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RESUMEN
El cultivo de tubérculos en Puerto Rico no satisface la demanda local y frecuentemente no puede

competir con los productos importados en precio. Una manera de darle valor agregado a los tubérculos es
procesarlos para la produccion de almidon, el cual tiene muchas aplicaciones en la industria alimentaria.
El proposito de esta investigacion es estudiar la produccion de almidon para la elaboracion de laminas
comestibles antimicrobianas. La extraccion de almidon se realizo a partir de fiame, yautia, yuca y batata a
través de molienda humeda aplicando un tratamiento quimico de inactivacion enzimatica. La
caracterizacion se baso en el tamafio y forma del granulo, color, temperatura de gelatinizacion y analisis
proximal. Se utilizaron soluciones de acido citrico y bisulfito de potasio para la inactivacion enzimatica
en las siguientes proporciones (1%:0%, 1%:0.25%, 1%:0.50%, 1%:1%), respectivamente. En las
formulaciones utilizadas para la elaboracion de las laminas comestibles se mantuvo fija la cantidad de
agua y se vario el contenido de almidon y plastificante. Las propiedades mecanicas y de barrera al vapor
de agua de las laminas fueron evaluadas. Se encontrd que la combinacion de 1%:1% de acido citrico y
bisulfito de sodio fue la mas efectiva para inactivar las enzimas en los tubérculos. Los almidones
presentaron formas: esféricas, esférica-truncadas, elipticas y piramidales. El hilio se desarrollé de forma
concéntrica en el almidon de yautia, yuca y batata, y de forma excéntrica en el almidon de fiame. El
tamafio promedio de los granulos se encuentra entre 9um y 24um, presentando el mayor tamafio en el
almidon de fiame. Los estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC) mostraron un pico
endotérmico correspondiente a la gelatinizacion con un rango de T, de 65-80°C. El almidén de yuca
presentd una blancura total mayor con un valor de IB = 96.01 y un valor de 1A = 1.97. En términos de
composicion quimica, el contenido de proteina, cenizas, grasas y fibra fue bajo, indicando un grado de
pureza alto en los almidones obtenidos. El contenido de amilosa fue similar en fiame y yuca, de igual
manera para batata y yautia teniendo estos ultimos los valores mas altos. Se observo que a medida que
aumenta el plastificante disminuye la fuerza tensil y el porcentaje de elongacién aumenta. La permeanza
disminuye cuando aumenta la cantidad de almidon. Después de comparar las laminas obtenidas de las
diferentes formulaciones en termino de las propiedades evaluadas se selecciond la que estaba compuesta

111



por 4g de almidon de yuca y 20% de glicerol (w/w) de materia seca para adicionarles bacteriofagos. Los
bacteriofagos usados en esta investigacion tenian especificidad para la bacteria Staphylococcus aureus
con un ciclo litico de infeccién. Se adicion6 el bacteriofago en las siguientes cantidades; 0, 10° y 10’
UFP/mL. La propiedad antimicrobiana de las laminas fue evaluada por el método de difusion en agar,
encontrandose que hubo un efecto inhibidor con ausencia de la formacion de un halo de inhibicion
alrededor de las ldminas comestibles. Estos resultados sugieren que el fago no tiene movilidad en la

lamina ni en el agar.
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ABSTRACT
Root crops in Puerto Rico do not satisfy the local demand and often cannot compete with

imported product in terms of price. A novel way to add value to these tubers roots is their processing for
starch production, which has many applications in the food industry such as stabilizer, in coating and
edible film. The purpose of this research is to study the production of starch for the elaboration of
antimicrobial edible films. Starch extraction from yams, taro, cassava and sweet potato was achieved
through wet milling using a chemical treatment for the enzyme deactivation in the tubers. Citric acid and
potassium bisulfite solutions were used for enzyme deactivation in the following proportions (1%:0%,
1%:0.25%, 1%:0.50%, 1%:1%), respectively. The starch characterization was based on the color, size and
shape of the granule, gelatinization temperature and proximal analysis. It was observed that the 1%:1%
citric acid and sodium bisulfite combination was most effective to inactivate enzymes in tubers. Cassava
starch presented a higher total whiteness with a value of WI = 96.01 and a value of YI = 1.97. Average
granule size was between 9-24um. Granules showed different shapes; spherical, spherical- truncated,
elliptic and pyramidal depending on their source. Differential scanning calorimetry (DSC) studies showed
an endothermic peak corresponding to gelatinization with a range of T, of 65-80 ° C. In terms of
chemical composition of protein, ash, fat and fiber content were low, indicating high purity of the starch.
Amylose content was similar in yam and cassava, likewise for sweet potato and taro; the latter having the
highest values. It was observed that with increasing concentration of plasticizer tensile strength decrease
and the elongation percentage increases. It was also observed that the permeance decreases when
increasing the amount of starch. After comparing the edible films obtained from the different
formulations in terms of the evaluated properties was selected that was composed of cassava starch 4g
and 20% glycerol (w / w) dry matter to add bacteriophages. Bacteriophages used in this study were
specific for the bacteria S. aureus with lytic cycle of infection. Bacteriophages were added in the
following amounts: 0, 10° and 10’ PFU / mL. The antimicrobial property of the films was evaluated by
the agar diffusion method; it was observed an inhibitory effect without an inhibition zone formation

around the edible films. These results suggest that the phage has no mobility in the film or in the agar.
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I. INTRODUCCION

Practicamente todos los productos alimentarios deben ser encerrados en un empaque que los
proteja del ambiente exterior. El empaque es la entidad fisica definida en un recipiente o envoltura que
contiene productos temporalmente y sirve primordialmente para agrupar unidades de un producto,
pensando en su manipulacion, transporte y almacenaje. Otras funciones del empaque son proteger el
contenido de un entorno hostil en cuanto al vapor de agua, aire, oxigeno, microorganismos, insectos,
suciedad y robo. También, sirve como medio de comunicacidn entre el consumidor y el fabricante; debido
a que informa sobre las condiciones de manejo del alimento, requisitos legales, composicion e
ingredientes, el precio y las instrucciones de uso. Ademds el empaque ayuda a vender el producto,
promocionandolo por medio de grafismos.

A pesar de la importancia y utilidad del empaque, un aspecto del mismo que ain causa estragos,
es la basura que genera. Los empaques duran mas alla del cese de su utilidad afectando el mundo que nos
rodea. Aproximadamente el 60% de los empaques se usan en alimentos y bebidas. Estos pasan a formar
parte de los residuos solidos generados en cualquier pais. A nivel mundial el disponer de la masa
creciente de los residuos que se generan es un problema cada vez mas importante y grave. En Puerto Rico
la situacion del manejo de desperdicios solidos, se ha complicado al nivel de ser el segundo problema
ambiental mas urgente después de la contaminacion de las aguas. El pais genera alrededor de 3.6 millones
de toneladas de residuos solidos anuales 6 9,860 toneladas diarias. La produccion por persona es cerca de
5.18 libras (6 3.91 libras por persona, si se excluyen los materiales de construccion y otros desechos de
gran volumen como la chatarra), una de las cifras mas altas del mundo (Bibiloni-Padin, 2009).

Sepultar los residuos sélidos ha sido, y actualmente es la practica mas utilizada por las sociedades
del mundo para su manejo (Giraldo, 2001). Los vertederos y rellenos sanitarios son cada vez mas escasos
y plantean una serie de desventajas y problemas. También hay que considerar que uno de los materiales
de empaque mas ampliamente utilizado en la industria del embalaje es el plastico (Arvanitoyannis &

Gorris, 1999). Este proviene del petroleo, una fuente no renovable cada vez més escasa y costosa.


http://es.wikipedia.org/wiki/Transporte
http://es.wikipedia.org/wiki/Almacenaje

Por lo anterior, es necesario buscar alternativas para conservar los alimentos con materiales de
empaque que no pierdan sus caracteristicas de funcionalidad pero que sean facilmente degradables. El uso
de biopolimeros provenientes de cultivos agricolas para el desarrollo de ldminas comestibles o
biodegradables puede ser una alternativa; debido a su naturaleza amigable con el ambiente, proceden de
fuentes renovables y se pueden aplicar a la industria alimentaria. Las ldminas comestibles
tradicionalmente se usaban para mejorar la apariencia de los alimentos y su conservacion (Khwaldia et
al., 2004). Los ejemplos mas comunes son los recubrimientos de ceras en la superficie de frutas y
vegetales, fundas de coldgeno en la elaboracion de embutidos y recubrimientos de polisacéaridos en dulces
tales como los chocolates M&M (Druchta & De Mulder, 1997).

Las laminas comestibles tienen el potencial de reducir los desperdicios generados por el empaque
al reducir la fuente de procedencia. En la medida que la 1dmina pueda actuar como barrera eficiente a la
humedad, oxigeno y aromas, la cantidad de empaque puede ser reducido y el reciclaje del empaque puede
ser mejorado (Khawaldia et al, 2004). Los materiales empleados en la elaboracion de ldminas
comestibles pueden ser divididos en 4 categorias: biopolimeros hidrocoloides (polisacaridos y proteinas),
lipidos, resinas y mezclas (Hernandez & Krochta, 2008).

Dentro de los polisacaridos, el almidon es el mas ampliamente usado en la elaboracion de
laminas comestibles por su bajo costo y abundancia en la naturaleza (Tapia et al., 2007). En Puerto Rico
hay actualmente cultivos de alimentos que sirven como fuente de almidon dentro de los cuales se puede
mencionar los cultivos de platano, guineo, flame, yuca, malanga, batata, yautia y apio. La presente
investigacion propone evaluar el uso de fuentes no convencionales de almidon en la formulacion de
laminas comestibles con la subsecuente incorporacion de bacteridfagos como agentes antimicrobianos.
Las investigaciones realizadas en laminas comestibles antimicrobianas con agentes naturales, que
controlen y prevengan el crecimiento microbiano, hasta la fecha, no incluyen trabajos realizados con

bacteriofagos.



El objetivo general de la presente investigacion es formular una lamina comestible antimicrobial
a base de almidon de farinaceos. Los objetivos secundarios incluyen:
1. Caracterizar el almidon en base a su proporcion de amilosa/amilopectina, tamafio y forma de
granulo.
2. Establecer las mejores condiciones de temperatura de procesamiento, fuente de almidon y
agente plastificante en el desarrollo de la ldmina.
3. Evaluar las propiedades de barrera al vapor de agua y mecanicas de la lamina.
4. Determinar la posibilidad de utilizar bacteriéfagos en calidad de biocidas naturales contra S.
aeurus mediante su incorporacion en la matriz de una lamina comestible.
Esta investigacion aporta a la comunidad cientifica las posibilidades de explorar la utilizacién de
bacteridfagos en calidad de biocidas naturales y el empleo de fuentes no convencionales de almidén en el
desarrollo de laminas comestibles. La aplicacion de este concepto representa para Puerto Rico el fomento
de la agricultura del pais, un aprovechamiento en los residuos no mercadeables de farindceos, ademas de
la posibilidad de reducir la generacion de residuos solidos en el sistema de embalaje asi como también la

introducciodn de los cultivos de farinaceos en el mercado del almidon.

I1. REVISION DE LITERATURA
2.1 Laminas comestibles

En los ultimos afios la evaluacion de materias primas obtenidas a partir de recursos naturales y
renovables para ser empleadas en el desarrollo, la caracterizacion y las posibles aplicaciones de una
lamina comestible como material de empaque ha sido y es el objeto de estudio de muchos investigadores
¢ industrias. Segin Krochta y Hernandez (2008), una lamina comestible puede ser definida como una
capa delgada de material comestible, la cual puede ser formada en un alimento como un recubrimiento o
pre-formada como una lamina que puede ser colocada entre los componentes de un alimento, usada como

una envoltura de alimentos o formada en una bolsa para contener un alimento. El objetivo de aplicar una



lamina comestible formada en cualquiera de las opciones antes mencionadas es mejorar la calidad del
alimento, extender su largo de vida util y mejorar la estabilidad durante el almacenamiento, mientras
reduce el desperdicio del empaque. Esto se logra, en la medida que la lamina sea capaz de actuar como
barrera inhibiendo la migracion de sustancias (agua, gases, lipidos y aromas) y pueda transportar
ingredientes (antioxidantes, antimicrobianos y sabores) ademds de proveer proteccidn mecanica
mejorando las caracteristicas de manejo del alimento (Krochta et al., 1997: Khawaldia et al., 2004:
Peressini et al., 2004). Las propiedades funcionales de las laminas comestibles dependen de ciertos
parametros tales como la formulacion, la tecnologia utilizada para formar la lamina, las caracteristicas del
solvente y los aditivos. En el Cuadro 1 se resumen las funciones potenciales para las cuales una ldmina
comestible o recubrimiento pueden emplearse en un alimento. Cabe sefialar que al momento de
seleccionar una ldmina comestible para la aplicacion de mejorar la calidad o resolver un problema
especifico en un alimento, hay que evaluar las propiedades fisicas y funcionales de la lamina, asi como la

composicion del alimento.

