
funcional secundario que pudiese usarse para el anclaje y que los compuestos siguieran manteniendo
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el grupo hidroxilo libre que es el que presenta la actividad antimicrobiana. La actividad antimicrobiana
de los materiales fue evaluada mediante ensayos in vitro estableciendo tanto la concentracion minima
inhibitoria como la concentracion minima bactericida frente a E. coli y S. aureus. Los resultados
mostraron que las nanoparticulas de quitosano no modificadas presentaron actividad antimicrobiana,
ya que las interacciones entre la amina protonada del quitosano y las membranas cargadas
negativamente de las bacterias interrumpen las funciones de la membrana y provocan la fuga de los
componentes celulares. Por otra parte, la eficacia antibacteriana de los soportes se vio mejorada al
utilizar las nanoparticulas con los componentes inmovilizados, principalmente en el caso de las
nanoparticulas funcionalizadas con eugenol. Por tanto, en este estudio se desarrollaron nanoparticulas
de quitosano que ademds de presentar actividad antibacteriana mostraron actividad antioxidante al
inmovilizar en su superficie carvacrol y eugenol. Ademds, estos materiales también presentaron la
ventaja de reducir la toxicidad de los componentes de los aceites esenciales al evitar su liberacién
mediante anclaje covalente. Hay otros ejemplos descritos en la literatura en los que se ha llevado a
cabo la inmovilizacién de vainillina (ver Tabla 1).

Siguiendo una aproximacién similar se han descrito recientemente estudios en los que los
componentes de aceites esenciales fueron inmovilizaron sobre soportes de silice a través del uso de
organosilanos. Ruiz-Rico et al. (2017) desarrollaron particulas de silice funcionalizadas con
componentes de aceites esenciales para mejorar su actividad antimicrobiana y superar las limitaciones
que presenta su adicidon en forma libre. Se utilizaron tres tipos de particulas de silice (pirégena, amorfa
y MCM-41) que presentan diferentes propiedades texturales, morfologia y reactividad quimica, y
cuatro antimicrobianos naturales (carvacrol, eugenol, timol y vainillina). Para la inmovilizacién se
realizé previamente la derivatizacion del timol, carvacrol y eugenol para afiadir un grupo aldehido que
funcionase de anclaje, al igual que en el estudio anterior, y se utilizo la vainillina sin modificar, ya que
contiene un grupo aldehido en su estructura. Una vez derivatizados los antimicrobianos, se llevd a
cabo la preparacidon de derivados alcoxisilanos mediante reaccién de los derivados aldehido y la
vainillina con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) donde se produce la unién covalente entre el grupo
amino del organosilano y el grupo aldehido de los antimicrobianos. Finalmente, esos compuestos
derivados del silano se unieron a los grupos silanol de la superficie de los tres soportes de silice. La
actividad antimicrobiana del carvacrol, eugenol, timol y vainillina libres e inmovilizados se estudio
frente a L. innocua y E. coli mediante el método de macrodilucidn y recuento en placa. Los resultados
mostraron que los componentes de aceites esenciales preservaron las propiedades antimicrobianas
tras la inmovilizacién e incluso, en algunos casos, se observé una mejora del efecto inhibitorio.
Ademas, se estudio la actividad antimicrobiana de las particulas funcionalizadas mas efectivas en leche
pasteurizada inoculada con L. innocua, observandose que la vainillina inmovilizada mostré un efecto
antimicrobiano mayor que el compuesto libre. También se evalud si la inmovilizacién enmascaraba el
impacto sensorial de los componentes de aceites esenciales utilizados sobre la matriz alimentaria
utilizando un panel de catadores entrenados y se estimd que el porcentaje de reduccion de la
percepcidn del olor tras inmovilizar el compuesto fue del 88,5 £ 1,7%, por lo que se confirmé que la
percepcién sensorial de los componentes de aceites esenciales disminuyd significativamente al
inmovilizarlos. El mantenimiento y mejora de las propiedades antimicrobianas junto al
enmascaramiento de las propiedades sensoriales de los componentes de aceites esenciales confirmo
el potencial uso de los soportes desarrollados como aditivos alimentarios conservantes.

