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Resumen

El control bioldgico es una de las alternativas mas eficientes y practicas a los fungicidas
quimicos para el control de enfermedades producidas por hongos en agricultura. Su aplicacion
practica no ha tenido lugar en gran medida por la sensibilidad de los agentes de biocontrol
(ABCs) a condiciones ambientales adversas, que dan lugar a variabilidad y poca
reproducibilidad en los resultados. Se ha trabajado con el ABC Candida sake, una levadura
efectiva en el control de enfermedades postcosecha, asi como de podredumbres de campo. Se
seleccionaron ingredientes formadores de recubrimiento compatibles con este ABC. En
concreto dos tipos de polimeros: el almidon de maiz (AM) y el caseinato sédico (NaCas). Para
conseguir mejorar la adherencia del ABC en condiciones de aplicacion, se incorporaron a las
formulaciones tres tensoactivos de diferente hidrofobicidad (acido oleico, Span 80 y Tween 85).
Se obtuvieron peliculas y se caracterizaron sus propiedades fisicas méas relevantes. Después se
formularon conjuntamente y se caracterizo 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 analizé la microestructura de las peliculas por
microscopia Optica. Los resultados muestran que las peliculas de NaCas tuvieron peores
propiedades barrera tanto al vapor de agua como al oxigeno, coherentemente con una estructura
mas abierta y heterogénea, en comparacién con el AM. NaCas supuso un soporte mas adecuado
para favorecer la viabilidad de Candida sake, tanto inmediatamente después del secado como
durante el almacenamiento en condiciones controladas, probablemente debido al mayor poder
nutritivo de esta matriz. La viabilidad del ABC durante el almacenamiento se vio favorecida por
la menor HR, lo que sugiere la supervivencia del antagonista en un estado latente con una baja
disponibilidad de agua. Las observaciones microscopicas corroboraron las diferencias
encontradas en las propiedades fisicas de las peliculas.
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Resum

El control biologic és una de les alternatives més eficients i practiques als fungicides quimics
per al control de malalties produides per fongs en agricultura. La seua aplicaci6 practica no ha
tingut lloc en gran mesura per la sensibilitat dels agents de biocontrol (ABCs) a condicions
ambientals adverses, que donen lloc a variabilitat i poca reproductibilitat en els resultats. S’ha
treballat amb I’ABC Candida sake, un llevat efectiu en el control de malalties postcollita, aixi
com podridures de camp. Es varen seleccionar ingredients formadors de recobriments
compatibles amb aquest ABC. En concret dos tipus de polimers: el mid6é de dacsa (AM) i el
caseinat sodic (NaCas). Per a aconseguir millorar 1’adheréncia de I’ABC en condicions
d’aplicacid, es varen incorporar a les formulacions tres tensoactius de diferent hidrofobicitat
(acid oleic, Span 80 y Tween 85). Es varen obtenir pel-licules y es varen caracteritzar les seues
propietats fisiques més rellevants. Després es varen formular conjuntament y es va caracteritzar
la viabilitat del ABC després de 1’assecat de les pel-licules y a diferents temps
d’emmagatzematge en condicions controlades (25°C, HR de 53 y 68%). Per a entendre millor
els resultats obtinguts, es va analitzar la microestructura de les pel-licules per microscopia
optica. Els resultats mostren que les pel-licules de NaCas varen tindre pitjors propietats barrera
tant al vapor d’aigua con a I’oxigen, coherentment amb una estructura més oberta i heterogenia,
en comparacié amb I’AM. NaCas va suposar un suport més adequat per a afavorir la viabilitat
de Candida sake, tant immediatament després de 1’assecat com durant I’emmagatzematge en
condicions controlades, probablement degut al major poder nutritiu de la matriu. La viabilitat
del ABC durant ’emmagatzematge es va veure afavorida per la menor HR, el que suggereix la
supervivéncia de ’antagonista en un estat latent amb una baixa disponibilitat d’aigua. Les
observacions microscopiques varen corroborar les diferencies trobades en les propietats fisiques
de les pel-licules.
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Abstract

Biological control is one of the most efficient and practical alternatives to chemical fungicides
to control fungal diseases in agriculture. Its practical application has not happened largely
because of the sensitivity of the biological control agents (ABCs) to adverse environmental
conditions, which results in poor reproducibility and variability in results. The ABC chosen was
Candida sake, effective yeast in controlling postharvest diseases, as well as field rots. Film
forming ingredients were chosen according to its compatibility with this ABC. Specifically, two
types of polymers: corn starch (AM) and sodium caseinate (NaCas). In order to improve the
adherence of the ABC in application conditions, three different surfactants with different
hidophobicity were added into the formulations (oleic acid, Span 80 and Tween 85). Films were
obtained and their most relevant physical properties were characterized. After, they were
formulated together, and viability of the ABC was characterised after drying and during
different storage times in controlled storage conditions (25°C, 53 and 68% HR). In order to
understand better the results obtained, the microstructure of the film was analyzed by optical
microscopy. The results showed that NaCas films had worse barrier properties to both water
vapour and oxygen, coherently with a more open and heterogeneous structure, in comparison
with AM. NaCas meant a more suitable carrier to promote Candida sake viability, both
immediately alter drying and during storage under controlled storage conditions, probably due
to the greater nutritive value of this matrix. ABCs viability during storage was favoured by a
lower HR, which suggests the survival of the antagonist in latency with low water availability.
Microscopic observations corroborated the differences found between the physical properties of
the films.
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1. Introduccion

La busqueda de alternativas a los métodos tradicionales para aumentar la vida util de alimentos
no procesados ha experimentado un crecimiento exponencial durante los Gltimos afios. La
preocupacion por los posibles efectos adversos de los residuos quimicos en la salud, la creciente
demanda de alimentos saludables méas seguros, asi como las preocupaciones crecientes por el
medio ambiente son las causas que han abierto las puertas a la investigacion en este campo
(Spadaro et al., 2005).

Una de las areas a las que se han dedicado méas esfuerzos es el control de enfermedades en
productos hortofruticolas, debido a las importantes pérdidas que éstas causan tanto en campo
como en la posterior post-cosecha. Estas pérdidas pueden llegar a representar hasta un 25% del
total de la produccion en paises industrializados y mas de un 50% en aquéllos en vias de
desarrollo (Liu et al., 2013).