Cuadro 1- Funciones potenciales de laminas comestibles y recubrimientos en alimentos. Tomado de
Conca, K.R. (2002). Protein-based film and coating for military packaging application.

Retardar: Migracion de humedad
Transporte de gases (oxigeno y bioxido de carbono)
Transporte de aceites y grasa
Transporte de solutos

Mejorar: Propiedades mecéanicas de manejo en los alimentos

Apariencia (imparten brillo en la superficie del alimento)

Adicionar: Integridad estructural

Retener: Los compuestos de color y sabor volatiles
Incorporar: Aditivos e ingredientes

Formar: Laminas cohesivas y continuas




Los materiales empleados como base en la formulacion de una lamina comestible pueden ser
agrupados en cuatro categorias (Hernandez & Krochta, 2008): biopolimeros hidrocoloides (polisacaridos
y proteinas), lipidos, resinas y mezclas de biopolimeros. Estos componentes principales son reconocidos
como sustancias seguras (GRAS). Las laminas comestibles a base de polisacaridos incluyen celulosa,
almidon y sus derivados (Arvanitoyannis & Gorris, 1999), chitosan (Mayachiew & Devahastin, 2008),
gomas (Aydinly et al., 2004), pectina (Maftoonazad et al., 2007) y agar (Ku et al., 2008). Las ldminas
comestibles elaboradas a partir de proteinas incluyen coldgeno y gluten (Arvanitoyanis & Gorris, 1999),
gelatina (Zhang et al., 2007), soya (Soliman et al., 2007), proteinas de la leche (Pérez & Krochta, 2002;
Khwaldia et al., 2004; Oh et al., 2004) y proteinas de pescado (Iwata et al., 2000; Tanaka et al., 2001).
Dentro de las sustancias hidrofobicas (lipidos y resinas) con potencial uso en la elaboracion de laminas
comestibles se pueden mencionar aceites y grasas de origen vegetal y animal como el aceite de palma y la
manteca de cerdo ademas de la resina natural guarana (Morillon et al., 2002).

Recientemente se ha intentado desarrollar laminas comestibles a partir de mezclas de polimeros
naturales combinando las propiedades de varios biopolimeros, para mejorar la efectividad de las laminas
para una aplicacion en particular. El almidon ha sido mezclado con lipidos y alginato (Wu et al., 2001;
Wu et al., 2003; Garcia et al., 200), chitosan (Xu et al., 2005), celulosa (Kim et al., 2002; Peressini et al.,
2004) y proteinas, para desarrollar laminas comestibles con mejores propiedades de barrera al vapor de
agua. Los purés y concentrados de frutas y vegetales han sido recientemente estudiados como materiales
comestibles formadores de laminas (Azeredo et al., 2009; Mchugh & Senesi, 2000; Du et al., 2008). Tal
aplicacion se debe a la presencia de polisacaridos en su composicion tales como la pectina, almidén y
derivados de celulosa. Los purés entonces pueden combinar las propiedades de barrera y mecanicas de los
componentes formando la lamina, con el color y el sabor provisto por los pigmentos y compuestos
volatiles de la fruta (Azeredo et al., 2009). Mas atn la produccion de laminas es una manera interesante y
prometedora de usar los co-productos del procesamiento de frutas. También el empleo de harinas para la
elaboracion de laminas ha sido estudiado (Tapia et al., 2007), las cuales son una mezcla compleja de

almidon, proteinas y lipidos, que exhiben propiedades mecanicas y de barrera interesantes; debido a las
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interacciones naturales que ocurren entre los componentes de la harina durante el proceso de secado de la

solucion filogenética.

2.2 Descripcion de la molécula de almidén

El desarrollo y produccion de laminas comestibles a partir de biopolimeros, en la industria
alimentaria, en las ultimas décadas ha sido con énfasis en la reduccion del empaque plastico. Dentro de
los biopolimeros empleados en la formulacion de ldminas comestibles antes mencionados, el almidon es
el mas ampliamente usado por su bajo costo, abundancia en la naturaleza y facil manejo. Dentro de los
carbohidratos comestibles el almidon ocupa una posicion unica. Representa cerca del 70-80% de la
ingesta calorica mundial, se utiliza como alimento animal en la fabricacion de piensos y es una importante
materia prima para la industria (Hernandez et al., 2008; Bernal & Martinez, 2006). Alrededor de 60
millones de toneladas son extraidas anualmente en el mundo a partir de cereales, tubérculos y raices, de
las cuales el 60% son destinadas a la industria alimentaria y el 40% es usado para fines farmacéuticos y
productos no comestibles como papel, material de empaque, bioplasticos, textiles y adhesivos (Copeland
et al., 2009). En la Tabla 1 se presenta un resumen de los usos del almidén en la elaboracion de productos
no alimenticios. La importancia del almidon en la industria de alimentos consiste en que constituye una
excelente materia prima para modificar la textura y consistencia de los alimentos. Ademas el almidon en
su forma nativa o modificado, es empleado en la manufactura de recubrimientos y laminas comestibles
(Vicentini et al., 2005). Otras aplicaciones del almidon en los alimentos incluyen su uso como agente
estabilizante, gelificante y espumante asi como para ayudar en la retencion de humedad e impartir brillo

en los alimentos (Fennema, 2008).



Tabla 1- Usos del almidén en la elaboraciéon de productos no alimenticios

Gomas de cola de fusion, estampillas, sobres y etiquetas
Adhesivos para cabeza de los fosforos
Recubrimientos de papel y pafiales desechables

Aglutinante para tabiques de concreto y adhesivo para madera
laminada

Adhesivo de metal poroso y aglutinantes para ntcleos de
fundicion

Maquillajes y cremas faciales

Revestimiento de capsulas y agentes dispersantes

Las plantas sintetizan el almidon como material de reserva de energia, el cual es acumulado en
los 6rganos de almacenamiento dentro de los cuales se pueden mencionar los tubérculos, las raices y los
embriones. La biosintesis del almidon es un proceso complejo. La sacarosa, un derivado del proceso de
fotosintesis, es el punto de partida para la deposicion de alfa-glucanos en la formacion de la estructura del
almidon (Tester et al., 2004). El almidon es depositado en las plantas en forma de granulos que son
relativamente densos, insolubles en agua fria y el tamafio del granulo oscila entre 1 a 100pm dependiendo
de la especie de la planta. La forma puede ser esférica, poligonal o lenticular, y varia grandemente con el
contenido, estructura y organizacion de las moléculas de amilosa y amilopectina (Copeland et al., 2009).
Su estructura granular se debe a que las cadenas de glucosa estdn espesamente empaquetadas,
interaccionando entre si a través de puentes de hidrogenos que le permiten mantener dicha estructura.

Quimicamente el almidon es un carbohidrato polimérico constituido por unidades de amilosa y
amilopectina. Generalmente el almidon contiene 20% de amilosa y 80% de amilopectina. Ambas
fracciones parecen corresponder a dos polisacaridos diferentes, de peso molecular elevado y féormula
molecular (C¢H;¢Os),. La amilosa es un polisacarido lineal constituido por residuos de D-glucopiranosas
unidos a través de enlaces glucosidicos a-D-(1,4), siendo la maltosa la unidad repetitiva de esta estructura

quimica. La amilopectina es también un polisacarido constituido por residuos de D-glucopiranosas, que se



diferencia de la amilosa por la presencia de ramificaciones y la forma molecular similar a un arbol en las
que las ramas estan unidas al tronco central por enlaces a-D- (1,6).

El almidén puede ser clasificado en tres categorias en base a su proporcion de amilosa y
amilopectina, la cual varia dependiendo del origen botdnico del almidon (Tester et al., 2004): 1) almidon
“waxy” contiene menos de 15% de amilosa, 2) almidon normal contiene entre 20 a 35% de amilosa y 3)
almidon de alta amilosa contiene tanto o mas de un 40% de amilosa. Es de conocimiento que los
almidones clasificados bajo la tercera categoria cuando se emplean en la preparacion de laminas

comestibles, resultan en ldminas mas flexibles y fuertes (Liu & Han, 2005).

2.3 Proceso de gelatinizacion del almidon

Un fenémeno importante que presenta el almidon es la gelatinizacion. Al mezclar granos de
almidon con agua, se produce una dispersion ya que no es soluble, aunque los granos son capaces de
absorber agua. Este fendmeno aumenta con la temperatura y es un proceso irreversible. La gelatinizacion
del almidon es considerablemente influenciada por la temperatura y el contenido de agua, pero no son los
unicos parametros que ejercen un efecto sobre ésta. Ademads, la gelatinizacion del almidon puede
realizarse en frio utilizando, por ejemplo, hidréxido de potasio (Abdel et al., 2008).

A una determinada temperatura la gelatinizacién ocurre porque se aplica suficiente energia para
romper los enlaces de hidrogeno intermoleculares que se encuentran en el area cristalina del granulo,
compuesta principalmente por amilopectina. Durante este proceso los granulos de almidon absorben agua,
alcanzado su capacidad maxima de hinchamiento y entonces se rompen perdiendo su integridad e
identidad, exudando su fase de gel (amilosa).

Cada almidon tiene un punto de gelatinizacion diferente el cual se reporta como un intervalo de
temperatura, debido a que no todos los granulos se hinchan y gelatinizan al mismo tiempo y temperatura.
El cambio mas aparente que ocurre durante la gelatinizacion del almidon es el aumento en viscosidad de
las suspensiones de este polimero. EI primer cambio en la viscosidad ocurre cuando los granulos de

almidon se hinchan al absorber una gran cantidad de agua dando lugar a la formacion de una pasta. A
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medida que continta este proceso explicado previamente, el granulo se rompe y aparecen moléculas de
amilosa y amilopectina hidratadas libremente en la suspension ocasionando una reduccion en la
viscosidad de la pasta hasta alcanzar un cierto valor en el que se estabiliza.

El concepto de gelificacion estd estrechamente relacionado con el proceso de gelatinizacion. La
gelificacion es la formacion de un gel y no se produce hasta que se enfria una pasta de almidén. No
obstante el proceso de gelatinizacion debe preceder al de gelificacion. Durante el enfriamiento de una
pasta de almidon se forman enlaces intermoleculares entre las moléculas de amilosa y se forma una red
donde queda el agua atrapada. Los geles formados se hacen progresivamente mas fuertes durante las
primeras horas de preparacion, pero a medida que progresa el tiempo el gel tiende a envejecer debido a la
retrogradacion del almidon, perdiendo su fortaleza y permitiendo la salida de agua del gel (sinéresis).

La retrogradacion puede ser definida como el proceso en el cual los constituyentes principales del
almidon gelatinizado comienzan a asociarse para formar una estructura ordenada (Sandhu & Singh,
2007). Después de la gelatinizacion, durante el secado de las l[dminas, las cadenas de amilosa tienen una
tendencia a orientarse unas con otras de forma paralela y aproximandose lo suficientemente cerca para
permitir enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilos de sus moléculas, para formar una estructura
altamente ordenada (Vicentini et al., 2005). Mientras, la recristalizacion de la amilopectina ocurre por la
re asociacion de sus ramificaciones (Sandhu & Singh, 2007).