El mismo grupo de investigacién realizd un estudio donde se evalué la potencial aplicacion de los
componentes de aceites esenciales como conservantes antifungicos en mermelada de fresa (Ribes et
al., 2017). Se evalud la actividad antimicrobiana del eugenol y del timol inmovilizados frente a
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Zygosaccharomyces rouxii y Zygosaccharomyces bailii mediante
ensayos in vitro en medio liquido y recuento en placa. Para evaluar la actividad antifungica in situ, se
usé mermelada de fresa inoculada con A. niger y Z. bailii y se llevé a cabo el recuento en placa a lo
largo de un periodo de almacenamiento de 28 dias. Tanto el estudio in vitro como el estudio in situ
mostraron que el eugenol y el timol inmovilizados en particulas MCM-41 redujeron significativamente
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el crecimiento fungico. Se realizé también una evaluacién sensorial del impacto de los compuestos
inmovilizados sobre la matriz alimentaria confirmandose la reduccidn del impacto en las propiedades
sensoriales en mds del 92% (eugenol) y 96% (timol). Posteriormente, se evalué también su efecto sobre
zumos de frutas utilizando en este caso los antimicrobianos inmovilizados en combinaciones binarias
con la finalidad de observar el efecto posible efecto aditivo o sinérgico antimicrobiano frente a E. coli
y Z. rouxii (Ribes et al., 2019). Se realizaron ensayos in vitro e in situ, con zumos de manzana y uva
comerciales inoculados con los microorganismos objetivo, mediante el método de macrodilucién de
los compuestos individuales y combinados. Los resultados mostraron que la efectividad de los
compuestos individuales varié en funcién de la concentracion de particula funcionalizada y se observé
el efecto aditivo del uso combinado de las particulas para la combinacién de eugenol y carvacrol frente
aZ. rouxii en ambos zumos. Ademas, se llevd a cabo un andlisis sensorial de los zumos con las particulas
incorporadas y se cuantificé la reduccidn del aroma mediante microextraccién en fase sélida del
espacio de cabeza acoplada a cromatografia de gases-espectrometria de masas (HS-SPME/GC-MS)
confirmandose de nuevo el enmascaramiento practicamente total de los componentes de aceites
esenciales incorporados.

Ademads del uso de las particulas de silice funcionalizadas con componentes de aceites esenciales
como aditivos alimentarios, se planteé el posible uso de estos soportes como materiales filtrantes para
la estabilizacion microbioldgica de diferentes bebidas. Pefia-Gémez et al. (2019b) describen el uso de
microparticulas de silice funcionalizadas con eugenol y vainillina como materiales filtrantes para la
pasteurizacién en frio de zumo de manzana. En primer lugar, se evalué la capacidad de reduccién
microbiana de un lecho de 1 cm de las particulas funcionalizadas frente a E. coli inoculada en zumo de
manzana comercial mediante filtrado y recuento en placa obteniendo una reduccién de 5,5 6rdenes
logaritmicos, por lo que se confirmdé que el método era adecuado para realizar la pasteurizacidn en
frio, tal y como indica la FDA. Una vez establecida la capacidad de reduccion microbiana del lecho, se
realizaron ensayos de filtrado de zumo de manzana fresco y se evalud la influencia del tratamiento
sobre pardmetros fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales del zumo durante su almacenamiento
en refrigeracién. Los resultados mostraron que la flora nativa del zumo se inhibié por completo tras el
filtrado a través de las particulas funcionalizadas, manteniéndose en valores casi nulos durante 120
dias de almacenamiento. Otras tecnologias de conservacion térmicas y no térmicas aseguraron como
maximo una vida util de hasta 60 dias a 4 °C, por lo que la filtracién con particulas funcionalizadas
superd los resultados obtenidos hasta el momento. Los pardmetros fisicoquimicos evaluados (pH,
acidez, °Brix y color) se mantuvieron estables en el caso del zumo filtrado a través de las particulas
funcionalizadas con eugenol. Los resultados de lixiviado mostraron que para el eugenol no hubo
lixiviacién mientras que para la vainillina hubo una liberacién de un 0.6%, que podria afectar a las
propiedades fisicoquimicas y sensoriales del zumo. En la prueba sensorial para determinar la
aceptabilidad del zumo por parte del consumidor, los resultados mostraron una aceptacion excelente
para el zumo tratado con el eugenol inmovilizado. En otro estudio, se llevé a cabo la aplicacién de los
materiales filtrantes para la estabilizacidn microbioldgica de agua (Pefia-Gomez et al., 2019a). La
capacidad de reduccion microbiana de un lecho de particulas funcionalizadas con los componentes de
aceites esenciales fue evaluada frente a E. coli inoculada en agua usando diversos espesores de lecho
y diferentes tamafios de particula. Para ello, se llevaron a cabo ensayos de filtrado simple, filtrado de
varias muestras y filtrado tras el pre-acondicionado del lecho (lavado con agua). Ademas, para
comprobar el mecanismo de accion de los materiales filtrantes se realizaron ensayos con microscopia
de fluorescencia y microscopia electrénica de barrido de emisidn en campo (FESEM). Los resultados
de filtrado evidenciaron la eficacia de las particulas funcionalizadas usadas como materiales filtrantes
para eliminar por completo la carga microbiana del agua, manteniéndose esta capacidad de reduccion
tras el filtrado de multiples muestras y el pre-acondicionamiento. Mediante los ensayos de
microscopia se pudo establecer que durante la filtracion se produjo un proceso combinado de
adsorcidn fisica e inactivacidn tras el contacto con las moléculas antimicrobianas inmovilizadas. De
forma similar, se estudié la capacidad de reduccién microbiana de los materiales filtrantes para la
estabilizacion microbiana de cerveza artesana (Pefia-Gomez et al., 2020). El filtrado de cerveza a través
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de los materiales filtrantes desarrollados mostré que los soportes funcionalizados fueron capaces de
reducir o eliminar por completo tanto una bacteria patégena modelo (E. coli) como bacterias
mesoéfilas, bacterias acido lacticas, mohos y levaduras tipicos de la microbiota de la cerveza artesana,
y que la eficacia continud tras filtrar multiples muestras y realizar lavados previos. De la misma manera
que en los estudios anteriores se determind la posible lixiviacién de los antimicrobianos inmovilizados,
obteniendo liberacién cero. Por lo tanto, estos estudios han demostrado el potencial de las particulas
de silice funcionalizadas con componentes de aceites esenciales como materiales filtrantes para su
aplicacién como método de pasteurizacion en frio obteniendo bebidas estables microbioldgicamente
con larga vida util de forma similar que otras tecnologias de conservacién térmicas y no térmicas, sin
afectar de forma importante a las propiedades del producto final.

