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RESUMEN

El control bioldgico es una de las alternativas mas eficientes y practicas a los fungicidas
guimicos para el control de enfermedades fungicas en agricultura. Su aplicacién practica
no ha tenido lugar en gran medida, debido a la sensibilidad de los agentes de biocontrol
(ABCs) a las condiciones ambientales adversas, que dan lugar a variabilidad y poca
reproducibilidad en los resultados. Se ha elegido el agente de biocontrol Candida sake, una
levadura efectiva en el control de enfermedades postcosecha, asi como en podredumbres
de campo. Para ello se seleccionaron ingredientes formadores de recubrimiento
compatibles con ABC. En concreto dos tipos de polimeros de origen vegetal, un
polisacarido derivado de la celulosa (hidroxipropilmetilcelulosa, HPMC) y una proteina, la
de guisante (PG). Para conseguir mejorar la adherencia del ABC en condiciones de
aplicacion, se incorporaron a las formulaciones tres tensoactivos de diferente
hidrofobicidad (dcido oleico, Span 80 y Tween 85). Se obtuvieron peliculas y se
caracterizaron sus propiedades fisicas mas relevantes. Después se formularon
conjuntamente y se caracterizé la viabilidad del ABC tras el secado de las peliculas y a
diferentes tiempos de almacenamiento en condiciones controladas (25°C, HR de 53 y
68%). Para entender mejor los resultados obtenidos, se analizd la microestructura de las
peliculas por microscopia dptica. Los resultados muestran que las peliculas de HPMC
tienen menos espesor, permeabilidad al vapor de agua y humedad en el equilibrio que las
de PG. El acido oleico disminuyd la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas. La
viabilidad del ABC durante el almacenamiento fue mayor en las peliculas de PG. La
microscopia corrobord las diferencias encontradas en las propiedades fisicas de las
peliculas, y la idoneidad de la PG como soporte para el ABC.

Palabras clave: biocontrol, recubrimiento, Candida sake, peliculas comestibles,
biopolimeros.

1: Instituto de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo (IIAD-UPV).



RESUM

El control biologic és una de les alternatives més eficients i practiques als fungicides
qguimics per al control de malalties fungiques en agricultura. La seua aplicacié practica no
ha tingut lloc en gran mesura, a causa de la sensibilitat dels agents de biocontrol (ABCs) a
condicions ambientals adverses, que donen lloc a variabilitat i poca reproductibilitat en els
resultats. S'ha triat I'agent de biocontrol Candida sake, un llevat efectiu en el control de
malalties postcollita, perd també en podridures de camp. Amb aquest fi se seleccionaren
ingredients formadors de recobriment compatibles amb I’ABC. En concret dos tipus de
polimers  d’origen  vegetal, un polisacarid derivat  de la cel-lulosa
(hidroxipropilmetilcel-lulosa, HPMC) i una proteina, la de pésol (PP). Per a aconseguir
millorar I'adheréncia de I’ABC en condicions d’aplicacié, es van incorporar a les
formulacions tres tensoactius de diferent hidrofobicitat (acid oleic, Span 80 i Tween 85). Es
van obtindre les pel-licules i es van caracteritzar les seues propietats fisigues més
rellevants. A continuacié es van formular conjuntament i es va caracteritzar la viabilitat de
I’ABC després de l'assecat de les pellicules i a diferents temps d’emmagatzemament a
condicions controlades (25°C, HR de 53 i 68%). Per a comprendre millor els resultats
obtinguts es va analitzar la microestructura de les pel-licules per microscopia optica. Els
resultats mostren que les pel-licules de HPMC tenen menys espessor, permeabilitat al
vapor d’aigua i humitat en l'equilibri que les de PP. L’acid oleic va disminuir la
permeabilitat al vapor d’aigua de les pel-licules. La viabilitat de FABC durant
I'emmagatzemament va ser major en les pel-licules de PP. La microscopia va corroborar les
diferéncies trobades en les propietats fisiques de les pel-licules, i la idoneitat de la PP com
a suport per a I’ABC.

Paraules clau: biocontrol, recobrimient, Candida sake, pel-licules comestibles, biopolimers.

ABSTRACT

Biological control is one of the most efficient and practical alternatives to chemical
fungicides aiming to control fungal diseases in agriculture. It has not been broadly applied
due to the sensitivity of the biocontrol agents (BCAs) to adverse environmental conditions,
leading to variability and poor reproducibility of results. Candida sake, a yeast effective in
controlling postharvest diseases, has been chosen as BCA. Two polymers have been
utilized as film-forming carriers, namely hydroxypropylmethycellulose (HPMC) and pea
protein (PP), which were compatible with the biocontrol agent. Three surfactants of
differing hydrophobicity were incorporated to the formulations in order to improve the
adherence of Candida sake, namely oleic acid, Span 80 and Tween 85. Films were obtained
and their most relevant physical properties were studied. Once the BCA was incorporated
into the edible films, its viability was characterized immediately after drying and over
storage at controlled conditions (25°C, 53 and 68% RH). The microstructure of the films
was observed with an optical microscope. HPMC films had lower thickness, water vapour
permeability and equilibrium moisture content than those of PP. Oleic acid improved the
water barrier properties of the films. Candida sake viability over storage was higher in PP
films. Microstructural analysis was coherent with the physical properties studied and with
the suitability of PP as carrier for the BCA.