En este sentido, el control bioldgico es una de las alternativas al uso de fungicidas quimicos con
mayor potencial para reducir el deterioro producido por hongos en frutas (Droby et al., 2009;
Spadaro y Gullino, 2004). El biocontrol consiste en la utilizacion de microorganismos (agentes
de biocontrol, ABCs o antagonistas) para prevenir enfermedades en vegetales (Emmert y
Handelsman, 1999). El principal problema de los ABCs es su elevada sensibilidad a condiciones
ambientales adversas, lo cual ocasiona una elevada variabilidad y baja reproducibilidad en el
nivel de control, entre diferentes cosechas anuales y entre diferentes regiones climaticas (Elmer
y Reglinski, 2006). Se han estudiado diversas estrategias para conseguir disminuir la
sensibilidad de los ABCs, asi como para mejorar su condiciones préacticas de aplicacion
(Abadias et al., 2003; Teixidé et al., 1998). Una de estas estrategias es su aplicacion conjunta
con recubrimientos comestibles (RCs). Estos podrian mejorar la adherencia y distribucion sobre
la superficie de los vegetales tratados asi como su supervivencia y estabilidad con el tiempo,
ademas de aportar una serie de beneficios al alimento recubierto (control de la pérdida de peso,

retraso de la maduracion, aumento de la resistencia mecanica...).

Los RCs se pueden definir como una fina capa de material obtenido a partir de biopolimeros y
otros ingredientes que se aplican sobre las superficies de alimentos, de modo que se forma una
fina pelicula sobre ellos (Han, 2014; Lacroix, 2014) y que, ademas, pueden ser consumidos
como parte del producto. Por su parte, las peliculas comestibles (PCs) se forman previamente y
posteriormente son aplicadas a los productos (Gonzélez-Martinez et al., 2011). Ambos han sido
utilizados tradicionalmente como barreras para disminuir la pérdida de humedad y retrasar la
senesencia de vegetales mediante la permeabilidad selectiva a los gases (Vargas et al., 2008). La
yuba (piel de soja) ha sido empleada en paises asiaticos desde el siglo XV (Wu and Bates, 1972;

Park et al., 2002) y RCs a base de cera eran ya utilizados en citricos durante los siglos XII y



XIl1, y comercializados en manzanas y peras a partir de 1930 (Baldwin, 1994; Debeaufort et al.,
1998; Park et al., 1999). Actualmente, se pueden aplicar en infinidad de productos alimenticios,
principalmente frutas, verduras, gominolas y frutos secos (Krochta y De Mulder-Johnston,
1997; Petersen et al., 1999), siendo su principal objetivo alargar la vida util del producto,
ademéas de mejorar la calidad del alimento protegiéndolo del deterioro fisico, quimico y
bioldgico (Herndndez-Mufioz et al., 2008)

Las nuevas generaciones de PCs han sido disefiadas especialmente para permitir la
incorporacién y/o liberacion controlada de antioxidantes, vitaminas, nutracéuticos y agentes
antimicrobianos (Vargas et al.,, 2008). También existe la posibilidad de incorporar
microorganismos en su estructura. La mayor parte de estudios en esta linea se han desarrollado
con bacterias acido-lacticas, debido a su capacidad de producir antibiéticos y otros metabolitos
con actividad antimicrobiana (Concha-Meyer et al., 2011; Léonard et al., 2014; Romano et al.,
2014; Sanchez-Gonzalez et al., 2014). La incorporacion en PCs o RCs de microorganismos
tipicamente empleados como ABCs ha sido también estudiada por diversos autores (Aloui et al.,
2015; El-Gaouth et al., 2000; McGuire y Baldwin, 1994; Potjewijd et al., 1995).

La correcta seleccion de los componentes de las peliculas y RCs a utilizar como soporte de
ABCs es muy importante. La composicion de las diferentes formulaciones puede ser variable,
obteniéndose asi peliculas de distinta naturaleza. Las PCs estdn compuestas principalmente por
biopolimeros, que pueden ser tanto proteinas como polisacaridos, lipidos, o una mezcla de éstos,
de forma que las caracteristicas fisico-quimicas de cada matriz influiran en las propiedades de
las peliculas resultantes (Sothornvit y Krochta, 2000). Ademas, estas propiedades influiran
también en su eficacia como soporte de ABCs ya que tendran un efecto sobre su viabilidad y

supervivencia e incluso en su actividad frente a patégenos.

El almidon de maiz (AM) ha sido ampliamente utilizado y estudiado como componente
principal para la obtencion de peliculas por tratarse de un recurso renovable, de bajo coste, facil
acceso y con propiedades termoplasticas que permiten que se procese facilmente (Jiménez et al.,
2012; Ortega-Toro et al.,, 2014). Ademas, permite la obtencion de peliculas continuas,
homogéneas, inodoras, incoloras y con muy baja permeabilidad al oxigeno (Dole et al., 2004).
Por otro lado, el caseinato sédico (NaCas), una proteina de origen l&cteo, presenta numerosas
propiedades para su empleo en la obtencién de RCs y las propiedades de las peliculas obtenidas
con esta matriz han sido caracterizadas por numerosos autores (Arrieta et al., 2013; Colak et al.,
2015; Fabra et al., 2008; 2009).

En términos generales, ambos hidrolocoides proporcionan buenas propiedades mecanicas y
organolépticas a las peliculas y, ademas, son barreras efectivas frente a componentes aromaticos

y gases (oxigeno y dioxido de carbono). Sin embargo, debido a su naturaleza hidrofilica, no



suponen una buena barrera a la transferencia de agua (Han, 2014). Con el fin de mejorar esta y

otras propiedades de las peliculas, se pueden incorporar diferentes componentes minoritarios.

Los agentes plastificantes son necesarios para la obtencion de peliculas a base de AM y NaCas,
ya que las peliculas obtenidas con ambos suelen presentar estructuras rigidas y quebradizas. Los
plastificantes actiian aumentando la movilidad molecular en la red polimérica, mejorando asi las
propiedades mecénicas, aunque reducen las propiedades barrera al vapor de agua (Rosen, 1993).
Uno de los plastificantes mas empleados para la obtencién de peliculas comestibles es el
glicerol, que se afiade para mejorar las propiedades mecanicas de las peliculas y aumentar su
flexibilidad (Vieira et al., 2011).