4.3.2.2 Compuestos fendlicos hidrofilos

Entre los compuestos fendlicos hidroéfilos destaca el acido gdlico, y Deligiannakis et al. (2012) y Lee
y Je (2013) estudiaron su inmovilizacién sobre diferentes soportes demostrando su eficacia con
respecto a su aplicacién en forma libre. Deligiannakis et al. (2012) desarrollaron nanomateriales
antioxidantes funcionalizando nanoparticulas de silice de diferentes tamafios con dacido galico
mediante enlace covalente. Para ello, las nanoparticulas de silice fueron funcionalizadas con APTES y
en una segunda etapa se llevé a cabo la inmovilizacidn del 4cido galico mediante formacién de enlace
amida entre los grupos amino de las particulas funcionalizadas con el organosilano y el grupo carboxilo
del acido galico activado por el agente acoplante N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
hidrocloruro (EDC). Se evalud la capacidad antioxidante del acido gdlico puro y de las particulas con el
acido galico inmovilizado mediante el método estandarizado de radicales DPPH y los resultados
mostraron que las nanoparticulas funcionalizadas fueron capaces de eliminar los radicales DPPH a
través de reacciones de trasferencia de atomos de hidrégeno de una manera mas rapida que el acido
galico puro. Ademas, estas particulas podian ser reutilizadas tras aplicarles un lavado sin perder su
efectividad. En el caso de Lee y Je (2013), desarrollaron particulas de quitosano con 4acido galico
inmovilizado mediante una reaccién de anclaje inducida por radicales libres. La actividad
antimicrobiana de las particulas funcionalizadas se evalud frente a bacterias patdgenas transmitidas
por los alimentos, tanto Gram+ (S. aureus, B. subtilis, B. cereus, Enterococcus faecalis, y L.
monocytogenes) como Gram- (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, S.
typhimurium y Shigella flexneri), mediante ensayos in vitro en medio liquido. Ademds, para determinar
el modo de accidén de las particulas desarrolladas se determind la integridad de membrana y se utilizo
microscopia electréonica de transmision en E. coli y S. aureus. Los resultados mostraron que el
quitosano modificado mostré actividades antimicrobianas mas altas y concentraciones minimas
inhibitorias mas bajas que el no modificado. El tratamiento de los microorganismos con las particulas
funcionalizadas produjo la alteracién de la membrana bacteriana incrementando la permeabilidad de
la envoltura celular, asi como la liberacidn de los componentes intracelulares.