El paso principal en la produccion de una lamina comestible a base de almidon, es el tratamiento
térmico de la suspension de almidén. Se han realizado estudios para relacionar las condiciones de
gelatinizacion y las propiedades mecanicas y fisicas de laminas comestibles a base de almidon. En el
2008, Paes y colaboradores estudiaron el efecto de las condiciones de gelatinizacion en la estructura y
propiedades mecanicas de laminas comestibles a base de almidon de yuca. El estudio reflejé que cuando
se realiza el proceso de gelatinizacion a diferentes temperaturas, con baja y alta velocidad de corte, la
estructura de las laminas se afecta significativamente. El empleo de geles preparadas con baja velocidad
de corte y temperatura <100°C, produce laminas con remanentes de granulos de almidén en su estructura

resultando en una distribucion mas homogénea de amilosa-amilopectina y mejores propiedades
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mecanicas. Ademas, se observo que al realizar el proceso de gelatinizacion usando temperaturas altas y
velocidad de corte severa, se produjeron laminas que exhibian separacion de fase en la estructura y pobres
propiedades mecanicas.

Debido al fendmeno de retrogradacion que experimentan los geles de almidén, las ldminas
comestibles a base de este biopolimero son rigidas y presentan pobres propiedades mecanicas,
particularmente pobre elongacién bajo condiciones ambientales y la incorporacion de un agente
plastificante es necesaria para vencer la fragilidad inherente a este material (Mali et al., 2008). Los
plastificantes como glicerol, sorbitol, poli (glicol de etileno), aumentan la flexibilidad de las peliculas
debido a su capacidad para reducir los enlaces de hidrégeno internos entre las cadenas de los polimeros
mientras aumenta el espacio molecular (Zamudio et al., 2007). Los plastificantes mas usados en las
laminas de almidon son el sorbitol y el glicerol. Las peliculas de almidon se usan principalmente para
disminuir el intercambio gaseoso entre el medio ambiente y el alimento, mas que retardar la pérdida de
humedad debido a su baja resistencia a la transmision de vapor de agua. El caracter hidrofilico de los
polisacaridos que constituyen el granulo de almidon en similitud a las proteinas, y la presencia del
glicerol (un plastificante hidrofilico) favorece la absorcién de moléculas de agua (Yoshida et al., 2002).
Aunque el plastificante mejora la flexibilidad de la ldmina, lo cual puede prevenir el quiebre de la misma
durante su preparacién, manejo y almacenamiento, aumenta la permeabilidad al vapor de agua. Es
necesario entonces establecer la cantidad y tipo de plastificante a utilizar en la formulacion de una ldmina
comestible, de manera que se mejore su fortaleza y elongacién sin aumentar significativamente su
permeabilidad al vapor de agua.

Bozdemir y Tutas (2003) estudiaron el efecto de la concentracion y el tipo de plastificante en las
propiedades de vapor de agua de laminas comestibles a base de goma. Los plastificantes utilizados fueron
glicerol, sorbitol, poli (glicol de etileno) y glicol de propileno. Ademas, las laminas fueron modificadas
con la adicion de materiales hidrofobicos (“beewax” y “stearopten). Ellos observaron que para obtener
laminas mas estables y de estructura integra debian utilizar poli (glicol de etileno) en su formulacion y

modificarlas con “beewax” o “stearopten” para reducir los valores de transmision al vapor de agua a
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niveles de otras laminas a base de proteinas y polisacaridos. Sin la modificacion con materiales
hidrofobicos las laminas plastificadas con sorbitol presentaron valores menores de permeabilidad al vapor
de agua en comparacion con aquellas que fueron plastificadas con glicerol, poli (glicol de etileno) o
glicol de propileno.

Zhang y Han (2006) estudiaron la plastificacion en laminas a base de almidon con monosacaridos
(glucosa, fructosa, manosa y galactosa) y polioles (sorbitol, maltitol, glicol de etileno y glicerol). Sus
observaciones y conclusiones fueron basadas en términos del mecanismo de plastificacion. Ellos
observaron de manera general, que las laminas plastificadas con monosacaridos poseen mejores
propiedades de barrera al vapor de agua que aquellas plastificadas con polioles. Ademas, las laminas
plastificadas con monosacaridos presentaron caracteristicas comparables en términos de fuerza ténsil,
modulo eldstico, elongacion y transparencia con las laminas en las que se utilizaron polioles como
plastificantes. A partir de sus observaciones, estos investigadores sugieren lo siguiente en relacion a los
plastificantes en las laminas de almidon:

1. Los plastificantes deben ser distribuidos en la matriz de la lamina de manera uniforme con las
moléculas de almidon et alocarse entre los polimeros de almidon.

2. Para que la distribucion sea uniforme, el plastificante debe presentar cierto grado de interaccion
con los polimeros del almidon para prevenir la separacion de fase y recristalizacion del
plastificante.

3. El plastificante debe ser capaz de crear un nivel de volumen libre entre los polimeros del almidon,
lo cual esta relacionado al tamafio molecular del plastificante.

4. El plastificante debe mantener una cantidad definida de agua, para ayudar a las moléculas de agua
a actuar como plastificante.

2.4 Farinaceos cultivados localmente en Puerto Rico
En la categoria de los farinaceos se pueden agrupar aquellos productos cuya parte comestible

contiene aproximadamente 20% de almidon. En Puerto Rico el sector de farinaceos esta constituido por la
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empresa bananera (platanos y guineos) y la empresa de raices y tubérculos. La empresa de raices y

tubérculos esta constituida a su vez de los siguientes cultivos: fiame, yautia, batata, malanga, apio y yuca.

Empresa bananera

El término banana se utiliza generalmente para referirse a un numero de especies e hibridos del
género Musa dentro de la familia Musaceae (Zang, 2005). Casi todas las cultivares de la fruta comestible
conocidas derivan de dos especies diploides, Musa acuminata y Musa balbisiana (Zang, 2005). Para la
comparacion experimental de laminas comestibles a partir de almidéon de faricenaceos, se utilizara el
almidon de platano. A nivel mundial el cultivo de platano se ubica en el cuarto lugar en la categoria de
productos alimenticios de gran demanda después del arroz, el trigo y la leche (Hoyos et al., 2008). Los
platanos son plantas herbaceas, que constan de un rizoma (tallo subterraneo), del cual brota un pseudo
tallo aéreo, en cuyo interior crece el verdadero tallo. Poseen diferentes usos entre los cuales destacan el
uso medicinal, la produccion de alcohol y como fuente de fibra para elaboracion de hamacas y cuerdas. El
falso tronco sirve de alimento para el ganado y como materia prima en la industria papelera. Las hojas
pueden tener varios usos caseros dentro de los cuales se puede mencionar su uso como envolturas de
pasteles y guanimes aunque se prefiere la hoja de guineo para estos fines por ser mas flexible.

Actualmente la produccion de platanos y guineos, entre las cosechas de Puerto Rico, ocupa uno
de los principales renglones econdomicos de la agricultura puertorriquefia ademas de ser uno de los
cultivos con mayor cuerdaje y de mayor distribucion geografica en la isla (Resolucion del Senado 599,
2009). Estos tienen varias ventajas como cosecha, tanto en los trépicos como en subtrépicos, debido a que
se adaptan a un alto nivel de tecnologia con un minimo de mecanizacion. Como cultivo son atacados por
una variedad de plagas, que de no ser manejadas adecuadamente podrian reducir significativamente su
produccion. Actualmente la sigatoka negra es la enfermedad de mayor impacto econdmico en los cultivos
de banana.

Segun el Censo de Agricultura de 2007, en la isla para el afio 2002 existian unas 6,340 fincas con

unas 26,582 cuerdas en produccion de platanos, obteniéndose una produccion de 391.7 millones de
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platanos anuales. Cinco afios mas tarde, para el 2007 existian en la isla unas 4,569 fincas con unas 18,034
cuerdas en produccion obteniéndose unos 249.9 millones de platanos anuales. Esta produccion de platano
es desarrollada por 2,595 productores de platanos y esta empresa agricola es la principal fuente de ingreso
para 3,500 agricultores ademés de miles de empleados y obreros de campo, cientos de compafiias de
servicios, suministros y mercadeo que apoyan y respaldan a esta industria en la Isla (Resolucion de la
Céamara 2429, 2008). La produccién de platano y guineo estd dispersa por casi todos los municipios de
Puerto Rico desde los llanos costeros hasta la zona montafiosa. Los mayores productores son los
agricultores de Yabucoa, Maunabo, Corozal, San Lorenzo, Salinas, San Sebastian, Las Piedras, Utuado y
Lares.

El platano y el guineo entran en la clasificacion de farinaceos por su alto contenido de almidon y
se catalogan como principales alimentos en la dieta de los puertorriqueiios (Resolucion del Senado 599,
2009). El uso en la elaboracion de diferentes platos le permite a estos alimentos tener una demanda
continua siendo los farindceos de mayor importancia economica en Puerto Rico. Seglin el Departamento
de Agricultura de Puerto Rico, en el afio fiscal 2005-2006 y 2006-2007 no fue necesaria la importacion de

platanos para suplir la demanda local.

Empresa de raices y tubérculos

Estos cultivos se caracterizan por ser voluminosos, perecederos, se propagan vegetativamente y
son hipdgeos. Son esencialmente una fuente de carbohidratos o almidones. En los paises tropicales son
tan importantes como el trigo en los paises templados. Esto implica que facilmente puede sustituir el arroz
o el trigo. Estos productos se consumen en grandes cantidades en los paises tropicales y proveen gran
parte de las calorias en la dieta de sus habitantes. En la piramide alimenticia para Puerto Rico estos
productos aparecen en la parte mas ancha, acompanados de los cereales. Ademas de su aportacion
econdmica, nos permiten tener una dieta mas variada a todos los puertorriquefios. Estos cultivos pueden
ser producidos en todo el pais, sin embargo, la zona central y la zona este se han caracterizado por tener

las mayores aéreas sembradas.
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Segtin el Censo de Agricultura de 2007 en la isla, para el afio 2002 existian unas 703 fincas con
unas 1,040 cuerdas en produccion de malanga, obteniéndose una produccion de 44,808 quintales de
malanga anuales. Cinco afios mas tarde, para el 2007 existian en la isla unas 395 fincas con unas 435
cuerdas en produccion obteniéndose unos 34,837 quintales de malanga anuales. Del material presentado
en la Tabla 2 se puede obtener esta misma informacion para los cultivos de yuca, batata, iame y yautia.
En la Tabla 3, se muestra la produccion obtenida de los cultivos de malanga, fiame, batata, yuca y yautia

para cuatro afios fiscales acompanada del valor de dicha produccion.

Tabla 2- Farinaceos cosechados para la venta en los afios 2007 y 2002

e G L Qs
- 2007 2002 2007 2002 2007 2002
| Malanga | 395 703 435 1040 34, 837 44, 808
. Yuea 243 318 204 258 11, 702 12,011
| Batata | 438 220 299 645 23,274 42,778
- Name @ 985 995 1,283 1,461 70, 191 69, 253
| Yautta | 404 785 463 734 20, 975 21,910

Tabla 3- Informe econémico de la empresa segiin la division de estadisticas del Departamento de

Agricultura.

20032004 20042005 20062007 20072008
- Cantidad Valor Cantidad Valor Cantidad Valor Cantidad Valor
(qq) (millones) (qq) (millones) (qq) (millones) (qq) (millones)

| Batata | 66,751 22 72, 241 25 10,038 034 9,542 043

| Name | 72,175 3.0 55,211 o 33,762 157 36,488 1.8

Malanga | 49,339 175 37,470 1.06 6, 462 0.28 5,924 0.27

| Yautia 49,550 2.3 50, 745 2.65 20,957 099 20,690  1.09

CYuea | 12174 019 10, 056 0.23 9,321 0.27 9,718 0.36

Estos valores representan una disminucion de lo producido hace cinco afios. La disminucion en

la produccion ha sido drastica y para poder suplir la demanda local, ha habido un aumento de las
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importaciones de estos productos. La mayoria de estas importaciones provienen de Costa Rica y
Republica Dominicana en donde el costo de mano de obra es mucho mas barato que en Puerto Rico. A
parte de este factor puede haber muchas otras razones que hayan ocasionado la reduccion sustancial en la
produccion de estos cultivos.

Teniendo claro que estos cultivos pueden producirse localmente y que pueden impactar los
habitos alimentarios y la economia de Puerto Rico, es necesario tomar las medidas requeridas para
fortalecer este sector de nuestra agricultura. Para que el sector de farinaceos pueda crecer y expandirse
debe dirigirse hacia la elaboracion con el fin de afiadirle més valor a la produccion. El sector posee la
fortaleza de contar con muy buena tecnologia de produccion desarrollada por la Estacion Experimental

Agricola de la Universidad de Puerto Rico.