Key words: biocontrol, films, coating, Candida sake, edible coatings, biopolymers.



1. INTRODUCCION

La preocupacion de la sociedad por los problemas medioambientales, asi como por
cuestiones de seguridad alimentaria, ha ido en aumento en los Ultimos afios.
Coherentemente, en la actualidad la industria alimentaria tiende a la reducciéon o
eliminacién de residuos quimicos en los cultivos (Sui et al., 2015). En este sentido, el
control bioldgico es una de las alternativas mas ampliamente estudiadas y de mayor
potencial. El control bioldgico o biocontrol consiste en la utilizacién de organismos
vivos (agentes de biocontrol, ABCs o antagonistas) que tienen una accion especifica
contra otros organismos que son patdgenos y causan deterioro de cultivos en campo
y/o durante el periodo postcosecha (Usall et al., 2000). En la actualidad, el biocontrol
es una de las alternativas mas efectivas y prdcticas a la utilizacién de fungicidas
quimicos en agricultura (Cafamas et al., 2011). Durante los ultimos afios, se han
realizado importantes esfuerzos para comprender el modo de acciéon de los ABCs y
para mejorar su viabilidad, ya que su sensibilidad a condiciones ambientales adversas
deriva en una baja reproducibilidad y control en condiciones practicas de aplicacion
(Droby et al., 2009).

Una de las posibles estrategias para disminuir la sensibilidad de los ABCs es su
aplicacion conjunta con recubrimientos comestibles (RCs). Estos recubrimientos se
definen como finas capas de material comestible (Lacroix y Dang Vu, 2014), y pueden
proteger a los ABCs de condiciones ambientales adversas, mejorando su adherencia
sobre la superficie a proteger. De ese modo se pueden conseguir resultados de
efectividad comparables a los de los fungicidas quimicos (Cafiamas et al., 2008a;
2008b; 2011). Los RCs pueden estar constituidos por diferentes biopolimeros tales
como proteinas, polisacaridos, lipidos o mezclas de los mismos. Otros componentes,
tales como plastificantes o tensoactivos, pueden incorporarse con diversos fines (Han,
2009). En términos generales, polisacdridos y proteinas proporcionan buenas
propiedades mecdnicas y organolépticas a las peliculas y, ademas, son barreras
efectivas frente a componentes aromaticos y gases (oxigeno y diéxido de carbono). Sin
embargo, debido a su naturaleza hidrofilica, no suponen una buena barrera a la
transferencia de agua (Fabra et al., 2008). Con el fin de mejorar estas propiedades de
las peliculas, se pueden incorporar lipidos o agentes tensoactivos. La adicién de
tensoactivos ademds puede reducir la tensién superficial de las dispersiones
formadoras de RCs, lo cual facilitaria su aplicacién directa sobre los vegetales. No
obstante, estas incorporaciones deben ser analizadas en profundidad, ya que pueden
empeorar las propiedades mecanicas de las peliculas o afectar a la compatibilidad
entre la matriz y el ABC.

La hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) es un hidrocoloide derivado de la celulosa
comunmente utilizado en la formulacién de peliculas comestibles debido a sus buenas
propiedades mecanicas. Es transparente y flexible y posee una permeabilidad al
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oxigeno moderada. Sin embargo, debido a su naturaleza hidrofilica, los RCs de HPMC
constituyen una débil barrera al vapor de agua (Pastor et al., 2010). Por su parte, las
peliculas a base de proteinas presentan excelentes propiedades barrera frente al
oxigeno y alta permeabilidad al vapor de agua. Como en el caso del HPMC, esta
deficiencia puede mejorarse mediante la incorporacion de lipidos a la formulacién. No
son muchos los estudios que se han realizado con proteina de guisante (PG) como base
para la formacién de peliculas. No obstante, sus propiedades son similares a las de
proteina de soja, y ademas, el guisante es el principal cultivo "proteico" en la Unién
Europea (Kowalczyk y Baraniak, 2011).

En la bibliografia se han encontrado diversos estudios en los que se utilizan diferentes
ABCs para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos a través de su incorporacion en
RCs. Fundamentalmente, se han estudiado las bacterias lacticas, especialmente del
género Lactobacillus, empledndose para el control de Listeria monocytogenes
(Gialamas et al., 2010; Sanchez-Gonzalez et al., 2014). Por su parte, la utilizacidon de
levaduras para el control de enfermedades flngicas en vegetales ha sido ampliamente
estudiada (Liu et al., 2013; Santos et al., 2004).

Dentro de las levaduras, las del género Candida han tenido especial protagonismo en
el biocontrol de enfermedades post-cosecha en frutas como manzana, citricos y uva
(Usall et al., 2001; Droby et al., 2003). Mas concretamente, Candida sake ha resultado
efectiva en el control de la podredumbre gris producida por Botrytis cinerea en uva,
enfermedad que causa grandes pérdidas en un cultivo de gran importancia en Espafia
(Calvo-Garrido et al., 2013). Sin embargo, existen pocos estudios que aborden en
profundidad la mejora de la actividad antifingica de levaduras mediante su aplicacién
conjunta con RCs (Aloui et al., 2015; Fan et al., 2009; McGuire y Dimitriglou, 1999).