Otras sustancias con capacidad potencial para mejorar algunas de las propiedades de los RCs y
PCs son los tensoactivos (Ortega-Toro et al., 2014). Algunos estudios han demostrado que
pueden mejorar las propiedades barrera al vapor de agua de la peliculas (Villalobos et al., 2006)
ademas de aumentar la humectabilidad de las dispersiones formadoras de peliculas (Jovanovich

y Afdn, 1999; Rodriguez et al., 2006) lo cual facilitaria su aplicabilidad sobre alimentos.

El balance hidréfilo-lipéfilo (BHL) influye de manera importante en el comportamiento de los
tensoactivos. Esta caracteristica de los tensoactivos viene determinada por el balance entre los
grupos polares y apolares en la molécula y dicta cuél serd su comportamiento (Griffin, 1949).
Por ejemplo, un valor bajo de BHL indica un balance lipofilico predominante en la estructura
molecular que puede contribuir a limitar la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas. Un
valor més alto podria mejorar la integracion de estos compuestos en la matriz hidrofila (Ortega-
Toro et al., 2014).

Como se ha comentado anteriormente, una de las alternativas con mas potencial en relacion a la
aplicacion de RCs y al control bioldgico, es la incorporacion de ABCs en peliculas
biodegradables con la finalidad de aprovechar los beneficios que éstas pueden suponer para los
antagonistas. Las levaduras han sido muy empleadas como ABCs por su capacidad para ejercer
un efecto antagonista frente a patdgenos de productos vegetales. Esto se debe a que su accién
inhibitoria no implica la produccién de metabolitos potencialmente toxicos como antibiéticos
(Wisniewski y Wilson, 1992) y a que su la fuente mas habitual para aislarlas es la superficie de
frutas (Wilson y Winisewski, 1989; Wilson et al., 1993). El mecanismo de accion més habitual

de las levaduras como ABCs es la competicion por espacio y nutrientes (Liu et al., 2013)

Concretamente, la levadura Candida sake ha sido ampliamente estudiada como ABC ya que ha
resultado ser efectiva en el control de enfermedades flangicas como las producidas por
Penicilium expansum, Botrytis cinerea, Rhizopus nigricans en diferentes tipos de fruta como la
manzana y la fresa (Vifias et al., 1997; Vifas et al., 1998, Usall et al., 2000). Su principal

potencial de aplicaciéon estd en la uva ya que ha demostrado ser capaz de controlar la



podredumbre gris causada por B. cinerea, enfermedad que causa grandes pérdidas en este
cultivo, de gran importancia econémica en Espafia (Calvo-Garrido et al., 2013; Cafiamas et al.,
2011). Por otro lado, se ha demostrado que la ingestion de las dosis aplicadas en biocontrol no
presentan ningun peligro toxico para la especie humana, puesto que la levadura no puede
desarrollarse a temperaturas de 37°C, y es rapidamente destruida en contacto con el jugo
gastrico (Usall et al., 2000).



2. Objetivos

La naturaleza de las matrices utilizadas para la obtencion de peliculas comestibles (PCs), asi
como la combinacion con los diferentes componentes minoritarios son determinantes en la
estructura resultante del recubrimiento. Por esto, los objetivos de este trabajo fueron la
caracterizacién de peliculas biodegradables a base de almidén de maiz (AM) o caseinato sodico
(NaCas) como soporte para el ABC Candida sake y el estudio de su viabilidad en las peliculas
tras el almacenamiento de éstas bajo diferentes condiciones ambientales. A fin de alcanzar los

objetivos generales, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

e Disefio de las formulaciones y caracterizacion de las peliculas biodegradables sin la
incorporacién del ABC en términos de espesor, humedad y propiedades barrera
(permeabilidad al vapor de agua y permeabilidad al oxigeno).

e Estudio de la viabilidad de Candida sake incorporada a peliculas biodegradables tras la
etapa de secado (48 horas) y en funcién del tiempo de almacenamiento bajo diferentes

condiciones.

Los componentes minoritarios utilizados para la formulacion de las peliculas fueron: glicerol
como agente plastificante, y tensoactivos con diferente BHL: acido oleico (AO, BHL = 1,0),
monooleato de sorbitdn o Span® 80 (S80, BHL=4,3), y trioleato de polietilenglicol de sorbitan
0 Tween® 85 (T85, BHL=11,0).

Para llevar a cabo los objetivos establecidos, se establecié el siguiente plan de trabajo:

1. Disefio de las dispersiones formadoras de peliculas (DFP) con y sin la incorporacion de

tensoactivos, en base a estudios anteriores y pruebas previas realizadas.

2. Obtencion de las peliculas y caracterizacién de su contenido en humedad, espesor y

propiedades barrera al vapor de agua y al oxigeno (PVA 'y PO).

3. Obtencion de peliculas con Candida sake y estudio de la viabilidad del ABC tras el

periodo de secado de las mismas.

4. Almacenamiento de las peliculas con ABC a distintas condiciones de humedad relativa
durante diferentes tiempos, para estudiar el efecto de ambas variables sobre la
viabilidad del ABC.

5. Determinacion de la humedad de las peliculas con ABC, por considerarse la propiedad

que puede influir de una manera més directa en la viabilidad del mismo.

6. Analisis microestructural de las peliculas con antagonista, a fin de observar la estructura

de las peliculas asi como la distribucion de la levadura sobre éstas.



7. Andlisis estadistico para determinar la influencia del tipo de polimero y de la
incorporacion de los distintos tensoactivos utilizados sobre las caracteristicas fisico-
quimicas de las peliculas y sobre la viabilidad del ABC, asi como para analizar la

influencia del tiempo y las condiciones de almacenamiento sobre la viabilidad del ABC.



3. Materiales y métodos
3.1. Preparacion de las dispersiones formadoras de peliculas

El AM fue suministrado por Roquette Laisa Espafia S.A. (Valencia), mientras que el NaCas y
los tres tensoactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Madrid). El glicerol fue suministrado

por Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona).

El AM (2% p/p) se disperso en agua desionizada y se gelatinizé en un bafio termostético a 95°C
durante 30 minutos, agitando cada 5 minutos aproximadamente. Transcurrido este tiempo se
enfrid hasta temperatura ambiente. EI NaCas (2% p/p) fue dispersado en agua desionizada y se
mantuvo en agitaciéon hasta su completa disolucion a temperatura ambiente durante

aproximadamente 2 horas.