4.3.2.3 Acidos grasos libres

Dentro de los acidos grasos libres, en los estudios de inmovilizacién destacan principalmente los
acidos linoleico, oleico y palmitico. En el estudio de Calce et al. (2014) se demostré la eficacia de estos
acidos grasos naturales inmovilizados. Desarrollaron materiales poliméricos biodegradables a base de
pectinas funcionalizadas con acidos grasos naturales (acido linoleico, dcido oleico y acido palmitico)
utilizando como sustrato para realizar envases el polietileno (PE). Para la sintesis de estos derivados
de pectina, primero se sintetizaron los anhidridos de los acidos grasos y, a continuacién, se llevé a cabo
la inmovilizacién de los acidos grasos mediante acilacion de las funciones alcohélicas del polisacédrido
con los anhidridos de los acidos grasos mediante molienda mecanica en presencia del catalizador
K,COs3 y unas gotas de etanol e irradiacién con microondas. La actividad antimicrobiana de estos
derivados fue estudiada frente a S. aureus y E. coli mediante el método de microdilucién en medio
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liquido. Los resultados mostraron que las muestras de pectina-oleato y pectina-linoleato inhibieron el
50-70% de los microorganismos y se obtuvieron mejores resultados para S. aureus. Ademas, se
hicieron ensayos para demostrar que los compuestos no ejercian efectos citotdxicos sobre células
eucaridticas. Sobre la base de estos resultados, para explorar la aplicabilidad de los materiales
desarrollados como sistemas de envasado activo se prepararon recubrimientos de los derivados de
pectina sobre peliculas de polietileno mediante evaporacién del agua procedente de las disoluciones
de los derivados de pectina. Aparte de la actividad antimicrobiana, se evaluaron las propiedades
barrera de las peliculas frente al oxigeno, y se observé que los dobles enlaces del dcido oleico y linoleico
capturaban las moléculas de oxigeno, reduciendo asi la permeabilidad de las peliculas de polietileno,
por lo que se podrian utilizar para su uso en envases activos.

4.3.2.4 Enzimas y péptidos de origen animal

En los estudios realizados por Liburdi et al. (2016) y Cappannella et al. (2016) se demostré la eficacia
de la lisozima inmovilizada mediante la reaccién base de Schiff entre el grupo aldehido de la superficie
de soportes de quitosano y el grupo amino de la lisozima utilizando un agente acoplante, frente a su
aplicacién en forma libre. Liburdi et al. (2016) aplicaron particulas de quitosano funcionalizadas con
lisozima para el tratamiento de vinos blancos con diferente contenido en compuestos fendlicos y
sulfuroso. Se estudid la actividad antimicrobiana de la lisozima libre e inmovilizada frente a Oenococcus
oeni inoculada en vino blanco mediante determinacidn del descenso de absorbancia de la disolucidn
por lisis bacteriana. Los resultados mostraron que la inmovilizacién covalente redujo la eficacia
antimicrobiana de la lisozima. Sin embargo, la estabilidad de la enzima se vio mejorada tras la
inmovilizacién, ya que la lisozima inmovilizada no se vio afectada por la presencia de polifenoles ni
sulfuroso libre, a diferencia de la lisozima en forma libre. Por tanto, la inmovilizacion disminuyd la
sensibilidad de la enzima y ademas esto permitiria prevenir problemas de alergias asociados a la
lisozima en forma libre, por lo que podria ser usado para el control de bacterias acido lacticas en el
proceso de elaboracidon del vino. Otro estudio que demuestra su efecto sobre vino fue el de
Cappannella et al. (2016), en el que se usaron soportes esféricos de quitosano funcionalizados con
lisozima para desarrollar un sistema de lecho fluidizado eficaz frente a las bacterias lacticas en vinos
blancos y tintos pudiendo asi disminuir la dosis de sulfuroso. La actividad antimicrobiana de los
soportes funcionalizados fue determinada al igual que en el estudio anterior mediante descenso de la
absorbancia por lisis continua de O. oeni inoculada en vinos blancos y tintos en un reactor de lecho
fluidizado. Ademas, se evalud la estabilidad de la lisozima libre e inmovilizada mediante determinacién
de la actividad residual. Los resultados mostraron que la inmovilizaciéon covalente redujo
significativamente la actividad antimicrobiana de la lisozima, pero se vio aumentada la estabilidad de
la enzima tras la inmovilizacién incrementando la vida util para su uso industrial. La aplicacién de las
particulas de quitosano funcionalizadas con lisozima en un reactor de lecho fluidizado fue capaz de
lisar las bacterias inoculadas en el vino de forma mas eficaz que la lisozima libre, lo que confirma su
potencial uso en la elaboracién de vino.