El objetivo general de este trabajo fue la caracterizaciéon de peliculas biodegradables
para su aplicacion junto al ABC Candida sake, asi como el estudio de la viabilidad del
antagonista en las mismas. Para alcanzar este objetivo general, se plantean como
objetivos especificos:

1. Caracterizacién de propiedades fisico-quimicas en las peliculas, con y sin
adicion de tensoactivos con diferente balance hidrofilo-lipdfilo (BHL).

2. Evaluaciéon de la viabilidad del ABC en las peliculas a lo largo del tiempo de
almacenamiento a humedad y temperatura controladas.

Los componentes seleccionados para formular las peliculas fueron
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y proteina de guisante (PG). Los componentes
minoritarios fueron tensoactivos con diferente BHL: acido oleico (AO, BHL = 1,0), el

monooleato de sorbitan o Span® 80 (S80, BHL = 4,3) y el trioleato polietilenglicol de
sorbitan o Tween® 85 (T85, BHL = 11,0).



2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Preparacion de las peliculas

La PG fue suministrada por Roquette Laisa Espafia, S.A., (Valencia), y HPMC y los tres
tensoactivos por Sigma-Aldrich (Madrid). Por su parte, el glicerol, utilizado como
plastificante en las peliculas de PG fue adquirido en Panreac Quimica S.L.U.,
(Barcelona).

HPMC (2% p/p) se dispersé en agua desionizada y se calenté hasta 80°C durante 10
minutos, tras los cuales se mantuvo en agitacion toda la noche. La PG (2% p/p) fue
dispersada en agua desionizada a temperatura ambiente durante unas 2 horas. Tras la
completa dispersion de los polimeros, se incorporaron los tensoactivos en una
proporcién polimero:tensoactivo de 1:0,1. Asimismo, el glicerol se afadié en las
dispersiones de PG en una proporcion masica PG:glicerol de 1:0,25. Las
concentraciones de biopolimeros, asi como las proporciones polimero:glicerol y
polimero:tensoactivo, se seleccionaron en base a estudios previos (Jiménez et al.,
2012; Sanchez-Gonzalez et al., 2009: Sdnchez-Gonzalez et al., 2013). Las dispersiones
se homogeneizaron a 13600 rpm durante 4 minutos con un rotor stator ultraturrax
(DI25, Janke and Kunkel, Alemania), se esterilizaron para reducir su carga microbiana y
se desgasificaron a vacio mediante una bomba (MZ 2C NT, Vacuubrand GMBH + CO
KG, Wertheim, Alemania). Las dispersiones formadoras de recubrimiento (DFR)
obtenidas se designaron como: HPMC, HPMC-AO, HPMC-S80, HPMC-T85, PG, PG-AO,
PG-S80 y PG-T85.

Para obtener las peliculas, se procedié al vertido en placas de teflén de 15 cm de
diametro colocadas sobre una superficie nivelada. En cada placa se vertieron 50 g de
DFR, para obtener una concentracién de 1 g de sdlidos solubles por cada pelicula, lo
que equivale a una densidad superficial de sélidos de 5,6 mg/cm?.

2.2. Caracterizacion de las propiedades fisicas de las peliculas

2.2.1. Espesor

El espesor de las peliculas se determind utilizando un micrémetro electrénico digital
modelo Palmer (Comecta, Barcelona, Espafia) con una sensibilidad de 0,001 mm. Se
tomaron valores en 6 puntos de cada pelicula de manera aleatoria. Estas medidas se
utilizaron para el tratamiento de resultados en los ensayos de permeabilidad al vapor
de agua. Las medidas se tomaron en cuatro peliculas por formulacién.

2.2.2. Humedad

El contenido en humedad de las peliculas equilibradas a humedad relativa controlada
se determind mediante un método gravimétrico utilizando una balanza analitica
(ME36S, Sartorius, Alemania). Tras 7 dias de acondicionamiento en desecadores de
vidrio, las muestras se cortaron en pequefios fragmentos y se depositaron en crisoles
de vidrio.



Estos se dejaron destapados en una estufa de conveccién a 60°C durante 24 h para
eliminar el agua mds accesible y superficial, y posteriormente se introdujeron en una
estufa de vacio a la misma temperatura. Por ultimo, los crisoles permanecieron en un
desecador con pentéxido de fosforo (Panreac Quimica, S.A. Castellar de Vallés,
Barcelona) durante 15 dias, hasta que se alcanzé una masa constante. Después de este
tiempo, los fragmentos de pelicula totalmente deshidratados se pesaron en la balanza
analitica y se calculé el contenido de humedad de las peliculas en base seca (g agua/ g
pelicula seca).