2.5 Agentes antimicrobianos naturales

Las frutas, los vegetales y, generalmente todos los alimentos son perecederos. Su descomposicion
es el resultado del ataque de microorganismos. Los procesos que toman lugar durante el deterioro de un
producto alimenticio, resultando en la disminucion de su calidad incluyen la pérdida de color, sabor o
textura y la generacion de sabores y olores desagradables (Arvanitoyannis & Gorris, 1999). Los alimentos
presentan microorganismos en su superficie o en su interior. Estos microorganismos en base a su origen,
pueden ser enddgenos o exogenos; y en base a su relacion con el consumidor, pueden ser agentes
patogenos o alterantes (causan deterioro). En la mayoria, pero no en todos los alimentos sélidos y
semisolidos, el crecimiento de microorganismos ocurre primeramente en la superficie. El crecimiento
microbiano en los alimentos preparados o mixtos, puede ocurrir en cualquier parte de la masa. Los
microorganismos causantes de deterioro pueden ser bacterias, hongos y levaduras; siendo los mas
importantes el grupo de las bacterias y los hongos. De todos los microorganismos presentes en un
alimento so6lo algunos son capaces de multiplicarse activamente sobre el alimento resultando

seleccionados con el tiempo. Por consiguiente, la poblacion heterogénea inicial presente en el alimento va
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quedando reducida a poblaciones mas homogéneas y, finalmente, a un solo tipo de microorganismo que
logra colonizar todo el alimento desplazando a los demas.

Muchos de los sistemas de preservacion, tales como tratamientos de calor y adicion de
preservativos quimicos, entre otros, son usados para reducir el riesgo de brotes producidos a causa de
enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) asi como reducir el deterioro de los alimentos por parte de
los microorganismos (Olasupo et al., 2003). Sin embargo algunos de estos sistemas pueden tener efectos
no deseados que estan en contra de las demandas de la industria y del consumidor, quienes desean
alimentos que mantengan su apariencia fresca y natural por mds tiempo, libre de aditivos y con un sabor
natural, mientras la seguridad microbiologica y la estabilidad en el producto son conservadas (Min & Oh,
2009; Olasupo et al., 2003).

La incorporacion de un agente antimicrobial en la matriz de una ldmina comestible tiene el
potencial de retardar la degradacion microbiana de los alimentos y reducir el riesgo de contaminacion en
la superficie del alimento con microorganismos patogenos (Yener et al., 2009). Recientemente,
compuestos naturales tales como acidos organicos, enzimas antimicrobianas, bacteriocinas, triclosan,
extracto de semillas de uvas, extracto de té verde, EDTA, aceites esenciales, fungicidas, tocoferol y
chitosan entre otros, con actividad antimicrobial, han sido aplicados a sistemas de empaques bio-activos
como una alternativa a los agentes antimicrobianos sintéticos (Min & Oh, 2009; Hong et al., 2009; Du et
al., 2008; Ku et al., 2008; Datta et al., 2008; Gadang et al., 2008; Theron & Lues, 2007; Maizura et al.,
2007). Es evidente que existe una variedad de agentes antimicrobianos naturales y que su actividad y
efectividad bactericida, bacteriostatica y fungicida en la prevencion del deterioro de los alimentos ha sido
investigada. Tales compuestos pueden ser derivados de sistemas animales (lizosimas y lactoferina),
productos derivados de plantas (fitoaloexinas, hierbas y especias) y metabolitos microbianos (acidos
organicos, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas) (Acero, 2006). En la Tabla 4 se agrupan algunos
compuestos naturales con capacidad antimicrobiana en base a su origen de procedencia. Como se
mencion® anteriormente, los preservativos (compuestos antimicrobianos) en alimentos se usan para

controlar el crecimiento microbiano; algunos tienen un alto grado de especificidad contra cierto tipo de
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microorganismo, mientras que otros presentan un espectro de accion muy amplio y pueden inhibir una
gran variedad de ellos. Los antioxidantes son preservativos que ademas previenen que los aceites y grasas
se oxiden, perdiendo su sabor.

En la Tabla 4 se puede observar que uno de los agentes relacionados a los microorganismos con
potencial antimicrobiano son los bacteriofagos. En la literatura no es de conocimiento que tal agente se
haya incorporado en la matriz de una lamina comestible con el proposito de evaluar su calidad como
biocida natural. Los bacteridfagos presentan un espectro de accion reducido, pero en combinacion con
otros bio-preservativos y/o sistemas de preservacion convencionales, pueden resultar en un mayor efecto

de la tecnologia de barrera aplicada a los alimentos para su conservacion.

Tabla 4-Agrupacion de compuestos antimicrobianos naturales en base a su origen de procedencia.

Leche Lactoperoxidasa, lactoferina
Huevos Lisozima, ovotransferina, avidina
Sistema inmune Anticuerpos
Insectos Antacina, cecropina

Acidos organicos (succinico, tartarico,
malico, benzoico)
Compuestos fenolicos (catecol, timol,

DOPA,
Hierbas, especies y otras carvacrol)
plantas Flavonas metiladas (tengeretina)

Flavonoles (morina, esperitina)
Alcaloides (a-tomatina)
Lactonas (borbonol)
Compuestos similares a proteinas
Compuestos fenolicos (taninos hidrolizables)

Plantas infectadas o lastimadas Isotiacianatos
Fitoalexinas
Bacterias acido lacticas Nisina, pediocina y otras bacteriocinas

Primaricina, subtilina, natamicina
i . Bacteriofagos
Otros microorganismos i k
Otros metabolitos de bajo peso molecular

(etanol, peroxido de hidrogeno)

Adaptado de Acero-Ortega, 2006
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2.6 Bacteriofagos

Los bacteridéfagos o fagos, son virus que infectan y matan especificamente bacterias. Estos son
particulas propagadas en el medio ambiente, lo que permite que se encuentren en cuerpos de agua dulce,
océanos y suelos o en el medio en el cual se encuentre su célula huésped; convirtiéndose entonces en una
de las entidades mas distribuidas y de mayor ntimero en la biosfera (Rojas, 2005). Se ha estimado que
existen 10'° fagos por cada litro de agua, lo cual representa un excelente mecanismo para el control de las
bacterias marinas, ya que se produce un equilibrio entre las bacterias que se multiplican y los fagos que
destruyen una parte de esa poblacion bacteriana (Ronda et al., 2003). En el suelo se han encontrado
aproximadamente 10°' fagos y alrededor de 5,100 han sido identificados (Dorval et al., 2009). El
organismo humano esta acostumbrado al contacto con los fagos ya que son consumidos regularmente en
los alimentos, son colonizadores habituales del intestino del ser humano y son muy abundantes en el
medio ambiente (Ronda et al., 2003).

Se han descrito 12 familias de bacteriofagos con diferentes caracteristicas estructurales y
genéticas (Vispo & Puchades, 2001). Las propiedades morfologicas y del acido nucleico han sido las
bases para la descripcion y clasificacion de esas familias. En términos de la morfologia se han observado
formas: poliédrica, filamentosa, pleomoérfica y con cola (Ackermann, 2007). En la Figura 1, se pueden
observar algunas formas que presentan los fagos. Los fagos se encuentran entre los virus mas complejos.
Su estructura mas comun consiste en un acido nucleico central (DNA o RNA) envuelto por una cubierta
proteica llamada cépsido. Algunos virus estan rodeados por una envoltura membranosa externa que
contiene proteinas, lipidos, carbohidratos y vestigios de metales. Muchos fagos tienen una cola unida a la
cabeza. El fago suele usar fibras que se extienden desde la cola para adherirse a la bacteria. Los
bacteriéfagos no son celulares y se les consideran parasitos intracelulares obligados que se multiplican en

el interior de las bacterias. haciendo uso de algunas o todas sus maquinarias biosintéticas.
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Viral morphology in a saline wetland

Figura 1- Diferentes morfologias de bacteriofagos. Tomado de Bird, D. (2012, octubre12).

En base al ciclo de vida que presente un bacteriofago puede clasificarse en lisogénico o litico.
Los fagos liticos o virulentos, en su ciclo de vida, presentan la siguiente secuencia de ataque:

1. El fago se ancla a la pared celular de la bacteria usando las fibras de la cola e inyecta a
ella su material genético, el cual efectivamente toma control de la célula destruyendo la
capacidad de la misma para funcionar o replicarse. En la Figura 2 se puede observar la
apariencia de un fago antes y después de la inyeccion de su material genético.

2. Entonces comienza la replicacion del material genético viral sincronicamente con la
sintesis de envolturas proteicas y el ensamblaje de proteinas para formar una particula

viral completa.
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3. Cuando la replicacion del bacteridfago debilita la pared celular y excede el espacio
disponible dentro de la bacteria, culmina su ciclo de vida liberando las enzimas que lisan

la pared celular bacteriana para liberar la progenie.

FAR .
f 2N
Figura 2- Bacteriofago K estafilococal; a) antes de inyectar el material genético (capsido isométrico

y cola contractil) y b) después de inyectar el material genético (capsido vacio y cola contraida).

Adaptado de O’Flaherty S et al. (2005)

Los fagos lisogénicos o temperados son aquellos que pueden multiplicarse via el ciclo litico o
entran en un estado quiescente en la célula. Una vez producida la adsorcion e inyeccion del genoma viral
a la bacteria, el DNA viral se incorpora al cromosoma bacteriano, reprimiéndose la sintesis de nuevas
particulas virales (estado quiescente). El término profago es utilizado para referirse al DNA del fago en
estado reprimido porque no es un fago pero posee el potencial para producir fagos. En este estado no
ocurre lisis celular y el DNA viral (profago) se va replicando junto al cromosoma bacteriano, dando lugar
a una generacion de células hijas lisogénicas que pueden crecer y dividirse sin liberar fagos al medio

(Castelli, 2006). La célula que aloja un profago no se ve negativamente afectada por la presencia del
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mismo y el estado lisogénico puede persistir indefinidamente. Debido a una induccion, ya sea fisica o
quimica, se puede producir la liberacion del profago del cromosoma bacteriano y generarse particulas
virulentas que seran capaces de producir ciclos liticos (Castelli, 2006). Esta clase de fagos debe ser
descartada en el uso como agentes antimicrobianos porque no pueden producir una lisis rapida ni un
crecimiento exponencial en cantidades necesarias para conseguir una eficacia total, y, con frecuencia, son
fagos que cargan genes que contribuyen a la patogenicidad o virulencia de la bacteria lisogénica a la que
se incorpora el fago en cuestion (Ronda et al., 2003; Hagens & Loessner, 2007).

En la industria de alimentos los bacteriéfagos tradicionalmente han presentado un impacto
negativo. A modo de ejemplo se puede hacer alusion a los fagos que infectan los cultivos iniciadores en
los procesos de fermentacion de productos lacteos, perturbando el ciclo de fermentacion. Particularmente
en la produccion de queso, una de las causas mas relevantes relacionadas a la disminucion de la actividad
en los procesos de fermentacion, es precisamente el ataque bacterofagico en las tinas de elaboracion; acto
que provoca una disminucion pobre en el pH de la leche reflejandose en productos de mala calidad o
incluso pérdidas de elaboracion (Castelli, 2006). Sin embargo, debido a la demanda de parte del
consumidor por alimentos mas frescos y sin preservativos quimicos, se ha hecho necesario buscar nuevas
estrategias de preservacion. Dentro de las estrategias noveles de preservacion los bacteriofagos muestran
un potencial invaluable en el biocontrol de microorganismos causantes de deterioro y patogenos del ser
humano presentes en alimentos, ademds de ser una herramienta efectiva y rapida aplicable para la
deteccion rutinaria de patdgenos en un rango amplio de alimentos.

Experimentalmente, los bacteriofagos liticos han sido evaluados en el control bioldgico de
microorganismos en las facilidades destinadas a la elaboracion de alimentos y en los mismos alimentos.
Muchos de los estudios relacionados a carne y productos carnicos se han centrado en carne de ave. Los
resultados muestran reducciones significativas en el nimero de células recuperables de Campylobacter
jejuni 'y de Salmonella enteritidis en la piel de pollo (Atterbury et al., 2003; Goode et al., 2003; Bielke et
al., 2007). En estos estudios el enfoque de la terapia fagica se realizd antes de la matanza del animal,

debido a que este tipo de patdogeno usualmente coloniza el animal durante su desarrollo. Por otra parte la
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contaminacion de alimentos por Listeria monocitogenes ocurre comunmente durante su periodo de
procesamiento, convirtiendo ese tiempo en el punto mas razonable para el control del patogeno (Hagens
& Loessner, 2007). En este contexto la FDA ha aprobado un aditivo de alimentos a base de fagos contra
listeria y ha reconocido su estatus como GRAS. En el 2007, Hong y Conway aplicaron en combinacion
un bacteriofago y la bacteria G. asaii para reducir la contaminacién de Listeria monocitogenes en pedazos
de melon. En sistemas hidropdnicos se han utilizado para reducir el nimero de células de Salmonella sp
en germinados de semillas (Pao et al., 2004).