En las dispersiones formadoras de peliculas (DFP) de ambos polimeros se afiadié glicerol en
una proporcién masica de polimero:glicerol 1:0,25, y los tensoactivos en una proporcion
polimero:tensoactivo 1:0,1. Las concentraciones de biopolimeros, asi como las proporciones de
polimero:glicerol y polimero:tensoactivo se seleccionaron en base a estudios previos (Sanchez-
Gonzalez et al., 2009, Jiménez et al., 2012 y Sanchez Gonzélez et al., 2013). Asi pues, se
obtuvo un total de 8 formulaciones, con y sin tensoactivos: AM, AM-AO, AM-S80, AM-T85,
NaCas, NaCas-AO, NaCas-5S80 y NaCas-T85.

Las dispersiones se homogeneizaron durante 4 minutos a 13600 rpm con un rotor stator
Ultraturrax (DI25, Janke and Kunkel, Alemania) y se esterilizaron para reducir su carga
microbiana. En los casos en los que fue necesario se desgasificaron a vacio mediante una bomba
(MZ 2C NT, Vacuubrand GMBH + CO KG, Wertheim, Alemania).

Las DFP, con y sin tensoactivos, se vertieron sobre placas de teflon de 15cm de diametro,
colocadas sobre una superficie nivelada. Se pesoé la cantidad necesaria de cada formulacién para
conseguir una densidad superficial de solidos de 5,6 mg/cm?, lo cual equivaldria a 1 g de s6lidos
formadores de pelicula por pelicula, valor establecido con el objetivo de poder comparar las
peliculas. Las DFP se dejaron secar durante aproximadamente 48 h a una humedad relativa del

45% y posteriormente se retiraron de las placas.

3.2. Caracterizacion de las peliculas

Como paso previo a la caracterizacion, las peliculas se acondicionaron a una humedad relativa
(HR) del 53% durante una semana. Para ello, se introdujeron en desecadores de vidrio que
contenian una disolucion sobresaturada de nitrato de magnesio (Panreac Quimica S.L.U.

Barcelona, Espafia) y se mantuvieron a 25°C.



3.2.1. Contenido en humedad

El contenido en humedad de las peliculas fue determinado por triplicado gravimétricamente
mediante una balanza analitica (ME36S, Sartorius, Alemania). Las peliculas fueron secadas a
60°C durante 24 h en una estufa de conveccion con el objetivo de eliminar el agua menos ligada
de su estructura, y posteriormente se introdujeron en una estufa de vacio en las mismas
condiciones. A continuacion se introdujeron en un desecador con pentdxido de fosforo (Panreac
Quimica S.A. Castellar de Vallés, Barcelona, Espafia) el tiempo necesario hasta alcanzar un
peso constante (15 dias aproximadamente).

3.2.2. Espesor

El espesor de las peliculas se determind utilizando un micrémetro electrénico digital modelo
Palmer (Comecta, Barcelona, Espafia) con una precision de 0,001 mm. Se tomaron valores en
seis puntos de la pelicula de forma aleatoria. Las medidas se tomaron en cuatro peliculas por
formulacidn y se utilizaron posteriormente para el tratamiento de los resultados en los ensayos
de PVAy PO.

3.2.3. Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Para la determinacion de la PVA se utilizé una modificacion del método gravimétrico ASTM
E96-95 (McHugh et al., 1993) para un gradiente de humedad relativa 53-100% y una
temperatura de 25°C.

Se recortaron 3-4 muestras circulares para cada formulacion de 3,5 cm de diametro,
seleccionando peliculas sin defectos visibles. Estas muestras se acoplaron sobre copas de
aluminio de 3,5 cm de diametro (Payne, Elcometer SPRL, Hermelle /s Argenteau, Bélgica) en
cuyo interior se habian depositado 5 ml de agua destilada (HR 100%). La cara de la pelicula en
contacto con el aire durante el secado se colocd hacia el ambiente y para asegurar la
hermeticidad del sistema, se colocdé un anillo de caucho y dos mordazas. Las copas se
introdujeron en un soportes con un ventilador, y éstos en desecadores de vidrio equilibrados con
soluciones sobresaturadas de Mg(NQOz), (53% HR). Los desecadores se almacenaron en una
camara Hotcold UL (JP Selecta, Barcelona, Espafia) y se monitorizd la masa de las copas con
las peliculas con una balanza analitica (ME36S Sartorius, Alemania) a intervalos de 1,5 h
durante 24 h.

La pendiente de la representacion de la pérdida de masa frente al tiempo se dividid entre el area
expuesta para calcular la velocidad de transferencia del vapor de agua (VTVA). La presién 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 concentracion establecidos en el

espacio de cabeza de la copa (ecuacion 1).
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P'D'Ln[(P—H}]
R-T-Az 1)

VTVA =

Donde P = presién total (atm), D = difusividad del agua en aire a 25°C (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. = presion de vapor corregida en la cara interior de la pelicula.

Utilizando la ecuacion 2, la PVA se calcul6 a partir de p, la presién de vapor de agua en la cara

exterior de la pelicula (ps) y el espesor (e).

3.2.4. Permeabilidad al oxigeno (PO)

Para determinar la permeabilidad al oxigeno de las peliculas, se utilizd un equipo Ox-Tran
modelo 2/21 ML Mocon (Lippke, Neuwied, Alemania) a una temperatura de 25°C y una HR del
53 %. Se considerd el método estandar D3985-95 (ASTM, 2002) para realizar las mediciones (4
por formulacién). Se determind la tasa de transferencia de oxigeno (OTR) cada 20 minutos
hasta que se alcanzé el equilibrio. Este valor se transformé en OP (ecuacién 3) teniendo en
cuenta el gradiente de presion de oxigeno a ambos lados de la pelicula y el espesor de la misma.

El 4rea de exposicion al flujo de oxigeno durante el ensayo fue de 50 cm?.

OTR
OP= ——-e
p02 @3)

3.3. Viabilidad de Candida sake incorporada en las peliculas
3.3.1. Preparacion del inéculo de Candida sake

La cepa de la levadura Candida sake empleada en el presente trabajo fue aislada de la superficie
de manzanas por el centro UdL-IRTA (Lleida, Espafia) y fue depositada en la Coleccion

Espafiola de Cultivos Tipo en la Universidad de Valencia (Burjassot, Espafria).