Por otra parte, y en este caso para estudiar el efecto sobre alimentos sélidos, Niu et al. (2020)
desarrollaron particulas de N-succinil quitosano funcionalizadas con lisozima (LSZ-NSC) para su
aplicacién en la conservacidon de fresas. El quitosano presenta diversos grupos amino e hidroxilo
activos y la introduccién de un grupo carboxilo en el N terminal utilizando anhidrido succinico dio lugar
al N-succinil quitosano, que es soluble en agua, a diferencia del quitosano puro. La inmovilizacién de
la lisozima se realizé utilizando el agente de acoplamiento EDC/ N-hidroxisuccinimida (NHS), para, a
diferencia de los anteriores estudios, formar un enlace amida covalente entre el grupo carboxilo del
quitosanoy el grupo amina de la lisozima. La actividad bacteriostatica de la lisozima libre e inmovilizada
fue determinada mediante el método de difusién en disco frente a S. aureus, Listeria, Salmonella y E.
coli. Para observar el efecto antimicrobiano en las fresas, se prepararon muestras de la fruta
recubiertas con una pelicula de LSZ-NSC y se evalud el efecto del almacenamiento mediante analisis
sensorial y determinacidn de pardmetros fisico-quimicos. Los resultados mostraron que la actividad
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antimicrobiana in vitro de la lisozima al inmovilizarla aumentd en un 256%. Las fresas tratadas con LSZ-
NSC mantuvieron su apariencia intacta durante 5 dias de almacenamiento, mientras que las no
tratadas se descompusieron y perdieron su valor alimenticio al cabo de 3 dias. Los parametros fisico-
quimicos evaluados presentaron mejores resultados al utilizar el recubrimiento de LSZ-NSC, lo que
indica que la pelicula que recubre a la fresa actua de barrera y permite mantener la fresa fresca con
una vida atil mayor. Por lo tanto, se consiguié obtener un material seguro para el almacenamiento de
alimentos y que prolongaba su vida util.

Ademads de en quitosano, la lisozima ha sido inmovilizada en superficies de acero inoxidable (Yuan
et al., 2013) y en peliculas de plasticos sintéticos como el etilen-vinil-alcohol (EVOH) (Muriel-Galet et
al., 2013) destinados a estar en contacto con alimentos. Yuan et al. (2013) desarrollaron superficies de
acero inoxidable funcionalizadas con quitosano y lisozima inmovilizada. En primer lugar, se trato el
acero inoxidable con disolucion pirafia para generar grupos hidroxilo en la superficie y se activo la
superficie de acero inoxidable mediante un anclaje biomimético de dopamina para generar grupos
amino activos. Posteriormente, se unidé covalentemente el quitosano utilizando glutaraldehido como
agente de acoplamiento. En dltimo lugar, se unié la lisozima al quitosano a través de 1,1’-
carbonildimidiazol como conector bifuncional a través de un enlace estable de carbamato para
potenciar la actividad antimicrobiana de la superficie desarrollada. La actividad antibacteriana de las
superficies funcionalizadas fue estudiada mediante incubacién de las superficies con S. aureus y
determinacion de la capacidad de adhesién bacteriana mediante microscopia electrénica de barrido e
inhibicidn de la bacteria tras el contacto con la superficie mediante microscopia de fluorescencia y
recuento en placa. Tanto la adhesién como la viabilidad del microorganismo se vio muy disminuida en
las superficies de acero inoxidable funcionalizadas debido a la actividad antibacteriana del quitosano
y la lisozima. Los resultados mostraron que se preservaron las propiedades tanto del quitosano como
de la lisozima tras la inmovilizacién y que se produjo una mejora sustancial en la eficacia contra S.
aureus en los sustratos inmovilizados con lisozima en relacién con los que presentaban Unicamente el
quitosano. Ademas, se evalud la estabilidad de los antimicrobianos inmovilizados mediante inmersion
del material en una solucién tampdn durante 10 dias y determinacion de la posible lisozima liberada y
evaluacion de la actividad antimicrobiana. Los resultados no mostraron liberacidn de la lisozima y las
propiedades biocidas se mantuvieron intactas.