El concepto de emplear bacteriofagos para combatir patdogenos es evidente, pero el éxito de la
terapia fagica es una funcion de los principios basicos existentes en la relacion entre la bacteria hospedera
y el fago. Por lo tanto, se debe, como paso inicial, identificar un fago que pueda infectar una bacteria en
particular y que de manera efectiva pueda adherirse a la misma, matarla y subsecuentemente amplificarse.
En segundo lugar, si el alimento va a ser tratado durante la fase de iniciacion de la infeccion debe haber
una compensacion empleando una dosis mayor de bacteri6fagos. Por tltimo, es necesario elegir el sistema

de reparto mas adecuado para introducir el bacteriofago en el alimento.

III. MATERIALES Y METODO
3.1 Diseiio experimental

En la Figura 3 se resumen en tres etapas la secuencia de pasos a seguir del disefio experimental.
En la primera etapa de investigacion se realizd un experimento para seleccionar la combinacion de
agentes antipardeamiento que permitiera inactivar las enzimas polifenol oxidasas en las pulpas de la
materia prima rapidamente y con una dosis minima de agente. En una serie de experimentos preliminares
por separado se descarto la posibilidad de usar de manera individual acido citrico o bisulfito de sodio para
desactivar las enzimas porque la concentracion de estos agentes por encima de 1% no inactivo las

enzimas atin después de 25 minutos de exposicion.
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Caracterizacion del almidén

N Color, tamafio, forma
vT;
Composicién
—> by
quimica
N Proporcién de
amilosa/amilopectina

Figura 3- Flujograma de proceso

Con base en estos resultados se decidio aplicar en combinacion los agentes antipardeamiento. La
concentracion de acido citrico se mantuvo constante a 1%, se incluyd un grupo control positivo y otro

negativo. Para el andlisis del experimento se planteo la siguiente notacion:

Factor cualitativo: Tipo de tubérculo (T): cuatro niveles

T,= yuca, T,= yautia, T;= batata y T,= flame

Factor cuantitativo: Concentracion de bisulfito de sodio (BS): cuatro niveles
(BS);= 0%, (BS),= 0.25%, (BS);=0.50% y (BS),= 1.0%

Respuesta: Presencia de la actividad de la enzima polifenol oxidasa
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Se realizd6 una réplica con una observacion en cada punto de muestreo (ver seccion 4.2). La
caracterizacion parcial del almidén fue en base a sus propiedades fisicas (color, forma, tamafio y Tg) y su
composicion quimica (andlisis proximal y razén amilosa/amilopectina). Para las determinaciones de la
composicion quimica y color se realizé una réplica con tres repeticiones. La temperatura de gelatinizacion
(Tg) se calculd mediante los datos de dos observaciones de una réplica. En la seccion 4.3 se explica en
detalle como se determiné la forma y tamafio del almidon.

En la segunda parte experimental se trabajéo con la formulacion para elaborar las ldminas
comestibles. El disefio experimental fue uno factorial 4x4x3 con un total de 48 posibles tratamientos o
formulaciones resultantes de la combinacion de los diferentes niveles de los factores (Cuadro 2). Las
variables de respuesta que se midieron fueron la permeanza al vapor de agua, la fuerza tensil y el
porcentaje de elongacion. El grupo control estaba compuesto por aquellas ldminas cuya concentracion de
glicerol fue 0%. Se realizaron dos réplicas con tres observaciones para medir la permeanza al vapor de
agua y dos réplicas con cinco observaciones para medir las otras dos variables de respuesta. A

continuacion se presentan los factores envueltos en el experimento y sus niveles.

Factor cualitativo: Fuente de almidon (FA): cuatro niveles
FA;=yuca, FA,= yautia, FA;= batata y FA,= fiame

Factor cuantitativo: Concentracion de glicerol (CG): cuatro niveles
CG= 0%, CG,=10%, CG3=20% y CG4= 30%

Factor cuantitativo: Cantidad de almidon (CA): tres niveles

CA,=1.0g, CA,=2.5g y CAs=4.0g

En la tercera parte se evallio la posibilidad de utilizar bacteriofagos en calidad de biocidas
naturales contra S. aeurus mediante su incorporacion en la matriz de una lamina comestible. Para esto se
selecciono aquella formulacion que presentd mejor armonia entre las propiedades de barrera al vapor de

agua (permeanza) y mecanicas (fuerza tensil y % elongacion). La formulacion se mantuvo constante y se
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Cuadro 2- Tratamientos posibles de la vari6 la concentracion de bacteriofago adicionada a la

combinacién de los diferentes factores. formulacion. Se utilizaron dos niveles de concentracion
Tratamiento FA CG CA (baja y alta). La variable respuesta medida fue la propiedad
1 Yuca 0 1.0
2 Yuca 0 2.5 antimicrobial de las laminas por el método de Kirby
3 Yuca 0 4.0
4 Yuca 10 1.0 Bauer. El tamafio del halo de inhibicién expresado en mm
5 Yuca 10 2.5
6 Yuca 10 4.0 . . . .
Z Yuca 20 10 después de realizar la prueba de Kirby Bauer fue la medida
g ¥3§2 38 4213 de la propiedad antimicrobial.
10 Yuca 30 1.0
11 Yuca 30 25 El grupo control estuvo compuesto por aquellas
12 Yuca 30 4.0
13 Yautia 0 1.0 laminas sin incorporacion de bacteridfagos en su matriz.
14 Yautia 0 2.5
15 Yautia 0 4.0 Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado donde los
16 Yautia 10 1.0
17 Yautia 10 2.5 . . .
18 Yautia 10 40 tres tratamientos se aplicaron al azar. Se consideraron 9
19 Yautia 20 1.0 .. .
20 Yautia 20 25 repeticiones para cada tratamiento.
21 Yautia 20 4.0
22 Yautia 30 1.0
23 Yautia 30 2.5
24 Yautia 30 4.0 Analisis estadistico
25 Batata 0 1.0
26 Batata 0 2.5 . -1: .
57 Batata 0 40 Los datos obtenidos se utilizaron para medir el
;g Ezzz }8 ;2 efecto de los factores en las variables de respuesta a través
30 Batata 10 4.0
31 Batata 20 1.0 de un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
32 Batata 20 2.5
33 Batata 20 4.0 significancia de 95%. El andlisis se realizd con el software
34 Batata 30 1.0
35 Batata 30 2.5 estadistico InfoStat version estudiante utilizando la prueba
36 E:atata 30 4.0
37 Name 0 1.0 de Tukey para la comparacion de medias. Los resultados
38 I:Iame 0 2.5
2(9) EZﬁZ 100 ‘1‘8 de los analisis se resumen en el Apéndice.
41 Name 10 2.5
42 Name 10 4.0
43 Name 20 1.0
44 Name 20 2.5
45 Name 20 4.0
46 Name 30 1.0
47 Name 30 2.5
48 Name 30 4.0

FA= fuente de almidon; CG= (glycerol); CA=
cantidad de almidon.
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3.2 Materia prima
Los farinaceos fueron suministrados por la Estacion Experimental Agricola de Corozal de la
Universidad de Puerto Rico-Recinto de Mayagiiez. Las variedades que se utilizaron como fuente de

almidon fueron las siguientes:

1. Name (Dioscorea rodundata): variedad guinea blanco
2. Yautia (Xanthosomas saggittifolium): variedad estela
3. Yuca (Manihot esculenta): variedad serrallés

4. Batata (Ipomoea batatas): variedad seleccion 98-040

A continuacioén se presentan unas Figuras (4, 5, 6 y 7) con los tubérculos que se utilizaron en la

investigacion, cortesia del Agronomo Manuel Diaz.

Figura 4- Name variedad guinea blanco
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Figura 5- Yautia variedad estela

Serralles

Figura 6- Yuca variedad serrallés
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Figura 7- Batata seleccion 98-040

Los farinaceos fueron recolectados, colocados en cajas de carton que permitian la libre
circulacion del aire y transportados hasta la planta piloto del edificio Alfredo Ramirez de Arellano y
Rosell, en el Recinto de Mayagiiez. En el manejo pos-cosecha de este tipo de producto lo ideal es
procesar los alimentos la mas pronto posible para evitar pérdidas. Los farinaceos proveedores de almidon
no se procesaron el mismo dia de su recoleccion. Para evitar perdidas se almacenaron siguiendo las
recomendaciones establecidas en el Conjunto Tecnologico de Raices y Tubérculos. En resumen, las
condiciones de almacenamiento fueron a temperatura ambiente, en un lugar bajo techo y con buena
ventilacion; asegurando una circulacion adecuada del aire entre las cajas de cartén y que la humedad
relativa oscile entre 70-80%. Bajo estas condiciones de almacenamiento los tubérculos se conservan con
buenas propiedades culinarias y sin brotes de 2 a 3 semanas. Para este trabajo de tesis los tubérculos se

procesaron entre el segundo y tercer dia después de su recoleccion.
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3.3 Extraccion del almidon

El almidén extraido de los tubérculos empleados como materia prima en esta investigacion se
obtuvo siguiendo el procedimiento establecido por Alarcon & Dufour (1998). Los procesos principales
involucrados en la extraccion de almidones a partir de tubérculos incluyen molienda, tamizado,
separacion con agua, sedimentacion y secado.

Antes de proceder con la extraccion del almidon se realizé una operacion de lavado utilizando
agua y jabon, para remover el sucio y reducir la carga microbiana en la superficie de los fariniceos. Esta
operacion es importante porque ademas ayuda a disminuir la dosis de desinfectante requerida en el
proceso de desinfeccion. El proceso de desinfeccion se realizé por inmersion de los farinaceos en agua
clorinada a una concentracion de 200 ppm de cloro con hipoclorito de sodio (XY-12®, Ecolab, Unc. 8.4%
w/w de hipoclorito de sodio) a temperatura ambiente por un periodo de 10 minutos. Las operaciones de
pelado y trozado se realizaron de manera manual empleando cuchillos de acero inoxidable. La pulpa
obtenida a partir de los tubérculos presentd pardeamiento enzimatico. Esto era de esperarse debido a la
actividad de enzimas polifenol oxidasas, las cuales producen compuestos de color oscuro que pueden
provocar problemas en la calidad final del almidon en términos de la apariencia, especificamente, el color.

Para evitar la generacion de tales compuestos en las pulpas provenientes de los diferentes
tubérculos se realizé la operacion de molienda utilizando soluciones con agentes antipardeamiento de
calidad alimentaria en una licuadora comercial. Para determinar el tratamiento mas efectivo se emplearon
soluciones de &cido citrico y bisulfito de sodio en las siguientes proporciones (1%:0%, 1%:0.25%,
1%:0.50%, 1%:1%). La razon de pulpa y solucion empleada en la molienda fue de 1:1(w/w). El tiempo
de exposicion fue de 16 minutos y el intervalo de muestreo 2 minutos. La operacion de molienda se aplico
junto con el tratamiento mas efectivo por espacio de tres minutos, con el objetivo de romper la pared
celular y de esta manera liberar los granulos de almidon contenidos en las células de los tejidos de las
raices. La pulpa molida permanecio en reposo hasta que las enzimas fueran desactivadas. Se utilizo la

prueba cualitativa de peroxidasa para verificar la desactivacion de las enzimas. Los reactivos usados
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fueron; solucion de guayacol al 1% en etanol 95%, peroxido de hidrogeno 1% y agua destilada. Para
realizar la prueba se pes6 una muestra de 5g de la pulpa molida en un plato de pesada desechable y se
mezcld con 5ml de agua destilada. Luego la muestra se transfirio a un tubo de ensayo de 10ml y se afiadid
un Iml de solucion de guayacol seguido de 1ml de perdxido de hidrégeno. El tubo se tapd y agitd
ligeramente. Se observo para detectar la presencia o ausencia de actividad de la enzima polifenol oxidasa,
evidente por la formacién de un compuesto color rojizo. Si no ocurre la formaciéon de un compuesto color
rojizo entre un lapso de tiempo de 3 a 5 minutos la prueba es considerada negativa.