La produccion celular y la formulacion se llevé a cabo de acuerdo con el método descrito en
Cafiamas et al., (2011). Partiendo de una triple estria de Candida sake incubada a 25°C durante
48h en medio tripticasa-soja agar (TSA) (Scharlab, Barcelona), se prepar6 una suspension de
células en agua estéril, de la cual se conoci6 su concentracién mediante un contaje con Camara

Thoma. A continuacién se determin6 el volumen necesario de esta suspension para inocular un



medio liquido de crecimiento para la levadura una concentracion de 10* UFC/ml. El medio
liquido se prepard con agua desionizada y su composicion fue de 40 g/L de melazasy 1,2 g/L de
ureay se incubo durante 48 h a 25°C y en agitacion a 150 rpm.

Tras este tiempo, las células se separaron por centrifugacion a 8631 xg a 10°C durante 10
minutos. A continuacién se elimind el sobrenadante y se recuperd la pasta de células con el
mismo volumen de agua estéril para obtener la suspension de trabajo, cuya concentracion se

determind de nuevo por Camara Thoma.

3.3.2. Inoculacion de las DFP y obtencién de las peliculas

Una vez conocida la concentracion de la suspension de células se determind el volumen
necesario para la inoculacion de las DFP en una concentracion final de 5-10" UFC/pelicula, lo
cual equivaldria a 2,83-10° UFC/cm® (proporcion g solidos formadores de pelicula:UFC de
1:5-10" UFC). A continuacion, las DFP con el indculo fueron agitadas a 150 rpm durante 10
minutos para conseguir una distribucién homogénea del microorganismo. Tras la inoculacion,

se vertieron las DFP sobre placas de teflon del mismo modo descrito en el apartado 2.1.
Tras la obtencion de las peliculas con el ABC, éstas se dividieron de la siguiente forma:

e Un parte de las peliculas fue utilizada para la determinacién de viabilidad del ABC

inmediatamente después del secado.

e Otra parte de las peliculas fue introducida en desecadores con una HR de 53% o de 68%
a 25°C, utilizando disoluciones sobresaturadas de Mg(NO3), y de KI (Panreac Quimica,
S.L.U, Barcelona) respectivamente, para posteriormente determinar el contenido en

humedad de las peliculas almacenadas a distintas condiciones.

o El resto de peliculas se almacenaron también en desecadores con un 53% y 68% de HR

a 25°C, para la determinacion de viabilidad tras 1, 2 y 3 semanas de almacenamiento.

3.3.3. Andlisis de viabilidad de Candida sake en las peliculas

El anélisis de la viabilidad del ABC incorporado en las peliculas se llevo cabo por triplicado
para cada formulacién. Las peliculas se introdujeron en bolsas de plastico estériles con agua
desionizada estéril con un 0,01% (w/v) de Tween 85, y se homogeneizaron durante 6 minutos
en un homogeneizador Stomacher (MiniMix, Interscience). Las diluciones en serie, hasta un
méximo de 10, se realizaron por duplicado y se sembraron por superficie con un asa de
Digralsky sobre medio de agar TSA con estreptomicina (0,5 g/L) para evitar el crecimiento
bacteriano. Las placas se incubaron durante 48 h a 25°C en oscuridad y las colonias de Candida

sake fueron contadas en funcion de sus caracteristicas morfologicas.
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3.4. Microestructura de las peliculas con Candida sake

A fin de estudiar la estructura a nivel microscépico de las peliculas, pequefios fragmentos de
éstas fueron depositados sobre portaobjetos. Con un microscopio Optico (Quimica y medio
ambiente S.L., Leica) se capturaron imagenes con los objetivos de 20x y 63X. Se tomaron
imagenes a distintas semanas para estudiar las posibles diferencias en la estructura y densidad

de las células de Candida sake.

3.5. Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA con un nivel de significacion del 95% y
utilizando para las comparaciones multiples el test LSD. Los calculos se realizaron con el
Software STATGRAPHICS Centurion XVI (Version 16.2.04).
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4. Resultados y discusion

4.1. Caracterizacion de las peliculas

4.1.1. Humedad

La tabla 1 recoge los resultados del analisis de las propiedades fisicas de las peliculas en
términos de humedad, espesor, PVA'y PO.

Tabla 1. Contenido en humedad (g agua / 100 g pelicula seca), espesor (um), permeabilidad al vapor de
agua ((g/Pa-s-m)-10') y permeabilidad al oxigeno (cm®- mm/m? atm-dia). Valores medios y desviaciones

entre paréntesis

Formulacion  Humedad Espesor PVA PO
(%) (um) (9/Pa-s-:m)-10"  (cm*mm/m? atm-dia)
ST 9,4(08) 42(5)° 121 (7)° 0,56 (0,05)
AO  83(05)"  46,9(08) 152 (8)° 4,8 (0,3)°
M S80  8,9(0,7)™ 59 (4)™ 178 (9)* 3,8(0,2)°
T85  8,4(0,8)" 46 (2)° 163 (29)™ 4,11 (0,12)"
ST  83(05)° 62 (6)° 196 (14)° 3,52 (0,05)*
AO  8,0(0,6)" 54 (6)" 145 (17)™ 6,00 (0,06)°
NaCas S80  7,0(0,6) 65 (2)° 201 (14)° 4,7 (0,4)°
T85 6,2 (0,5)° 64(7)° 211 (8)f 7,2 (0,5)°

Diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las formulaciones. AM:
Almidén de maiz, NaCas: caseinato de sodio, ST: sin tensoactivo, AO: &cido oleico, S80: Span 80, T85:

Tween 85.

En términos generales, no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre el contenido
en humedad de las peliculas a base de AM y NaCas. No obstante, las peliculas de AM
presentaron una cierta tendencia hacia humedades més elevadas, correspondiendo los
contenidos en agua méas elevados a las peliculas de este polisacarido sin tensoactivos. Esta

tendencia probablemente esta relacionada con el caracter altamente hidrofilico del almidon.

Para ambas matrices la adicion de tensoactivos tuvo efectos significativos (p < 0,05) sobre la
humedad, de forma que el valor de ésta disminuyd practicamente en todos los casos. Estos se

resultados se muestran en coherencia con los de otros estudios, en los que la incorporacion de
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material lipidico en peliculas a base de AM y NaCas introdujo descensos en su contenido en
humedad (Fabra et al., 2009; Ortega-Toro et al., 2014). Esto podria deberse a que reduccion de
la capacidad de las cadenas de hidrocoloides para unirse a moléculas de agua derivada de la
adiciéon de tensoactivos a la matriz. Al establecerse puentes de hidrdgeno entre los grupos
polares de los tensoactivos y las cadenas de hidrocoloides se reduciria el nUmero de grupos
polares disponibles para interaccionar con el agua (Villalobos et al., 2006). Sin embargo, no se
observa un patron claro del descenso de la humedad de las peliculas en funcién del tipo de
tensoactivo empleado. Asi pues, el AO fue el que dio lugar a un contenido en humedad mas

bajo en las peliculas de AM mientras que en las de NaCas fue el T85.