2.2.3. Permeabilidad al vapor de agua

Para la determinacidon de la permeabilidad al vapor de agua (PVA) se utilizd6 una
modificacion del método gravimétrico ASTM E96-95 (McHugh et al., 1993) para un
gradiente de humedad 53 - 100%. Se recortaron cuatro muestras circulares para cada
formulacién de 3,5 cm de didametro, seleccionando peliculas sin defectos visibles. Estas
muestras se acoplaron sobre copas de aluminio (3,5 cm diametro, Payne, elcometer
SPRL, Hermelle /s Argenteau, Bélgica) en cuyo interior se habia depositado 5 mL de
agua destilada (HR 100%). La cara de la pelicula en contacto con el aire durante el
secado se colocd en cada caso hacia el ambiente (HR del 53% para la temperatura de
25°C). Para asegurar la hermeticidad del sistema, se colocé un anillo de caucho y dos
mordazas. Las copas se introdujeron en un soporte con un ventilador, y éstos en
desecadores de vidrio equilibrados con soluciones saturadas de nitrato magnésico
(Panreac Quimica, S.A. Castellar de Vallés, Barcelona). Los desecadores se almacenaron
en una cdmara Hotcold UL (JP Selecta, Barcelona) y se monitorizé la masa de las copas
con una balanza analitica (ME36S, Sartorius, Alemania) a intervalos de 1,5 h durante
un periodo de tiempo de 24 h. La pendiente de la representacién de la pérdida de
masa frente al tiempo, se dividié entre el area expuesta para calcular la velocidad de
transferencia del vapor de agua (VTVA). La presidon de vapor de agua en la cara interior
de la pelicula (p,) se obtuvo con el método propuesto por McHugh et al. (1993), para
corregir el efecto de gradientes de concentracidn establecidos en el espacio de cabeza
de la copa (ec.1).

—P2)
ronfEs) o

VTVA = A
Donde: P = presion total (atm); D = difusividad del agua en aire a 252C (m?/s); R =
constante de los gases (82.057-:10° m?® atm kmol™ K); T = temperatura (K); Az = altura
media del espacio de cabeza (m), considerando su altura inicial y final; p; = presion de
vapor de agua en la superficie de la solucién (atm); p, = presién de vapor corregida en
la cara interior de la pelicula. Utilizando la ecuacidn (2), la PVA se calculd a partir de p»,

la presidon de vapor de agua en la cara exterior de la pelicula (ps) y el espesor (e).

VTVA
(p2-p3)

PVA = (2)



2.2.4. Permeabilidad al oxigeno

La permeabilidad al oxigeno (PO) se midié a 53% HR y 25°C utilizando un equipo OX-
TRAN modelo 2/21 ML Mocon (Lippke, Neuwied, Germany), en tres muestras por
formulacion. Se determind la tasa de transferencia de oxigeno (OTR) cada 20 minutos
hasta que se alcanzd el equilibrio. Este valor se transformé en permeabilidad al
oxigeno (PO) teniendo en cuenta el gradiente de presidon de oxigeno a ambos lados de
la pelicula y el espesor de la misma. El area de exposicidn al flujo de oxigeno durante el
ensayo fue 50 cm”.

2.3. Caracterizacion de la viabilidad del ABC incorporado a las peliculas
2.3.1. Preparacion del indculo de Candida sake

La levadura Candida sake fue aislada de la superficie de manzanas por el centro UdL-
IRTA (Lleida, Espafia) y fue depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT-
10817) en la Universidad de Valencia (Burjassot, Espaia). El proceso seguido para la
produccidn celular fue el descrito por Cafiamas et al. (2011).

En primer lugar, se partié de una triple estria de C. sake incubada en una estufa a 25°C
durante 48 h en medio tripticasa-soja agar (TSA) (Scharlab, Barcelona, Espafia), a partir
de la cual se prepard una suspension de células en agua estéril. Posteriormente, se
calculd el volumen de suspensién necesario para inocular una concentracién de 10*
UFC/mL en un medio liquido con una composicion de 40 g/L de melazas y 1,2 g/L de
urea. Por ultimo, el medio liquido se incubd durante 48 h a 25°C y 150 rpm. Las células
se separaron del medio de crecimiento por centrifugacién durante 10 minutos, a 10°C
y 8631 x g. Se elimind el sobrenadante y se recuperé la pasta de células con el

volumen de agua estéril necesario para mantener la concentracién.
2.3.2. Obtencion de peliculas con Candida sake y determinacion de la viabilidad

Con el fin de obtener peliculas con el ABC, a las DFR se les adiciond el volumen
necesario de la suspensidon de C. sake para conseguir una concentracién de 5-10’
UFC/pelicula. Las dispersiones fueron agitadas a 150 rpm durante 10 minutos para
conseguir una distribucién homogénea del microorganismo. El vertido se realizd del
modo descrito en el apartado 2.1., obteniéndose una densidad superficial de UFC de
2,8-10° UFC/cm®.

Después del secado (unas 48 h a 25°C y 45% HR), las peliculas se separaron de las
placas de teflén cuidadosamente utilizando unas pinzas estériles. La viabilidad de C.
sake fue determinada en las peliculas inmediatamente después del secado y tras
diferentes tiempos de almacenamiento (7, 14 y 21 dias). El almacenamiento tuvo lugar
en desecadores a 25°C y a humedades de 53% y 68% conseguidas con disoluciones
sobresaturadas de nitrato de magnesio y yoduro de potasio (Panreac Quimica, S.L.U,
Barcelona) respectivamente.