La pulpa molida fue filtrada con ayuda de un “cheese cloth” doble. La lechada se colect6 en un
recipiente plastico con capacidad de 3 cuartillos. Las pulpas fueron lavadas con agua del grifo hasta que
no quedara residuo aparente de almidon en la lechada filtrada. Se dispuso del gabazo resultante en bolsas
plasticas que posteriormente se depositaron en el zafacon. Los recipientes plasticos se cubrieron con
redecillas para evitar la entrada de insectos y la generacion de un ambiente anaerdbico en los mismos. La
lechada resultante consiste de almidon, fibra fina y material proteico en suspension. Para minimizar los
componentes de la lechada que no son almidon, se realizo, por duplicado un proceso de sedimentacion. El
mismo consistio en dejar reposar la lechada a temperatura ambiente en los recipientes por 24 horas para
permitir la deposicion de los granulos de almidoén en el fondo de los recipientes por accion de la gravedad.
Al cabo de las 24 horas, el sobrenadante fue descartado, la pasta resultante (almidon himedo) se lavo y
recibid un segundo paso de sedimentacion.

Una vez terminado el proceso de sedimentacion el almidon hiimedo se transfirio a bandejas de
aluminio y se colocaron en un horno convencional a 40°C para secar el almidon hasta alcanzar un
porcentaje de humedad entre 12-14%. El tiempo de secado vari6 entre 18 a 24 horas dependiendo de la
cantidad de almidon colocada. Los terrones duros resultantes se pasaron por un molino y luego se cernid
sucesivamente utilizando tamices de mallas 20, 40, 80 y 100 U.S. Este proceso se repitio hasta conseguir
que la mayoria del almidon pasara por la malla de 100 U.S y fue la fraccion que se utilizé en los
experimentos siguientes. El almidon en polvo obtenido se almacend a 20°C luego de ser empacado en

botellas de cristal ambar rotuladas con el tipo de almidon y la fecha de extraccion.
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3.4 Caracterizacion del almidon

Para determinar el tamafio y forma del granulo se prepararon laminillas con una gota de solucion
de almidon de cada tipo al 1% (w/v). Las laminillas se cubrieron con un cubre objeto y se observaron bajo
un microscopio de Normasky (Olympus BH2) para determinar la forma. Luego se tomaron micrografias
que se emplearon para determinar el tamafio promedio de cada tipo de almidon con ayuda del software
“Spot Advance”. El tamafio de los diferentes almidones se reporté como el promedio de las medidas de
aquellos granulos que ocupaban el espacio de la laminilla al colocar un cubre objeto. Usando las mismas
soluciones se montaron laminillas y se observaron bajo un microscopio de luz polarizada para evaluar la
integridad de la estructura de los granulos de almidon basandose en la propiedad de birrefringencia.

El color de los cuatro tipos de almidones se determindé usando un colorimetro (HunterLab —
Miniscan XE) con un iluminante D65 y un angulo de observacion de 10°. El equipo fue calibrado con un
estandar de color blanco y un estindar de color negro antes de la toma de lecturas. Las muestras de
almidon fueron colocadas en las unidades de prueba en cantidad suficiente para llenar las mismas. Se
prepararon tres unidades de prueba para cada tipo de almidén y las lecturas se reportaron en el sistema
L*, a* y b* como el promedio de las lecturas.

La composicion proximal del almidon se determind en base al contenido de humedad, grasa,
proteina, ceniza y fibra siguiendo los métodos correspondientes propuestos por la AOAC (1990). La
humedad se determin6 utilizando el método por desecacion en estufa Nro. 925.10. La grasa por
extraccion utilizando como solvente éter de petroleo de grado analitico, método Nro. 920.39. La Proteina
(N X 6.25) por el método 960.52. La ceniza por el método Nro. 923.03. Para la fibra cruda se utilizo el
método 962.09. Los carbohidratos totales se calcularon restando a 100 la suma de los porcentajes
obtenidos de las determinaciones de los componentes antes mencionados. El método colorimétrico

descrito por Hoover y Ratnayake (2005) fue utilizado para determinar el contenido de amilosa total.
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Este protocolo se basa en la afinidad del yodo con la amilosa para producir un color azul y involucra los

siguientes pasos;

1. Remocion de los lipidos presentes en las muestras de almidon utilizando n-propanol al 75%
por 7 horas.

2. Dispersion del almidon en sulfoxido de dimetilo (DMSO) al 90%.

3. Determinacion de la absorbancia a 600nm del almidén dispersado.

4. Preparacion de una curva estandar sobre un rango de 0-100% de amilosa, a partir de mezclas
de amilosa y amilopectina pura. Se utilizaron amilosa y amilopectina estindar de papa
(Sigma Aldrich) para preparar la curva estandar.

5. Calcular el contenido total de amilosa a partir de la curva estandar usando la formula que se
muestra a continuacioén, donde m es la pendiente de la ecuacion de la linea recta después de

haber aplicado una regresion lineal y b es el intercepto en y.

% amilosa = (absorbancia-b)/m Ecuacion (1)

La temperatura de gelatinizacion se determino por medio de calorimetria diferencial de barrido
(CDB). Para esto se prepararon celdas de aluminio con 12 mg de almidén en 48ul de agua destilada, por
duplicado. Se sellaron herméticamente y se dejaron en reposo toda la noche. Después de este tiempo, las
celdas conteniendo almidon fueron escaneadas contra una celda vacia de referencia en un calorimetro
diferencial de barrido previamente calibrado con indio y conectado a una computadora para el manejo y
andlisis de datos. El rango de temperatura usado fue de 25 a 100°C a una velocidad de calentamiento de
10°C/min y la unidad de muestreo fue purgada con N; a 50ml/min. A partir de los termogramas obtenidos

y usando el software “Advantage” version 5.0.1 se calcularon las temperaturas de gelatinizacion (Tg).
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3.5 Elaboracion de la lamina comestible

Las técnicas que son usadas para procesar materiales a base de almidon, tales como extrusion,
moldeo por inyeccion (“injection molding”) y “film casting”, son similares a aquellas ampliamente usadas
en el procesamiento tradicional de plasticos a base de petroleo. Las laminas comestibles se elaboraron a
través de la técnica de moldeado, la cual tipicamente envuelve la preparacion de una solucion
filmogenética, gelatinizacion, moldeado y secado.

La preparacion de la solucion formadora de ldmina consistié en mezclar directamente almidon y
agua. La cantidad de agua se mantuvo constante (100ml) en todos los tratamientos y la cantidad de
almidon varid entre 1 a 4g. En la elaboracion de las laminas se utilizo glicerol como plastificante en
concentraciones entre 0-30% (w/w) en base a la cantidad de almidon. La solucion filmogenética se
calent6 desde temperatura de salon hasta alcanzar 80 + 2°C y se mantuvo a esa temperatura por 15
minutos en agitacion constante. La solucion gelatinizada fue enfriada a 65°C para tomar alicuotas de
30ml que se vertieron en platos Petri. Estos se almacenaron sin tapar para permitir evaporacion del exceso
de agua a temperatura ambiente toda la noche en un gabinete con flujo laminar.

El grosor de las laminas comestibles elaboradas por la técnica de moldeado en plato depende del
volumen de la solucion gelatinizada vertido. Normalmente las laminas presentan un grosor entre 0.02-
0.10 mm. El grosor de las laminas obtenidas a partir de 30ml se determiné utilizando un micrémetro
manual. Se obtuvieron cinco medidas, una en el centro y cuatro en el perimetro de las laminas, el valor

del promedio de las medidas se reporté como el grosor de las laminas comestibles.

3.6 Evaluacion de las propiedades de la lamina comestible
Propiedades de barrera (vapor de agua)

Dentro de las funciones que tienen los empaques, las cuales han sido previamente mencionadas,
la mas importante es proteger al producto y conservar su calidad e inocuidad durante el almacenamiento.

La permeabilidad de un material de empaque es una de las propiedades mas importantes que afectan la
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calidad e inocuidad de los productos alimenticios. En términos de las laminas comestibles, la
permeabilidad se puede definir como la propiedad de las mismas que permite el paso de sustancias a
través de su estructura molecular. Estas sustancias pueden ser gases o vapor, aromas y sabores. Las
laminas comestibles a base de almidon presentan poca barrera al vapor de agua; reflejandose esto en altos
valores de permeabilidad al vapor de agua en comparacion con laminas plasticas flexibles a base de
polimeros sintéticos. La permeabilidad al vapor de agua para las laminas comestibles elaboradas a base de
almidon de farindceos en este trabajo, se evaluaron gravimétricamente por el método estandar ASTM
E96-80 con algunas modificaciones.

El estandar provee tres procedimientos; método via desecante, método via himeda y el método de
agua invertida. Los materiales basicos necesarios para realizar los métodos son; espécimen de prueba,
plato o taza de prueba, agente desecante, agua destilada y una camara para controlar las condiciones
atmosféricas. El arreglo en que se utilicen estos materiales para determinar la permeabilidad al vapor de
agua del espécimen define el tipo de método utilizado. En el método via desecante el espécimen de
prueba es sellado en la apertura de un plato o taza de prueba conteniendo un agente desecante, y el arreglo
es colocado en una camara con atmosfera controlada. El agua destilada se usa para generar condiciones
altas de humedad relativa por encima del espécimen de prueba. La temperatura a la cual puede tomar
lugar la prueba puede variar entre 21 a 32 C°. Una vez se elige la temperatura debe mantenerse constante.
Periodicamente se obtienen medidas de peso del arreglo que determinan la razén del movimiento de
vapor de agua hacia el agente desecante. En el método via himeda el arreglo cambia y el agua destilada
se utiliza para generar condiciones de alta humedad relativa por debajo del espécimen de prueba. En la
Figura 8 se presentan las configuraciones de ambos métodos. En el método de agua invertida se sigue la
misma configuracion del método via hiimeda, pero la taza de prueba es invertida antes de colocarla en la
camara.

Joy y Wilson (1966) reportaron valores de permeanza para diferentes tipos de materiales
utilizando el método via desecante y el método via himeda. Al comparar los valores, ellos encontraron

que aquellos materiales higroscopicos eran afectados grandemente por las condiciones de humedad,
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haciendo el método via himeda menos confiable para este tipo de material. Ademas se ha observado que
al utilizar el método via himeda arroja valores de transmision al vapor de agua aparente, que incluyen una
contribucidn a partir de la fase liquida absorbida por el material de prueba (Bomberg, 1989). Debido a

que es de conocimiento que las laminas comestibles a base de almidon son higroscopicas, y por lo antes

agua.

mencionado, se selecciond el método via desecante para las determinaciones de permeabilidad al vapor de
anillo
muestra

/Laj]\ /%]\
. ( ) ( )
—a_>
apertura
agente desecante @

Figura 8: Representacion esquematica para; a) arreglo para el método via desecante y b) arreglo

@
100

para el método via himeda. Método para determinar la permeanza en laminas comestibles.

Para esto se utilizo silica gel (6-12 mesh) como agente desecante, activado por 24 horas a 200°C
antes de ser utilizado en las determinaciones para generar una condicion de 0% de humedad relativa
dentro de la taza de prueba. La taza de prueba consistié en un pote de cristal de forma redonda con una
altura de 9.9cm y un diametro de apertura de 6.9cm (Figura 9). El desecante se colocd en el interior del
pote en cantidad suficiente para permitir un espacio de una pulgada entre el desecante y la lamina
comestible. La lamina comestible se pre-selld en la apertura del pote utilizando “vacuum grease” y se
colocé luego la tapa. Los envases, una vez preparados, se pesaron inmediatamente y se colocaron en un
desecador conteniendo agua destilada en el fondo para generar una condiciéon de 100% de humedad

relativa por encima de la lamina. La prueba tomo lugar a una temperatura de 23+1 °C por un lapso de 12



horas. Se tomaron medidas de peso a los potes cada dos horas y se agitaron horizontalmente antes de ser
colocados nuevamente en los desecadores.