Muriel-Galet et al. (2013) desarrollaron peliculas de EVOH con lisozima inmovilizada para el
desarrollo de material para un envase activo. La lisozima fue inmovilizada mediante enlace covalente
a los copolimeros de EVOH utilizando carbodiimida como agente acoplante. Como paso previo a la
inmovilizacién, fue necesaria la modificacion de la superficie de EVOH mediante irradiacion UV para
generar grupos de acido carboxilico. Tras el tratamiento UV, los grupos de acido carboxilico fueron
activados mediante reaccién con EDC y NHS y, a continuacion, se llevd a cabo el anclaje covalente de
la lisozima mediante enlace amida entre los grupos caboxilato de la pelicula de EVOH y los grupos
amino de la lisozima. La actividad antimicrobiana de la lisozima libre e inmovilizada fue estudiada
frente a L. monocytogenes mediante ensayos in vitro en medio liquido. El tratamiento con lisozima
libre produjo una reducciéon de 1,34 d6rdenes logaritmicos tras 24 h de incubacién y la lisozima
inmovilizada en las mismas condiciones produjo una reducciéon de 0,95-1,08 drdenes logaritmicos.
Estos resultados confirmaron la posible aplicacion de estas peliculas funcionalizadas con lisozima para
reducir el crecimiento de bacterias Gram+ sin migracién de la lisozima desde el material. Ademas, se
realizé un test de migracion y los resultados mostraron que la lisozima no migraba. Por tanto, el estudio
confirmd el éxito de utilizar lisozima inmovilizada sobre la superficie del polimero para el desarrollo de
envases antimicrobianos, ya que estos materiales podrian ser parte de la superficie interna de un
envase en contacto directo con los alimentos reduciendo el crecimiento de bacterias Gram+, sin
migracién del compuesto antimicrobiano al alimento y mejorando la estabilidad de los productos
envasados.

De entre los numerosos péptidos antimicrobianos naturales de origen animal existentes, Rapsch et
al. (2014) investigaron sobre el desarrollo de superficies planas con buforin I, LL-37, BMAP-27, melittin
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y protamine covalentemente inmovilizados sobre su superficie. La inmovilizacién se realizé mediante
enlace covalente entre los grupos amino de los péptidos no modificados y la superficie del material de
soporte (PolyAn) previamente funcionalizado con diferentes grupos funcionales entre los que se
encuentran los grupos aldehido, epoxi, NHS y PDITC, que son adecuados para inmovilizar moléculas
con grupos amina. Para conocer las propiedades antimicrobianas de los péptidos en estado
inmovilizado, las superficies modificadas fueron incubadas en presencia de una suspensién del
microorganismo, tras lo cual se llevé a cabo el recuento en placa y tincién para determinar la adhesién
bacteriana a la superficie. Ademas, se llevd a cabo un ensayo de liberacion para evaluar el posible
lixiviado del péptido desde la superficie del soporte. El péptido BMAP-27 fue el que mejores
propiedades presentd en estado inmovilizado, ya que redujo en 3 drdenes logaritmicos las bacterias
vivas. El mantenimiento de la actividad antimicrobiana tras la inmovilizaciéon se vio muy relacionado
con el mecanismo de accién de la molécula antimicrobiana. Los péptidos cuyo mecanismo de accion
es la alteracién de la membrana bacteriana, fueron capaces de inhibir E. coli en estado inmovilizado
mientras que los péptidos que actlan a nivel metabdlico requieren acceder al interior de la célula
bacteriana y, por tanto, perdieron su efecto inhibitorio tras el anclaje covalente al soporte. Con el fin
de establecer la biocompatibilidad de los materiales desarrollados, se evalud la citotoxicidad del
péptido BMAP-27 libre e inmovilizado. Mientras que el péptido libre mostrd citotoxicidad a
concentraciones similares a la MIC, el péptido inmovilizado no mostré ningun efecto adverso. Con este
estudio se evidencidé la influencia de la quimica de la reaccién de acoplamiento en la cantidad del
péptido inmovilizado, asi como en su actividad antimicrobiana para el desarrollo de superficies
funcionalizadas con péptidos antimicrobianos.

4.3.2.5 Bacteriocinas

Saini et al. (2016) desarrollaron peliculas de nanofibras de celulosa funcionalizadas con nisina. Para
la inmovilizacién, en primer lugar, se realizé un pretratamiento a las fibras de celulosa con 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-oxilo para activar la superficie formando grupos carboxilo. Para el anclaje de la
nisina, los grupos carboxilo de las nanofibras de celulosa se activaron mediante reaccién con EDC y
NHS para la formacion de un enlace amida entre el grupo amina del péptido y el grupo carboxilo de la
superficie del soporte. La actividad antimicrobiana de las peliculas fue estudiada frente a B. subtilis y
S. aureus mediante el método de difusién en disco e incubacion de las peliculas en presencia de una
suspension bacteriana y recuento en placa. Los resultados del ensayo de zona de inhibicién mostraron
reduccién del crecimiento muy significativa sugiriendo la presencia de nisina no anclada
covalentemente en las peliculas de celulosa. Los resultados del ensayo antimicrobiano cuantitativo
mostraron que el efecto antibacteriano se debia a un efecto combinado del contacto activo con la
nisina inmovilizada y la liberacidn de la nisina no anclada. Sin embargo, el lavado de los materiales
permitié mantener las propiedades antimicrobianas de las peliculas desarrolladas confirmando asi la
efectividad de la inmovilizacién.