4.1.2. Espesor

El valor medio de espesor de todas las peliculas caracterizadas oscilé entre 42 y 65 um. En
general, las peliculas de proteina presentaron un espesor superior al de las de AM. Esto parece
estar relacionado con el menor grado de empaguetamiento de las moléculas de proteina en
comparacion con las de AM. Las cadenas de polisacaridos del AM, debido a su estructura,
tienden a empaquetarse y a dar lugar a estructuras mas compactas, lo cual se traduce en menores
espesores. En cuanto a la incorporacion de tensoactivos, se observd de forma general un
aumento del espesor de las peliculas, excepto en el caso del NaCas-AO, que presentd una
disminucién significativa (p < 0,05) respecto al resto de peliculas de NaCas. El incremento del
espesor de las peliculas por la presencia de tensoactivos parece estar relacionado con una

estructura mas heterogénea de las peliculas que los incorporan.

4.1.3. Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La PVA se encuentra estrechamente relacionada con la humedad de las peliculas, asi como con
la microestructura de las mismas. En la tabla 1 pueden observarse los valores de PVA obtenidos
para las diferentes formulaciones, de los cuales se puede deducir la gran influencia que tiene el
tipo de bipolimero empleado sobre esta propiedad. Se obtuvieron, de forma general, peliculas
menos permeables en el caso del AM, probablemente por su estructura mas homogénea, frente a
la estructura mas abierta de la matriz proteica, la cual facilitaria el paso de agua a través de las
peliculas. No obstante, en cualquier caso, al tratarse de matrices predominantemente hidrofilicas
presentan pobres propiedades barrera al vapor de agua en comparacion con otros polimeros
biodegradables (Fabra et al., 2014).

La adicion de tensoactivos a las peliculas tuvo un efecto significativo sobre la PVA, aunque este
efecto fue variable segun la matriz y segun el tensoactivo. En el caso de las peliculas de AM, la
presencia de tensoactivos aument6 en todos los casos la PVA de las peliculas, probablemente
por la introduccion de heterogeneidad en su estructura que podria facilitar el paso de agua. En

cuanto a las peliculas de NaCas, el AO ocasioné un descenso significativo de la PVA ( p < 0,05)
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respecto a la matriz sin tensoactivo, lo cual se puede explicar por el hecho de que este
tensoactivo es de naturaleza altamente hidrofébica, tal y como refleja su bajo BHL. Por su parte,
la incorporacién de S80 y T85 no modifico significativamente la PVA, respecto a las peliculas

sin tensoactivo.

Este diferente efecto de los tensoactivos sobre las matrices puede estar relacionado con las
diferentes interacciones matriz-tensoactivo que introducen diferencias estructurales en las
peliculas obtenidas en cada caso. Asi pues, la diferente naturaleza de la matriz y de los
tensoactivos, conllevaria una diferente interaccion entre las moléculas, provocando diferencias
estructurales entre las peliculas e influyendo directamente sobre las propiedades de las mismas.
De esta forma, el empaquetamiento de las cadenas de hidrocoloide podria verse interrumpido
por la presencia de tensoactivos, dando lugar a peliculas mas heterogéneas, y por tanto con

menores propiedades barrera.

4.1.4. Permeabilidad al oxigeno (PO)

Como ocurrid con el resto de propiedades que se caracterizaron, se observaron también
diferencias significativas (p < 0,05) sobre la PO de las peliculas en funcién del tipo de polimero.
La matriz pura de AM presenta una muy baja PO, probablemente por la homogeneidad y
compacidad de su estructura. Por el contrario, las peliculas de NaCas, presentaron valores
significativamente superiores de PO, probablemente debido de nuevo al menor

empaguetamiento de la estructura proteica.

La adicion de tensoactivos resultd en todos los casos en un aumento significativo (p < 0,05) de
la PO. Esto podria atribuirse a la naturaleza hidrofébica de estas sustancias, que potencian las
interacciones lipido-polimero, introduciendo irregularidades estructurales en el seno de la matriz
gue aumentan el intercambio gaseoso y por tanto, la PO (Zhong et al., 2011; Ortega-Toro et al.,
2014).

4.2.Viabilidad de Candida sake incorporada en las peliculas

4.2.1. Efecto de la etapa de secado de las peliculas
En la figura 1 se muestran los resultados de viabilidad del ABC obtenidos en las formulaciones
con y sin los diferentes tensoactivos tras 48 h de secado de las peliculas, expresada como el

logaritmo de unidades formadoras de colonias por unidad de superficie (log UFC/cm?). La linea

horizontal indica la densidad superficial inicial de ABC inoculada en las peliculas.

14



HAM

B NaCas

log(UFC/cm?)

ST AO S80 ST85

Figura 1. Viabilidad de Candida sake en log (UFC/cm?) tras 48 h de secado de las peliculas. AM:
Almidon de maiz, NaCas: caseinato sddico, ST: sin tensoactivo, AO: &cido oleico, S80: Span 80, T85:
Tween 85. Letras diferentes (a-b y x-y) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las peliculas de
AM y NaCas respectivamente. La linea horizontal indica la densidad superficial inicial de ABC inoculada

en las peliculas.

Tras el periodo de secado de las peliculas (48h) se observaron diferentes comportamientos de la
levadura en funcion del tipo de matriz y tensoactivos, dando lugar a diferencias significativas (p
< 0.05) entre las peliculas. En las peliculas a base de NaCas, la poblacion de ABC tras la etapa
de secado fue superior al de la poblacion inoculada inicialmente. Este incremento fue
significativo para las peliculas sin tensoactivo, NaCas-AO y NaCas-S80, sin diferencias
significativas (p > 0,05) entre ellas. En cambio, para las peliculas a base de AM, este
incremento de la poblacion Unicamente se observo para las peliculas sin tensoactivo. Para las
tres formulaciones de AM con tensoactivos, la poblacion de Candida sake inicialmente
inoculada se vio reducida después de 48 horas de secado.