Con los pesos obtenidos durante el tiempo de muestreo se generaron graficas de peso versus
tiempo. Luego se aplico una regresion lineal y se obtuvieron los valores de las pendientes para cada curva
(razon de la transferencia de vapor de agua en las laminas comestibles) y se utilizd para calcular la

permeabilidad al vapor de agua (P) usando la siguiente ecuacion:

P= GL/AAP Ecuacion (2)

Donde; G es la pendiente, L es el grosor de la lamina comestible, A es el area de prueba y el AP es la

diferencia en presion de vapor de agua a través de la ldmina.

Figura 9- Equipo y sus componentes, usado para la prueba de permeanza al vapor de agua.

Propiedades mecanicas

El estudio de las propiedades mecanicas se realizd en base a los valores calculados de fuerza

tensil y porcentaje de elongacion de las laminas comestibles utilizando un analizador de textura
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(Texturometro TA-XT2). Las laminas se prepararon para el analisis cortandolas en tirillas de 2.57 ¢cm de
ancho y 4.60 cm de largo, utilizando un bisturi, después de haber sido acondicionadas por 72 horas en un
desecador a 55% de humedad relativa y 22°C. Las condiciones de prueba fueron a una distancia de 10mm
a razon de 10mm/seg. Con la informacion obtenida a partir del software Expert del texturémetro se

calcul¢ la fuerza tensil (TS) y el porcentaje de elongacion (%E) usando las siguientes ecuaciones (Ehivet

etal., 2011):
TS (MPa) = Peak load (N)/area inicial cros-seccional (m?) Ecuacion (3)
E% = (Aumento en longitud al punto de quiebre (mm)/longitud original)*100 Ecuacion (4)

3.7 Adicion de bacteriéfago
Bacteria huésped y bacteriéfago

A través de la “American Type Culture Collection” (ATCC) se obtuvo el bacteriofago 52 (ATCC
27692-B1) con un ciclo litico de infeccion y especificidad para la bacteria S. aureus subsp. aureus (ATCC
27692). Tanto la bacteria como el bacteriofago se recibieron liofilizados y congelados. Para la
propagacion de la bacteria se prepard un tubo de ensayo con capacidad de 10ml con 5ml del medio de
cultivo “Tripticase Soy Broth” (TSB) estéril. Se retir6 1ml del tubo conteniendo TSB y se transfiri6 al
vial de la bacteria para rehidratar el pellet. Asépticamente se transfirio la alicuota de regreso al tubo con
TSB y se mezcl6 bien. Se utilizaron varias gotas de la suspension para inocular dos platos con medio de
cultivo “Tripticase Soy Agar” (TSA) y dos platos con medio de cultivo “Mannitol Salt Agar” (MSA). El
tubo de ensayo y los platos inoculados fueron incubados a 37°C por 18-24 horas. Luego del tiempo de
incubacion a partir del tubo de ensayo se prepard y fijo un frotis en una laminilla. El frotis se utilizé para
realizar una tincion de Gram. Después, la laminilla fue observada bajo el microscopio para observar el
resultado de la tincion, identificar el arreglo celular de la bacteria y confirmar la obtencion de un cultivo

puro. Los platos de TSB y MSA se utilizaron para observar la morfologia de colonia y la fermentacion de
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manitol en presencia de altas concentraciones de sal. A partir del tubo de ensayo se retiraron 400 pL de la
suspension bacteriana y se mezclaron con 400 pL de glicerol al 50% en un vial de congelacion. El vial
fue rotulado con el nombre de la bacteria, fecha e iniciales de la persona que realiz6 el “stock”, y se
almacen¢ a -80°C.

Antes de comenzar con la propagacion del bacteriéfago se prepard un cultivo activo de la bacteria
hospedera en fase logaritmica temprana. Ademas, se prepararon platos con “Nutrient Agar” (NA) y tubos
de ensayo con 3 ml de agar semisélido suplementados con cloruro de calcio (Ca,Cl) que fueron utilizados
en el ensayo de titulacion. Los tubos con agar blando se calentaron a 80°C para derretir el agar y enfriados
a 45°C usando un bafio de agua. Los platos conteniendo NA se colocaron 15 minutos en una incubadora a
37°C para ser atemperados antes de realizar el ensayo. Para propagar el bacteridéfago, se rehidrato el vial
utilizando medio de cultivo “Nutrient Broth” (NB) en cantidad suficiente para obtener un volumen de 1.5
ml, segin las instrucciones provistas por el manufacturero. Se realizdo una titulacién para conocer la
concentracion de bacteriéfago en el volumen del vial utilizando la técnica de doble capa de agar. Se
separaron 14 tubos de microcentrifuga de 2 mL. A 7 de los cuales se le adicionaron 900 pL de NB y
donde se realizaron diluciones seriadas hasta 10”. Los tubos fueron previamente rotulados con el niimero
de dilucion correspondiente. Partiendo del vial con el bacteriofago propagado se transfirid una alicuota
de 100 pL al tubo niimero 1 (dilucion 10™) y se mezcl6 utilizando vortex. Luego se transfirieron 100 pL
de esta primera dilucion al tubo niimero 2, ejecutando el mismo procedimiento antes mencionado. De esta
forma se realizaron de forma sucesiva las 7 diluciones seriadas. En los 7 tubos restantes se adicionaron
100 pL de la suspension de la bacteria hospedera en fase de crecimiento logaritmica y 100 pL de las
diluciones realizadas. Los tubos se rotularon con las diluciones correspondientes y se esperé 4 minutos
antes de transferir el contenido a siete tubos de ensayo con 3 mL de agar blando previamente rotulados
con la dilucion correspondiente. Para validar el ensayo se corrid un control negativo y un blanco. El
control negativo consistio en un tubo con 3 ml de agar blando sin la adicioén de bacteria y bacteriéfago. El
blanco se prepar6 adicionando solamente 100 pL de la suspension de bacteria a un tubo con 3 mL de agar

blando. Luego se vertio el contenido de los tubos de ensayo en la superficie de platos Petri con NA
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asegurando una distribuciéon homogénea de la capa del agar blando. Una vez solidificada la capa de agar
blando, los platos se incubaron invertidos a 37°C por 24 horas. Después del tiempo de incubacion se
realizo el recuento de las placas obtenidas por cada dilucidén. Se tomd en consideracion aquella dilucion
en la cual el recuento de placas estuvo entre 30 y 300 para reportar el resultado final (Apéndice 3). La

siguiente formula fue usada para calcular las unidades formadoras de placa (UFP) en 1 ml de suspension.

UFP = # placas x inverso factor de dilucion Ecuacion (5)

mL volumen de la alicuota

Curva de crecimiento

Fue necesario realizar una curva de crecimiento para identificar el tiempo en cual la bacteria
alcanza un crecimiento exponencial o logaritmico. Para esto se tomaron 100pL del cultivo almacenado a -
80°C y se puso a crecer en un tubo con 10ml de TSB toda la noche. Luego se determiné la absorbancia
(OD real) en el cultivo y se utilizé la siguiente formula para determinar el volumen necesario de cultivo

iniciador a utilizar para realizar la curva de crecimiento a partir de 100 mL de medio fresco de TSB.

mL cultivo iniciador — (OD deseado /OD real) xmL medio sin inocular Ecuacion (6)

Después de adicionar el volumen de cultivo iniciador necesario al matraz conteniendo el medio fresco se
procedid a tomar una lectura de absorbancia para verificar que la medida de OD estuviera cercana a la
deseada (0.025). Luego se coloco el matraz en un agitador orbital operado a 200 rpm y 37°C hasta que la
bacteria entré a fase estacionaria. El crecimiento bacteriano se monitoreo a través del tiempo tomando
alicuotas para realizar lecturas de absorbancia y determinar el recuento en placa de microorganismos cada
30 minutos. El medio usado para determinar el recuento en placa fue TSA y la técnica de vertido en plato.
Se utilizaron los recuentos de colonias en cada punto de muestreo para estimar el namero de

microorganismos que estuvieron en el rango de 25 a 250 colonias. El crecimiento bacteriano fue graficado
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en funcion del tiempo y se correlaciono el logaritmo del niimero de células frente al tiempo con el valor

de OD (densidad optica).

Propagacion de bacteriéfagos (fagos)

Se realizaron propagaciones del fago para obtener lisados de fagos en un volumen suficiente para
los ensayos posteriores. Se realizaron propagaciones en plato usando la técnica de doble capa de agar con
una multiplicidad de infeccién (MOI) igual a 0.00001. Después de incubar a 37°C por 18-24 hrs los platos
con las propagaciones se colocaron en un congelador a -80°C por dos horas. Luego se descongelaron a

temperatura ambiente y el liquido expulsado se transfirié a tubos de centrifuga.

MOI = N° fagos/ N° células Ecuacion (7)

También se realizaron propagaciones en tubos de ensayo con 10mL de “Nutrient Broth”
suplementado con CaCl, usando una MOI igual a 0.01 y 1. Después de adicionar la cantidad necesaria de
fagos y bacterias a los tubos de ensayo para obtener la MOI deseada se incubaron por 15 minutos a 37°C
sin agitacion. Luego se incubaron a la misma temperatura por 30 minutos a 200 rpm. Después se
incubaron por 18-24 hrs y el contenido fue transferido a tubos de centrifuga. Los tubos de centrifuga
rotulados apropiadamente conteniendo las diferentes propagaciones se centrifugaron a 10000 rpm por 25
minutos. En los diferentes tubos se observo la formacién de un sedimento en el fondo debido a la
sedimentacion bacteriana y un sobrenadante. El sobrenadante fue conservado pasando a denominarse
lisado de fagos y el sedimento fue descartado. Se realizo un ensayo de infectividad a los diferentes lisados
para determinar su viabilidad y tener una idea de la cantidad de fagos presente en los mismos. Si se
observo lisis de la bacteria hospedera en el ensayo evidente por la formacion de placas y estas placas eran
totalmente transparentes se procedio a filtrar el lisado a través de un filtro con tamafio de poro de 0.45um.

Luego los lisados de fagos filtrados fueron titulados y se realizo una prueba de esterilidad. Los lisados
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fueron almacenados a 4°C hasta el momento de uso para la elaboracion de laminas comestibles

antimicrobianas.

Adicion del bacteriéfago

La formulacion para elaborar la [damina comestible en esta etapa experimental estd compuesta de
agua, almidon, glicerol y bacteriofago. Las cantidades de los primeros tres componentes permanecio
constante y se vario la concentracion de bacteriofago adicionada a la formulacion. A diferencia de otros
agentes antimicrobianos naturales (Tabla 4) los bacteriéfagos, a pesar de ser entidades no vivas, en
presencia de la bacteria hospedera adecuada adquieren la capacidad de replicarse. Por consiguiente, si se
establecen niveles de concentracion de prueba siguiendo los patrones utilizados con otros agentes
antimicrobianos incorporados en laminas comestibles la probabilidad de no detectar diferencias aumenta.
Es por esto que se decidio evaluar dos niveles de concentracion encarados; concentracion baja y alta.

La solucion filmogenética se prepar6 siguiendo los pasos descritos en la seccion 4.4. Después del
tiempo de procesamiento a 80°C la solucion se enfrié a temperatura de salon hasta 50°C en agitacion
constante y se adiciono el bacteriofago segun las concentraciones establecidas: 0, 10° y 10°. La solucién
permanecio en agitacion por 5 minutos adicionales para permitir una distribucion homogénea de los fagos
en la solucién. Antes de vertir la solucion filmogenética en los patos Petri para obtener las laminas
comestibles se removid una alicuota de 100uL para confirmar la cantidad de fagos adicionada. Las
laminas se despegaron de los platos y se almacenaron en un desecador a 55% de humedad relativa y 22°C

por 72 horas antes de proceder con su preparacion para la evaluacion de la propiedad antimicrobial.

Evaluacion de las propiedades antimicrobial
Preparacion de la bacteria huésped

A partir del cultivo almacenado a - 80°C se tomé una alicuota de 100 pL y se transfiridé a un tubo

de ensayo con 10 ml de TSB. El tubo se incub6 toda la noche a 37°C. Se tomd una alicuota y se transfirid
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a un matraz con 100mL de medio fresco de TSB suplementado con CaCL,. El matraz fue incubado hasta
obtener una lectura de absorbancia de 0.500 que indica un crecimiento logaritmico del cultivo (10°

UFC/mL) ver Tabla 11.