Para determinar la viabilidad de C. sake, se introdujeron muestras de pelicula en bolsas
de plastico estériles que contenian agua destilada estéril con Tween 85 al 0,01% (p/v).
Se homogeneizaron durante 6 minutos en un Stomacher (Bag Mixer 400, Interscience).
Se realizaron diluciones seriadas por duplicado (hasta un maximo de 10, y se
sembraron por superficie con un asa de Digralsky en medio TSA con estreptomicina
(0,5 g/L) para prevenir el crecimiento bacteriano. Tras 48 h de incubacion a 25°C, se
contaron las UFC en las placas cuyo niumero de colonias se encontraba entre 15 y 300.

2.4. Microestructura de las peliculas con Candida sake

Para estudiar la estructura a nivel microscopico de las peliculas obtenidas, se
depositaron pequefios fragmentos de éstas en un portaobjetos. Con un microscopio
Optico (Quimica y medio ambiente S.L.,, Leica) se capturaron imagenes con los
objetivos de 20x y 63x. Se tomaron imdagenes a distintas semanas para estudiar las
posibles diferencias en la estructura y densidad de las células de Candida.

2.5. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA con un nivel de significacién del
95% vy utilizando para las comparaciones multiples el test LSD. Los cdlculos se
realizaron con el Software STATGRAPHICS Centurion XVI (version 16.2.04).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion de las propiedades fisicas de las peliculas

La caracterizacion de las peliculas se realizé en muestras que no incorporaban los ABCs
ya que estudios previos habian demostrado que estas propiedades apenas cambiaban
por efecto de la incorporacién de microorganismos (Sdnchez-Gonzalez et al., 2013;
Aloui et al., 2015).

3.1.1. Espesor

La tabla 1 muestra los resultados del espesor de todas las peliculas estudiadas. Todos
ellos estuvieron comprendidos entre 43 y 56 um. Los mayores espesores se dieron en
las peliculas de PG, lo que podria atribuirse a un mayor grado de empaquetamiento de
las cadenas de polisacaridos en las peliculas de HPMC, lo que dio lugar a menores
espesores. La incorporacién de tensoactivos causd un cierto aumento en el grosor de
las peliculas, atribuible a la formacién de estructuras matriz-tensoactivo mas
heterogéneas que las de biopolimero y de densidad menor.

3.1.2. Humedad y permeabilidad al vapor de agua

Los resultados obtenidos para la humedad de equilibrio y la PVA se muestran en la
tabla 1. Las peliculas obtenidas con HPMC demostraron tener mejores propiedades
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barrera frente al vapor de agua que las de PG, lo que podria estar relacionado con el
menor contenido en humedad de estas peliculas. El agua actia como plastificante en
las peliculas, y su presencia en mayor proporciéon puede favorecer el transporte de
agua a través de la pelicula, aumentando la permeabilidad.

La incorporacion de tensoactivos tuvo un efecto significativo (p < 0,05) en la PVA en
funcion de sus caracteristicas y el tipo de polimero. La incorporacion de AO indujo
cierto descenso de la PVA, probablemente debido a su caracter hidrofébico (Fabra et
al., 2008). En estudios previos incluso se ha sefialado la formacién de una estructura
bicapa (Zhong et al., 2011). Por otra parte, la incorporacién de S80 y T85 no tuvo este
efecto. Este diferente comportamiento de los tensoactivos puede estar relacionado
con las interacciones matriz-tensoactivo que introducen diferencias estructurales en
las peliculas obtenidas en cada caso. La adicién de S80 y T85 pudo ocasionar
interrupciones en el empaquetamiento de las cadenas de hidrocoloides, lo cual dio
lugar a peliculas menos homogéneas. Esto pudo suponer una estructura mas abierta a
través de la cual las moléculas de agua podrian difundir mas facilmente (Ortega-Toro
etal., 2014).

Tabla 1. Espesor (um), humedad de equilibrio tras el equilibrado al 53% HR (% agua),
permeabilidad al vapor de agua ((g/Pa-s'-m)-10"") y permeabilidad al oxigeno (cm3mm
/m?-atm-dia) de las peliculas. Valores medios, desviaciones (entre paréntesis) y andlisis
estadisticos.

HPMC 43,8 (0,8)° 5,0(1,3)° 62 (17)° >ld
HPMC-AO 48 (4)* 3,6 (1,6)° 49 (3)° >ld
HPMC-S80 52 (5)° 3,6 (0,4)° 81 (13)° >ld
HPMC-T85 49 (4)® 4,3 (0,5)® 68 (13)° >Id

PG 48 (3)™® 9,4 (0,5)" 171 (5)° 5,4 (0,7)°

PG-AO 51 (9)*® 6,7 (0,4)° 131 (28)° 8,8 (0,8)"

PG-S80 54 (5)° 6,9 (0,5)° 156 (14) 5,63 (0,19)°

PG-T85 56 (8)° 8,5 (0,4)" 180 (47)° 6,2 (0,9)°

Distintos superindices indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las formulaciones. HPMC:

hidroxipropilmetilcelulosa, PG: proteina de guisante, AO: acido oleico, S80: Span 80, T85: Tween 85. >Id:

superior al limite de deteccidn



3.1.3. Permeabilidad al oxigeno

Los resultados de PO de las peliculas a base de PG se muestran en la tabla 1. Las
medidas correspondientes a las peliculas de HPMC no se pudieron obtener por ser
superiores al limite de deteccién del equipo (200 cm?/m?*-dia).