Asi pues, las peliculas de NaCas constituyeron un medio mas apto para la supervivencia del
antagonista, lo cual coincidiria con estudios previos donde Gialamas et al., (2010) y Sanchez-
Gonzalez et al., (2013; 2014) observaron la mayor aptitud del medios proteicos para la
supervivencia de bacterias lacticas. Estos resultados podrian atribuirse a la hidrélisis que sufre la

proteina durante la etapa de esterilizacion de las dispersiones formadoras de pelicula, que daria
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lugar a la presencia de aminoéacidos libres que podrian suponer un nutriente facilmente

disponible para las levaduras.

Respecto a la presencia de tensoactivos, no se observé un patron claro de su influencia sobre la
viabilidad de las células en ambas matrices. En las peliculas de naturaleza proteica, se observan
valores sin diferencias significativas en las formulaciones sin tensoactivo, con AO y con S80,
mientras que para el T85 se observa un descenso significativo (p < 0.05) de la supervivencia del
antagonista. Por otro lado, en las formulaciones de AM, se produce un descenso de la poblacion
en todos los casos en los que se afiadio tensoactivo, siendo también en este caso el T85 el menos
apto para la supervivencia de Candida sake. Coherentemente con los resultados de
caracterizacién de las peliculas, las interacciones especificas de cada matriz con los tensoactivos
provocarian diferencias en las propiedades de las peliculas influyendo directamente sobre la

supervivencia del antagonista.
4.2.2. Humedad de las peliculas

Con el fin de estudiar la posible influencia de la humedad de las peliculas sobre la viabilidad del
antagonista, se estudié la humedad de equilibrio de las peliculas con antagonista a las dos

condiciones de HR ensayadas, 53 y 68% (tabla 2).

Tabla 2. Humedad de las peliculas (g agua / 100 g pelicula seca) de las peliculas tras el

acondicionamiento en HR de 53 y 63%

Formulacién ~ Humedad (g agua/100g Humedad (g agua/100g

pelicula seca) pelicula seca)
acondicionas a 53%HR acondicionas a
68%HR
ST 12,0 (0,4)™ 17 (3)*
AO 16 (3)™* 15 (3)*
AM  S80 15,3 (1,2)* 14,5 (1,2)*
T85 11,6 (0,7)* 16,0 (1,7)*?
ST 14 (2)abCl 18 (3)abcl
AO 18 (5)* 19,82 (1,09)**
NaCas 580 14,9 (1,4)* 20,4 (1,6)%
T85 14,0 (0,3)** 15,5 (0,9)*

Diferentes superindices indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores (***

para las
formulaciones, % para las condiciones). AM: Almidén de maiz, NaCas: caseinato sédico, ST: sin

tensoactivo, AO: 4cido oleico, S80: Span 80, T85: Tween 85.
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De la comparacion de estos resultados con los presentados en la tabla 1 se deduce el efecto de la
presencia del ABC sobre la humedad de las peliculas. Estos resultados con coherentes con los
presentados por Sanchez-Gonzélez et al., (2013), que también observaron estas diferencias al
incorporar bacterias lacticas en matrices de NaCas, entre otras.

Los resultados de la tabla 2 reflejan una débil influencia de la formulacion (polimero y
tensoactivo) sobre la humedad de las peliculas. Ademés, la humedad relativa de
almacenamiento (53 0 68%) no tuvo un efecto significativo sobre la humedad de equilibrio de

las peliculas (p > 0.05).
4.2.3. Evolucion de la viabilidad durante el almacenamiento

En las figuras 2 y 3 se observa la evolucion de la supervivencia de Candida sake en las matrices
de NaCas y AM, en funcion del tiempo (48 h de secado y 1, 2 y 3 semanas de almacenamiento),

y de las condiciones ambientales de almacenamiento (53 y 68% HR).
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Figura 2. Evolucién de la viabilidad de Candida sake en funcidn del tiempo y las condiciones de
almacenamiento (a) HR 53% y (b) HR 68% en las peliculas de almiddn de maiz. AM: almidén de maiz,
AO: 4cido oleico, S80: Span 80, T85: Tween 85.

Como puede observarse en la figura 2, y para ambas condiciones de HR, la viabilidad del ABC
fue nula desde la primera semana de almacenamiento para todas las formulaciones a base de
almidon de maiz. De acuerdo con la tendencia observada inmediatamente después del secado de
las peliculas (figura 1), el almidén no supuso un medio propicio para favorecer la viabilidad del
ABC, probablemente debido a la baja disponibilidad de agentes nutritivos para la levadura, lo
que afecta negativamente a la supervivencia de la misma, independientemente de la humedad

relativa de almacenamiento.
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Figura 3. Evolucién de la viabilidad de Candida sake en funcidn del tiempo y las condiciones de
almacenamiento (a) HR 53% y (b) HR 68% en las peliculas de caseinato de sodio. NaCas: caseinato de
sodio, AO: &cido oleico, S80: Span 80, T85: Tween 85.

Por otro lado, y como ya se ha comentado en el apartado 4.2.1., las peliculas de NaCas
constituyeron un medio més apto para la supervivencia del antagonista, y coherentemente se
obtuvieron recuentos no nulos tras una semana de almacenamiento (figura 3). La viabilidad de
la levadura se vio favorecida en peliculas almacenadas a 53% HR mientras que a 68% HR
solamente las peliculas de NaCas — S80 dieron recuentos no nulos. Coherentemente con los
resultados de viabilidad tras el secado, los peores resultados de viabilidad durante el
almacenamiento de peliculas de NaCas se obtuvieron al incorporar T85. De nuevo estos

resultados son atribuibles a la presencia de aminodcidos libres debido a la etapa de
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esterilizacion, y a una estructura mas abierta y permeable que proporcionaria las mejores

condiciones para la supervivencia del microorganismo.

Las diferentes condiciones de HR no supusieron diferencias significativas en la humedad de las
peliculas (tabla 2), aunque si en la actividad de agua de las peliculas equilibradas al 53% HR
(a,=0.53) y 68% HR (a,=0.68). Esta propiedad, directamente relacionada con la disponibilidad
del agua en el sistema, es determinante para la supervivencia de los microorganismos. Asi pues,
a la menor actividad de agua estudiada (0,53) los microorganismos parecen encontrarse en un
estado aletargado con una baja disponibilidad de agua, permaneciendo viables, sin luchar por su
supervivencia. Por el contrario, a 0,68, la mayor disponibilidad de agua favorece la actividad del

microorganismo, pero la ausencia de nutrientes reduce su viabilidad en estas condiciones.