Tabla 1. Resumen de ejemplos de antimicrobianos naturales inmovilizados en la superficie de diferentes
soportes.

Soporte Compuesto Técnica de | Antimicrobial studies Referencia
inmovilizado inmovilizacién

Biopolimeros | Vainillina Reaccidn base | La actividad antimicrobiana vy | Marin et al.

de quitosano de Schiff antifingica de los biopolimeros fue | (2013)

evaluada frente a E.  col,
Staphylococcus  epidermidis 'y
Candida albicans mediante ensayos
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in vitro en medio  sdlido
determinando el halo de inhibicion.

Superficies Mezcla de | Revestimiento La actividad antimicrobiana fue | Magetsari
de acero | aceite de | mediante evaluada frente a S. epidermis | etal.(2014)
inoxidable canela y | adsorcién fisica | mediante ensayos in vitro en medio
quitosano liquido.
Superficies Extracto de | Revestimiento La actividad antimicrobiana fue | Rajaraman
de Ocimum mediante evaluada frente a S. aureus, E. coliy | etal. (2015)
metacrilato sanctum, que | adsorcion fisica | P. aeruginosa mediante el método
de polimetilo | contiene de difusién en disco.
Y principalment
poliestireno | e eugenol, vy
otros
componentes
como el B-
cariofileno y el
a-humuleno
Peliculas de | Vainillina Reaccidn base | La actividad antimicrobiana fue | Stroescu et
quitosano de Schiff entre el | evaluada frente a E. coli mediante el | al. (2015)
grupo aldehido | método de difusién en disco.
de la vainillina y | Ademas, se estudié la liberacién de
los grupos | la vainillina no anclada mediante un
amino del | ensayo de inmersién total.
quitosano
formandose un
enlace imina
Peliculas de | Timol Enlace no | La actividad antimicrobiana fue | Bedel et al.
PET covalente entre | estudiada frente a P. aeruginosa, L. | (2015)
el grupo | monocytogenes 'y S. aureus
hidroxilo del | mediante ensayos de adhesidn
timol v el | bacteriana por sedimentacion vy
mondmero recuento en placa, y visualizacion
metacrilico de formacién de biopeliculas de las
formando un | bacterias con microscopia confocal.
enlace éster

para generar el
metacrilato de
timilo.
Polimerizacién
del metacrilato
de timilo sobre
la pelicula de
PET mediante
inmovilizacion
de un iniciador
radical de
transferencia de
atomos con los
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amino
PET

grupos
del
previamente
tratado
plasma NHs.

con

Microparticu
las y bloques
de fosfato de
calcio

Vainillina

Derivatizacion
previa de la
vainillina
mediante
reaccion
1,5-
pentanodiamina
y borohidruro
de sodio dando
lugar al derivado
4-{[(3-
aminopentil)
amino] metil}-2-
metoxifenol.
Inmovilizacién
mediante enlace
fosforamida
entre la
superficie de los
soportes de CaP
previamente
activados  con
EDC Vi el
derivado 4-{[(3-
aminopentil)
amino] metil}-2-
metoxifenol.

con

La actividad antimicrobiana de los
soportes fue estudiada frente a E.
coli mediante ensayos in vitro en
medio liquido y recuento en placay
microscopia FESEM. Ademads, se
realizaron ensayos de citotoxicidad
y de bioactividad in vitro con una
linea celular de osteoblastos.

Polo et al.
(2018)

Particulas de
silice,
particulas de
celulosa y
membranas
de celulosa

Carvacrol,
eugenol, timol
y vainillina

Enlace
covalente entre
el grupo amino
del
aminopropiltriet
oxisilano
(APTES) anclado
sobre las
particulas de
silice y el grupo
aldehido de los
componentes
de aceites
esenciales no
modificados o
previamente
derivatizados

La actividad antimicrobiana de los
soportes fue estudiada frente a
Saccharomyces cerevisiae, Z. bailii,

Brettanomyces bruxellensis,
Lactobacillus plantarum y
Acetobacter aceti mediante

ensayos in vitro en medio liquido y
recuento en placa. Ademas, se
utilizé un kit de fluorescencia con
los colorantes SYTO 9 y yoduro de
propidio para determinar Ia
viabilidad de las células.