La incorporaciéon de tensoactivos produjo cierto aumento de la PO, que fue
estadisticamente significativo en el caso del AO (p < 0,05). Estos resultados son
coherentes con el caracter hidrofdbico de este tensoactivo, asi como con la tendencia
encontrada para la PVA. La incorporacién de componentes hidréfobos potencia las
interacciones lipido-polimero, introduciendo irregularidades estructurales en el seno
de la matriz, que aumentan el intercambio gaseoso y la PO, tal y como ha sido descrito
en diferentes trabajos (Zhong et al., 2011; Ortega-Toro et al., 2014).

3.2. Caracterizacion de la viabilidad del ABC incorporado a las peliculas
3.2.1. Viabilidad de Candida sake inmediatamente después del secado

Tras el secado de las peliculas, se procedio a realizar los recuentos correspondientes a
tiempo inicial con el objetivo de comprobar si el periodo de secado tiene influencia en
los niveles poblacionales de C. sake. En la figura 1 se muestran los resultados
obtenidos para cada una de las formulaciones ensayadas.

y y y
X b C
]
a
mHPMC
B PG
0 T T T T
ST AO S80 T85

Figura 1. Viabilidad de Candida sake en log (UFC/cm?), para las formulaciones
estudiadas. Donde HPMC: hidroxipropilmetilcelulosa, PG: proteina de guisante, ST: sin
tensoactivo, AO: acido oleico, S80: Span 80, T85: Tween 85. Letras diferentes indican
diferencias significativas (p < 0,05) para los tensoactivos utilizados (**° para HPMC y
para PG). La linea horizontal representa el log (UFC/cmZ) inoculado para verter las
dispersiones.
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Como se puede observar, la viabilidad de C. sake tras el periodo de secado de las
peliculas fue mayor en aquéllas a base de PG en comparacién con las de HPMC. Esto
podria ser debido a la hidrdlisis de la proteina durante la etapa de esterilizacidn, que
dio lugar a la presencia de aminoacidos libres que supondrian un nutriente para las
levaduras. De hecho, la poblacidon microbiana en todas las peliculas de PG es mayor
que la que se inoculd, lo cual parece indicar cierto crecimiento durante el periodo de
secado. Por el contrario, el HPMC no supuso un soporte tan nutritivo para C. sake
(figura 1). Las diferencias encontradas entre ambas matrices son coherentes con
estudios previos. Sanchez-Gonzdlez et al. (2013) estudiaron la viabilidad de
Lactobacillus plantarum en peliculas a base de PG y HPMC, entre otras, y observaron
que las peliculas proteicas permitieron una mayor viabilidad del microorganismo tras
el periodo de secado que aquéllas a base de polisacdridos. En el presente estudio, el
analisis estadistico no muestra un patrén claro en cuanto al efecto de los tensoactivos
en la viabilidad. Sin embargo, de forma general, AO es el que menos favorece la
supervivencia de la levadura.

3.2.2. Humedad de las peliculas

Con el fin de analizar los resultados de la evolucién de la viabilidad de C. sake durante
un almacenamiento a las diferentes humedades relativas, se determind la humedad de
equilibrio de las peliculas con el antagonista a los dos niveles de HR ensayados (53 y
68%). Para ello se siguio el procedimiento descrito en el apartado 2.2.2. En la tabla 2 se
muestran los resultados obtenidos para todas las formulaciones. Al comparar los
resultados de humedad de la tabla 2 con los de la tabla 1 (sin ABC) se observan ciertas
diferencias entre ellos. Sanchez-Gonzalez et al. (2013) también encontraron
diferencias para esta variable al incorporar bacterias del género Lactobacillus. Segun
Romano et al. (2014) el nivel de humedad de los films se puede correlacionar con su
viabilidad durante el almacenamiento.
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Tabla 2. Porcentaje de humedad en base seca de las peliculas tras el
acondicionamiento a 53% y 68% de humedad relativa con agente de biocontrol.

Valores medios, desviaciones (entre paréntesis) y analisis estadisticos.

HPMC 4,436 (1,105)™ 4,2 (0,7)™
HPMC-OA 2,72 (0,17)™ 3,1(0,3)™
HPMC-580 3,09 (0,12)™ 3,9 (0,2)™
HPMC-T85 3,1471 (0,1102)™ 3,67 (0,09)™

PG 8,7 (0,4)™ 13,4 (1,5)%

PG-OA 7 (3)™ 13 (3)"

PG-580 8,7 (0,7)™ 16 (4)

PG-T85 8,8 (0,3)™ 12,76 (1,06)”

Distintos superindices indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las formulaciones ** y entre
condiciones *. HPMC: hidroxipropilmetilcelulosa, PG: proteina de guisante, AO: acido oleico, $80: Span
80, T85: Tween 85.

Las formulaciones a base de PG presentaron un contenido en humedad
significativamente mayor que las peliculas de HPMC (p < 0,05). Ademads, la humedad
relativa de almacenamiento tuvo un efecto significativo en la humedad de las peliculas
de PG, mientras que no afecto significativamente al contenido en agua de las peliculas
de HPMC.