4.3. Propiedades estructurales

El andlisis microestructural de las peliculas proporciona informacion relevante acerca de la
disposicién de los componentes (matrices, tensoactivos y otros agentes como ABCs), lo que, a
su vez, permite explicar las diferencias en las propiedades barrera de las peliculas (Ortega et al.,
2014). En la figura 4 se observa la microestructura de las peliculas obtenidas a base de NaCas y
AM sin tensoactivos, donde pueden observarse importantes diferencias en la organizacion de los
polimeros. Por un lado, las peliculas a base de AM presentan un aspecto mas homogéneo, sin
rugosidades, acorde a estudios previos donde se observa una disposicion compacta de las
cadenas de polisacarido (Ortega et al., 2014). Por otra parte, las peliculas de NaCas presentan
una estructura mas irregular y abierta. Estas diferencias estructurales serian coherentes con la

mayor permeabilidad al agua y al oxigeno de las peliculas de NaCas (tabla 1).

Respecto a la presencia y distribucion de la poblacion de Candida sake, en las observaciones
microestructurales parece observarse una distribucion mas homogénea de ésta en las peliculas
de NaCas. La presencia del ABC en estas peliculas se observa con mayor claridad a 63
aumentos debido a las depresiones y rugosidades de estas matrices poliméricas en comparacion
con las de AM. Por el contrario en las matrices de AM, se observan agrupaciones de células a lo

largo de la pelicula.
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(b)

NaCas 20x NaCas 63x

Figura 4. Imégenes del microscopio éptico de peliculas de AM (a) y NaCas (b) con ABC con lentes de

20y 63 aumentos. Las flechas amarillas indican la presencia de Candida sake.

Las figuras 5, 6 y 7 muestran la microestructura de ambas matrices, AM y NaCas con la adicién
tensoactivos. Esta incorporacion hace que las peliculas sean menos homogéneas, en coherencia
con lo descrito por Ortega et al., (2014) para matrices de AM. Esto es debido a que el
empaquetamiento de las cadenas de polisacéaridos se ve interrumpido por la presencia de
tensoactivos en el seno de la matriz, como puede observarse de forma clara en la figura 5 (AM-
AO). En esta figura se puede apreciar la fase lipidica dispersa separada parcialmente de la
matriz continua. Esta diferencia es mas marcada en el caso del AO por tratarse del tensoactivo
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maés hidréfobo utilizado en el estudio (BHL=1). La mayor heterogeneidad microestructural de la
matriz de NaCas integra en mayor extension la presencia de los tensoactivos, por lo que apenas
se aprecian en las observaciones. Las diferencias microestructurales descritas explicarian los
resultados de PVA obtenidos. Asi, a menor integracion estructural entre AO-matriz mayores
valores de PVA (matrices de AM), y viceversa en el caso de matrices de NaCas.

En general para el conjunto de observaciones llevadas a cabo, en relacion con la identificacion
de la presencia de la levadura en el seno de la matriz, solo pudieron observarse con claridad en
dos tipos de matrices a base de almidén de maiz, AM y AM-S80. Se observan las células de
forma agrupada, sin una distribucion homogénea, lo cual podria explicarse también por la
estructura cerrada que presenta el almiddn, que no permitiria la integracion de éstas en la matriz,
mientras que en el NaCas quedarian situadas en las rugosidades y porosidades, por lo que no

pueden observarse, como ya se ha comentado anteriormente.
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NaCas-AO 20x NaCas-AO 63x

Figura 5. Imagenes del microscopio dptico de las peliculas de AM (a) y NaCas (b) con ABC y AO:écido

oleico, con lentes de 20 y 63 aumentos. Las flechas rojas indican la presencia de AO.

23



AM-S80 63x

(b)

Ayt
i

ot

NaCas — S80 20x NaCas — S80 63x

Figura 6. Imagenes del microscopio dptico de las peliculas de AM (a) y NaCas (b) con ABC y S80: Span

80, con lentes de 20 y 63 aumentos. Las flechas amarillas indican la presencia de Candida sake.
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NaCas — T85 20x NaCas — T85 63x

Figura 7. Imagenes del microscopio éptico de las peliculas de AM (a) y NaCas (b) con ABC y T85:
Tween 85, con lentes de 20 y 63 aumentos.

25



5. Conclusiones

Tanto el tipo de biopolimero empleado, como la presencia y tipo de tensoactivos utilizados
tuvieron un efecto significativo sobre las propiedades de las peliculas, lo cual estaria
directamente relacionado con la estructura de las mismas. De esta forma, la estructura mas
homogénea, compacta y cerrada de las cadenas de almidon favorece mejores propiedades

barrera en estas peliculas.

Los tensoactivos determinaron la estructura de la pelicula en funcion de las interacciones
especificas con los polimeros, en base a su balance hidrofilo-lipéfilo. De forma general estos
produjeron una dismuncién en la humedad de las peliculas y un aumento de la PVA'y la PO, sin

observarse un patrén claro en funcion del tipo de tensoactivo utilizado.

La formulacion (tanto el polimero como el tensoactivo), asi como la humedad relativa de
almacenamiento, afectaron a la viabilidad del antagonista Candida sake en las peliculas. NaCas
presentd las mejores propiedades para el crecimiento de la levadura, probablemente por la
presencia de aminoacidos libres resultantes de la etapa de esterilizacion y por la estructura mas
abierta y permeable que proporcionaria las mejores condiciones para la supervivencia del
microorganismo. La presencia de tensoactivo produjo una disminucién en la supervivencia del

ABC, siendo el T85 el que menos favorecio su viabilidad.

Solamente se observé supervivencia del ABC tras una semana de almacenamiento a 53% HR en
la matriz proteica, sin que existieran diferencias significativas entre la humedad de estos films y
los almacenados a 68% HR. La actividad de agua de las peliculas, y no su humedad, determiné

la viabilidad del antagonista.

Las condiciones de HR menor (53%) favorecieron la viabilidad del ABC en comparacién con
68%. Una disponibilidad de agua mas reducida favorecié la induccion de un estado latente en el

microorganismo, en el que permanece aletargado pero viable.

Seria conveniente estudiar la aptitud de otros biopolimeros combinados con diferentes aditivos

que confieran una mayor proteccion del antagonista.
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