Garcia-Rios
etal. (2018)
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(hidroximetil)

fosfina (THP)
como agente
acoplante. Los
grupos
hidroximetil del
THP

reaccionaron
con los grupos
amina de la lana
a través de la
reaccion de
Mannich
generando un
enlace P-CH2-N

y los grupos
amino de |la
lisozima

reaccionaron
con los grupos
hidroximetil
libres del THP
unido a la fibra
de lana.

método de recuento celular.

Microparticu | Carvacrol, Enlace Se evalu6é la eficacia de los | Ruiz-Rico et
las de silice eugenol, timol | covalente entre | compuestos inmovilizados frente a | al. (2020)
y vainillina el grupo amino | H. pylori mediante el método de
del APTES | macrodilucién y recuento en placa.
anclado sobre | Ademas, se estudidé el mecanismo
las particulas de | de acciébn de las particulas
silice y el grupo | funcionalizadas mediante tincidn
aldehido de los | con microscopia de fluorescencia y
componentes recuento directo de células viables
de aceites | combinada con hibridacién in situ
esenciales no | con sondas fluorescentes (DVC-
modificados o | FISH).
previamente
derivatizados
Fibras de | Lisozima Enlace La actividad antimicrobiana frente a | Yang et al.
lana covalente E. coli fue evaluada mediante la | (2020)
usando tris | prueba de zona de inhibicion y el

5. CONCLUSIONES

Los antimicrobianos naturales son una alternativa a los métodos de conservacidn convencionales y
dentro de las nuevas metodologias de conservacion no térmicas son una opcidn sostenible y
econdmica. La inmovilizacidén de estos compuestos sobre diferentes soportes supone una nueva forma
de administracién que permite aumentar su efectividad y estabilidad reduciendo su toxicidad vy el
efecto sobre la matriz alimentaria. Entre las metodologias de inmovilizacion, la inmovilizacion
covalente permite que las propiedades bioactivas se mantengan sin liberar el compuesto al medio, ya
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que se produce una fuerte unién entre los grupos funcionales de la molécula bioactiva y los grupos
funcionales del sustrato previamente funcionalizado. En los estudios descritos en este trabajo se ha
demostrado el mantenimiento e incluso la mejora de la eficacia de los compuestos inmovilizados
frente a microorganismos patogenos y no patégenos que pueden estar presentes en alimentos con
respecto a su adicién en forma libre.

Son multiples las ventajas que aporta la inmovilizacidon de los agentes antimicrobianos naturales
para su utilizacion como técnica de conservacién en la industria alimentaria. La inmovilizacién de
antimicrobianos naturales en la superficie de particulas usadas como aditivos alimentarios o auxiliares
tecnoldégicos ha demostrado su potencial uso para la estabilizacién y eliminacion de microorganismos
de alimentos liquidos y semisélidos. Por otra parte, otros de los estudios muestran su aplicacién como
recubrimiento de un alimento que necesite proteccion, ademds de conseguir aumentar su vida util.
Por ultimo, dentro de este sector también es prometedor el desarrollo de envases activos que puedan
inhibir el crecimiento de microorganismos presentes en los alimentos sin necesidad de liberar los
antimicrobianos al medio y pudiendo sustituir y reducir los excesivos envases actuales. También existe
la posibilidad de aplicar esta técnica en superficies en contacto con los alimentos a lo largo de toda la
cadena alimentaria (superficies donde se manipulen alimentos, equipamiento, conducciones, etc.)
para evitar su contaminacion.

Sin embargo, tal y como se ha descrito en el apartado anterior, todavia presentan limitaciones que
necesitan suplirse realizando un mayor nimero de estudios. En los estudios de inmovilizaciéon no
covalente, tal y como se ha comentado, los compuestos estdan anclados mediante uniones libres y su
liberacién puede provocar los mismos inconvenientes que su aplicacién en forma libre. Al utilizar la
inmovilizacién mediante covalente, las limitaciones que pueden presentar son la disminucidn de la
efectividad tras el anclaje y la liberacidn parcial por desestabilizacién del enlace responsable de la
inmovilizacién. Estas limitaciones necesitan ser investigadas en profundidad para que la efectividad
sea la mdaxima y la lixiviaciéon cero antes de que puedan ser ampliamente aplicadas en el sector
agroalimentario.
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