Por otra parte, la presencia de tensoactivos produjo un descenso de la humedad para
ambos polimeros, coherentemente con estudios anteriores (Ortega-Toro et al., 2014).
Esto podria deberse a que la incorporacion de los tensoactivos reduce la capacidad de
las cadenas de hidrocoloides para unirse con moléculas de agua. El establecimiento de
puentes de hidrégeno entre las cadenas de hidrocoloides y los grupos polares de los
tensoactivos reduciria el nimero de grupos polares disponibles para interaccionar con
el agua (Villalobos et al., 2006). No se observaron diferencias significativas por efecto
del tipo de tensoactivo, aunque en general parece que cuanto mas hidroéfilo mayor es
el nivel de humedad del film en el equilibrio.

3.2.3. Evolucion de la viabilidad de Candida sake durante el almacenamiento

En las figuras 2 y 3 se muestra la evolucién de la viabilidad de C. sake en las
formulaciones de HPMC y PG, respectivamente, para los diferentes tiempos ensayados
(48 hy 7,14y 21 dias de almacenamiento).
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Figura 2. Evolucién de la viabilidad de Candida sake a lo largo del tiempo de
almacenamiento a una HR de 53% (a) y 68% (b) en las peliculas de HPMC. Donde
HPMC: hidroxipropilmetilcelulosa, AO: acido oleico, S80: Span 80, T85: Tween 85.

En el caso de las peliculas de HPMC (figura 2), y puesto que la humedad relativa no
tuvo un efecto significativo en la humedad de las peliculas, se han considerado todas
las repeticiones en la presentacion de los resultados. Tras solamente 7 dias de
almacenamiento, la viabilidad se vio muy reducida en las peliculas de HPMC-S80 y
HPMC-T85, y totalmente reducida para HPMC y HPMC-AO. Asi pues, nuestros
resultados confirman las inadecuadas caracteristicas de este polimero para mantener
la supervivencia del microorganismo, tal y como apuntan Sanchez-Gonzdlez et al.
(2013).
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Figura 3. Evolucién de la viabilidad de Candida sake a lo largo del tiempo de
almacenamiento a una HR de 53% (a) y 68% (b) en las peliculas de proteina de
guisante. Donde PG: proteina de guisante, AO: acido oleico, S80: Span 80, T85: Tween
85.

Los resultados de la evolucidon de la viabilidad de C. sake en las peliculas a base de PG
se muestran en la figura 3. En este caso, la HR de almacenamiento supuso diferencias
en la humedad de las peliculas (tabla 2), de manera que a la menor humedad relativa
ensayada, la evolucién de la viabilidad es comparable a la obtenida para las peliculas
de HPMC (figura 2). Asi pues, en estas condiciones de almacenamiento las peliculas de
PG no podrian considerarse como un entorno apropiado para la supervivencia del
antagonista. Sin embargo, a la humedad relativa mas elevada (68%), y por lo tanto
para el mayor contenido en humedad de las peliculas, se encontré6 un mejor
mantenimiento de la viabilidad del antagonista, lo cual podria estar ligado a la
estructura mas plastificada y permeable de las peliculas en estas condiciones. Asi pues,
mientras que para una humedad del 53% Unicamente se detecté poblacidon con la
formulacion PG-T85 tras 7 dias, a un 68% la poblacion se mantuvo viable tras este
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mismo tiempo en todas las formulaciones e incluso tras 14 dias para las formulaciones
PGy PG-S80.

En los resultados obtenidos de viabilidad se encontré una correlacion con los descritos
para las humedades de equilibrio en la tabla 2. En general, las HR y peliculas con los
contenidos mas altos en humedad entre 13-16% (formulaciones de PG acondicionadas
a 68% de HR), fueron las que proporcionaron los valores mds altos de viabilidad del
ABC durante el almacenamiento. Por el contrario, los contenidos mas bajos de
humedad en las peliculas redujeron de forma proporcional la viabilidad de los ABC
incorporados en ambas matrices. En el caso del HPMC, este efecto fue independiente
de la HR en la que se almacenaron las peliculas, ya que las humedades de equilibrio de
las mismas no se vieron afectadas por este factor, oscilando en torno al 4% en las
matrices puras y descendiendo ligeramente al incorporar el tensoactivo hasta los
niveles mas bajos, en torno al 3% con el AO. Asi pues, tanto el tipo de polimero como
las condiciones de almacenamiento juegan un papel importante en la viabilidad del
ABC.

Estudios previos han mostrado diversos resultados segun el microorganismo
incorporado y la naturaleza de la matriz polimérica. Sanchez-Gonzdlez et al. (2013)
encontraron buenos resultados de viabilidad en diferentes especies de Lactobacillus
(reuteri, plantarum vy acidophilus) incorporadas a peliculas a base de proteinas vy
polisacaridos. La viabilidad fue mayor al utilizar proteinas (proteina de guisante y
caseinato) como matriz de las peliculas. Otros autores también han descrito buenos
resultados de viabilidad de Lactobacillus sakei en peliculas de caseinato (Gialamas et
al., 2010) y Lactobacillus delbrueckii y plantarum en peliculas de metilcelulosa
(Romano et al., 2014). En cuanto a trabajos previos utilizando levaduras, Aloui et al.
(2015) encontraron buenos resultados de viabilidad en Wickerhamomyces anomalous
incorporadas a films de alginato sédico y gomas de algarroba.

Otro efecto clave a considerar es la humedad relativa en la que se almacenan las
peliculas bioactivas, ya que afecta a la humedad de equilibrio que alcanzaran y en
consecuencia a la viabilidad del antagonista. Romano et al. (2014) mostraron un efecto
significativo de este factor en la viabilidad de dos especies de Lactobacillus (delbrueckii
y plantarum) en matrices de metilcelulosa con fructo-oligasacaridos. Asi, a niveles altos
de HR (75%), comparables con los de este estudio, se encontrd la menor viabilidad de
los microorganismos (tiempos de conservacion menores a 15 dias), y Unicamente en la
especie plantarum.

3.3. Analisis microestructural

A continuacién se muestran las imdgenes obtenidas con el microscopio éptico con el
fin de estudiar la estructura microscépica y la disposicion de las células de Candida
sake en los recubrimientos.
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En la figura 4 se observa, a diferentes aumentos, la microestructura de las peliculas
obtenidas con las matrices puras y el ABC. En general puede apreciarse que las
peliculas de HPMC tienen un aspecto bastante homogéneo y una estructura mas
cerrada al compararlas con las de PG, en las que se aprecia mayor rugosidad y una
estructura mas abierta y porosa. Esto se correlaciona con los mayores valores de PVA
obtenidos en PG en comparacion con HPMC. Las peliculas de HPMC estan formadas
por cadenas de polisacdridos que otorgan un aspecto continuo a la matriz polimérica,
como ha sido descrito en estudios previos para este tipo de peliculas (Jiménez et al.,
2010). Por el contrario, las peliculas de PG tienen una mayor rugosidad y presentan
microestructuras de aspecto poroso en las que se aprecian granulos redondos vy
depresiones caracteristicas (Kowalczyk y Baraniak, 2011). La presencia de la C. sake en
la estructura se aprecia claramente a 63x en las peliculas de HPMC, mientras que la
estructura rugosa y con depresiones de las peliculas de la proteina no permite
diferenciar tan claramente los antagonistas en las imagenes.

La incorporacién de los tensoactivos cambié notablemente el aspecto de las peliculas,
diferencidandose agregados de la fraccion lipidica incorporada, que no queda integrada
en el seno de la matriz polimérica, y de forma significativa en aquéllos de mayor
hidrofobicidad (AO), como muestran las imagenes de la figura 5. De nuevo la matriz de
HPMC permite diferenciar de forma mas clara esta fraccién lipidica (en forma de gotas

esféricas) en comparacion con la matriz de PG, en la que las depresiones dejan canales
donde se situa la fase lipidica. Esto es coherente con los resultados obtenidos para las
propiedades barrera de estas peliculas, puesto que el AO otorgd la mayor barrera al
vapor de agua en comparacion con las matrices puras. En los otros tensoactivos, al ser
mas hidrofilicos, se reducen las interacciones lipido-polimero y esto afecta en diferente
medida a la PVA segun la matriz.

HPMC 20x ' - HPMC 63x
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Figura 4. Imagenes de microscopia dptica de las peliculas de HPMC (a) y PG (b) con
agentes de biocontrol a 20 y 63 aumentos, donde las flechas indican la presencia de C.
sake.

HPMC AO 20x HPMC AO 63x
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PG AO 63x

Figura 5. Imagenes de microscopia dptica de las peliculas de HPMC-AO (a) y PG-AO (b)
con agentes de biocontrol a 20 y 63 aumentos, donde las flechas rojas indican la
presencia de C. sake, y las amarillas la de AO.

4. CONCLUSIONES

Las propiedades fisicas y microestructurales caracterizadas en las peliculas indican que
las mayores diferencias estan relacionadas con el tipo de polimero. El tensoactivo tiene
un efecto menos marcado y depende de la matriz en la que se incorpore. Los
tensoactivos mas hidrofilicos (Span 80 y Tween 85) se integraron parcialmente en el
seno de la matriz, mientras que el mas hidréfobo (acido oleico) formé agregados con el
HPMC y recubrié las depresiones caracteristicas de la matriz de PG. El acido oleico fue
el que mayor barrera al vapor de agua otorgd a las peliculas, al promover las
interacciones lipido-polimero en el seno de la matriz.

La estructura abierta y porosa de la proteina le confiri6 mayor permeabilidad vy
humedad a las peliculas, lo que favorecio la fijacién de los antagonistas y proporcioné
mejores condiciones para su conservacién durante el almacenamiento. Se constatd
ademas, que la humedad en el equilibrio de las peliculas fue un factor limitante y los
mejores resultados se obtuvieron para niveles en torno al 13-16% en las peliculas de
PG a 7 dias de almacenamiento al 68% HR y 25°C.

Los resultados obtenidos demuestran ademas la necesidad de seguir profundizando en
estudios para la mejora de la viabilidad de los antagonistas cuando son incorporados a
la formulacién de peliculas comestibles. En futuros estudios seria interesante
considerar otros polimeros y HR de almacenamiento, asi como la incorporacion de
aditivos que protejan al antagonista, para obtener viabilidades y tiempos de
conservacién mayores.
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