Ensayo antimicrobial

Para el estudio microbiolégico se utilizo la prueba de difusion en agar (método modificado de
Kirby-Bauer). Esta prueba es uno de los métodos mas utilizados en muchos de los laboratorios de
microbiologia para determinar “in vitro” la susceptibilidad de las bacterias ante agentes microbianos
(Cona, 2002). Para comenzar con el ensayo se inoculd, de forma homogénea y utilizando un aplicador
estéril de algodon, la superficie de platos Petri conteniendo el medio de cultivo “Miieller-Hinton Agar”
con la suspension preparada de S. aureus. La distribucion homogénea se logré extendiendo el aplicador
de un extremo a otro sobre toda la superficie del medio de cultivo. Este proceso fue repetido dos o mas
veces, rotando el plato aproximadamente 60° después de cada aplicacion para asegurar la distribucion
constante del in6culo (Apéndice 2). Finalmente se paso el aplicador sobre los bordes del agar.

Un periodo de 3 minutos fue cedido para permitir la impregnacion del indculo. Durante ese
tiempo el exceso de humedad en la superficie del agar fue absorbida antes de aplicar las laminas
comestibles con el agente antimicrobiano (bacteriéfago). Las laminas comestibles conteniendo diferentes
concentraciones de bacteriéfagos fueron cortadas en discos de 3.8cm de didmetro usando un bisturi estéril
para obtener las muestras requeridas para el analisis microbioldgico. Se obtuvieron nueve discos de cada
formulacion y se designo un plato Petri para cada uno. Luego se coloco un disco de muestra en el centro
de cada plato ejerciendo presion para asegurar contacto con la superficie del agar (Apéndice 2). Los
platos Petri se incubaron a 35 + 2°C por 24 horas y se midi6 el tamafio del halo de inhibicion alrededor de

los discos.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Desactivacion enzimatica
Los cuatro tratamientos que se aplicaron a las pulpas de los farinaceos (yuca, batata, yautia y
flame) para el control de la enzima polifenol oxidasa se designaron con la siguiente notacion:
Tratamiento A- solucion de acido citrico al 1% en agua destilada
Tratamiento B- solucion de acido citrico al 1% y 0.25% de bisulfito de sodio en agua destilada
Tratamiento C- solucion de acido citrico al 1% y 0.50% de bisulfito de sodio en agua destilada
Tratamiento D- solucion de 4cido citrico al 1% y 1% de bisulfito de sodio en agua destilada
Se utilizé la prueba cualitativa de peroxidasa para verificar la inhibicién enzimatica en base al estudio
realizado por Arnnok y colaboradores (2010) en pimiento. Ellos encontraron que la actividad de

peroxidasa era mayor que polifenol oxidasa en un rango de pH de 3 a 8.

Tabla 5- Resultados para la prueba de peroxidasa realizada en pulpa de farinaceos.

Farina Tratamient Tiempos en minutos
arindceo | Tratamiento
2 4 6 8 10 12 14 16
A + + + + + + + +
B + + + + + + + +
Yuca
C -
D -
A + + + + + + + +
B + + + + + + + +
Batata
C + + + + + + + +
D -
A + + + + + + + +
3 B + + + + + + + +
Yautia
C + + + + + + + +
D -
A + + + + + + + +
- B + + + + + + + +
Name
C + + + + + + + +
D -
+ La prueba de peroxidasa realizada a los controles se hizo al tiempo cero y en
Controles S, .
- el control + hubo formacion de color rojizo y en el control- no.
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El pH en la solucion conteniendo 1% de acido citrico fue de 2.27 en promedio. Se esperaba que la
exposicion de la enzima a un pH extremo por fuera del intervalo optimo desactivara la enzima, pero no
fue asi en las diferentes pulpas de tubérculos probadas. En la Tabla 5 se puede observar, que después de
16 minutos de exposicion, las pulpas exhibieron un resultado positivo. El efecto que ejerce el pH en las
enzimas cuando esta por debajo o por encima del optimo se debe a que ocasiona cambios en su
conformacion afectando la especificidad por ciertos sustratos. La enzima polifenoloxidasa (PPO) en la
mayoria de las plantas exhibe un maximo de actividad a un pH cercano a neutral, siendo el intervalo de 4
a 8 el que mejor recoge los valores de pH 6ptimo de muchas frutas y vegetales (Manohan y Chen Wai,
2012). Pero se ha encontrado que ésta puede retener parte de su actividad atin a pH por debajo del optimo.
Shengming y colaboradores (2005), estudiaron la estabilidad de PPO extraida de “water chestnut” frente
a un rango de pH de 3.0 a 8.0, reportaron una actividad a pH 3 de 10% después de incubar por un periodo
de 12 horas a 20°C. Gogbeu y colaboradores (2012), estudiaron la estabilidad de la enzima PPO extraida
de 6 cultivares de yuca a un rango de pH entre 2.0 a 11.0 y encontraron que dependiendo del sustrato y el
cultivar la actividad variaba entre 0 a 45% de actividad relativa a pH 2.0. La temperatura del ensayo fue
30°C pero el tiempo de exposicion no fue mencionado. En adicion Mehrnoush y colaboradores (2012)
reportaron que la PPO de mango presenta una actividad de 82% en un intervalo de pH de 3 a 6.

Se realizaron tratamientos utilizando soluciones de 0.25%, 0.5% y 1.0% de bisulfito de sodio y se
observo que aun después de 30 minutos los resultados para la prueba de peroxidasa eran positivos.
Debido a estos resultados se decidid combinar los tratamientos y aplicarlos a las pulpas. El bisulfito de
sodio pertenece a la categoria de los agentes reductores. Estos actuan como inhibidores competitivos
contra los sustratos (compuestos fenolicos) por el sitio activo de la enzima y reduciendo las quinonas para
formar compuestos estables no coloreados. Los resultados obtenidos después de aplicar los tratamientos
con bisulfito de sodio y acido citrico muestran las diferencias existentes entre las pulpas de los farinaceos.
En la Tabla 5, se puede observar que el tratamiento D desactivo las enzimas en los tubérculos evaluados a
los dos minutos de exposicion. El tratamiento C fue efectivo al mismo tiempo de exposicion solo para

yuca. Los tratamientos A y B no fueron efectivos en desactivar las enzimas durante el tiempo de
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exposicion para ninguno de los tubérculos. Una posible explicacion puede ser que en la pulpa de yuca los
compuestos fenolicos se encuentren a una menor concentracion en comparacion con las otras pulpas
probadas. Aunque el tratamiento C demostro ser efectivo para la pulpa de yuca se selecciond solo el
tratamiento D y aplico a todas las pulpas durante la molienda himeda para mantener uniformidad durante

el proceso de extraccion del almidon.

4.2 Caracterizacion de almidén
Propiedades fisicas del almidon

Es de conocimiento que la morfologia, tamafio y la distribucién de tamafio del granulo de
almidon dependen de la fuente de procedencia. En las Figuras 10, 11, 12 y 13 se agrupan las micrografias
obtenidas para los granulos de almidon de yautia, fiame, yuca y batata, respectivamente, después de su
observacion microscopica utilizando la técnica deferencial de interferencia y luz polarizada. En estas
figuras se pueden observar que existen diferencias en forma y tamafio entre los granulos de almidén de la
misma fuente. En la Tabla 6 se resume la informacion relacionada al tamafio, temperatura de

gelatinizacion y color presentados por los almidones.

Yautia

Los granulos (Figura 10a) muestran forma esférica y esférica-truncada (como si hubiesen recibido
cortes en direcciones aleatorias, en uno de sus extremos). Al ser observados bajo luz polarizada
presentaron el fenémeno de birrefringencia evidente por la formacion de la cruz de malta (cruz blanca
sobre un fondo negro). Indicando que los granulos no recibieron ningin dafio por el método de extraccion
usado y conservan su organizacion granular. Se puede observar una disposicion de las capas de las
moléculas de amilosa y amilopectina de origen céntrico con hendidura simple o puntiforme. El diametro

medio en los granulos de almidon fue de 9 pm con un valor minimo de 5 pm y un valor maximo de 8pm.
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Figura 10- Micrografias de almidén de yautia: (a) microscopia a contraste interferencial diferencial

“Normasky” y (b) microscopia en luz polarizada (nétese la cruz de malta sobre un fondo oscuro).
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Este intervalo permite una distribucion de los granulos dentro las categorias de tamafio entre pequefio y
mediano, prevaleciendo los granulos pequefios con un porcentaje de 74.19%. La temperatura de
gelatinizacion fue determinada mediante calorimetria de barrido diferencial, lo cual envuelve la ruptura
del granulo al someterlo a un rango de temperatura en exceso de agua con la subsecuente pérdida de
birrefringencia. A partir de los termogramas se calcul6 la temperatura de gelatinizacion con un valor de

78°C.

Name

Los granulos presentan formas aproximadas a una elipse y a una piramide con los extremos
redondeados. Se puede apreciar la presencia de anillos que siguen un patréon de crecimiento excéntrico
alrededor del hilio a partir del cual se desarrolla el granulo (Figura 11a) y la presencia de birrefringencia
(Figura 11b). Indicando que la disposicion radial y ordenada de las moléculas de almidén no han sufrido
dafios a través del método de extraccion utilizado. Los tamafos de los granulos se hallaron en el intervalo
de 13-36pum con un tamafio medio de 24pum. El intervalo de tamafio permite la categorizacion de estos
almidones en grandes y medianos, predominando los almidones grandes en un porcentaje de 71.43%. La

temperatura de gelatinizacion fue 80°C.

Yuca

En similitud con el almidon de yautia, los granulos del almidon de yuca, al ser observados al
microscopio, presentaron las formas esférica y esférica-truncada. Se puede visualizar claramente un
patron birrefringente y la presencia de un proceso de crecimiento céntrico alrededor del hilio con aspecto
hendido multiforme o puntiforme. Los tamafnos de los granulos se hallaron en el intervalo de 6-19um con
un tamafio medio de 14um. El intervalo de tamafio permite la categorizacion de estos almidones en
medianos y pequefios, predominando los almidones medianos en un porcentaje de 84.21%. La

temperatura de gelatinizacion fue 65°C.
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Figura 11- Micrografias de almidén de fiame: (a) microscopia a contraste interferencial diferencial

“Normasky” y (b) microscopia en luz polarizada (nétese la cruz de malta sobre un fondo oscuro).
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Figura 12- Micrografias de almidén de yuca: (a) microscopia a contraste interferencial diferencial

“Normasky” y (b) microscopia en luz polarizada (nétese la cruz de malta sobre un fondo oscuro).
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(2)

Figura 13- Micrografias de almidén de batata: (a) microscopia a contraste interferencial diferencial

“Normasky” y (b) microscopia en luz polarizada (nétese la cruz de malta sobre un fondo oscuro).
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Batata

Los granulos observados bajo el microscopio presentan formas esférica y esférica-truncada. Se
puede observar que el almidén conserva su propiedad de birrefringencia al formar la cruz de polarizacion
reflejando ausencia de dafio en la integridad del mismo mediante el proceso de extraccion usado. El
tamafio de los granulos fluctu6 en el intervalo de 6-18pum con un tamafio medio de 10um. El intervalo de
tamafio permite la categorizacion de estos almidones en pequefios y medianos, predominando los

almidones pequefios en un porcentaje de 63.16%. La temperatura de gelatinizacion fue 76°C.

Tabla 6- Resumen de los datos obtenidos de las propiedades fisicas de almidones.

Parametro , - Farindceo
Yautia Name Yuca Batata
Tamaiio promedio (zm) 9+3.28 244541 14£3.62 10+3.23
Tamafio minimo (zm) 5 13 6 6
Tamaiio maximo (xm) 8 36 19 18
Categorias de tamaiio (%)
grandes (>25 pm) 0.00 28.57 0.00 0.00
medianos (10-25 pm) 25.81 71.43 84.21 36.84
pequeiios (5-10 pm) 74.19 0.00 15.79 63.16
muy pequeiios (<5 pm) 0.00 0.00 0.00 0.00
Tg (°C) 78 80 65 76
Color
L* 93.64+1.75a 93.83+0.47ab 96.15+0.16ab 95.89+0.03b
a* -0.03+0.01a -0.09+0.02b -0.09+£0.01b -1.13+0.01¢
b* 1.10£0.02a 2.99+0.05a 1.07+0.01b 2.65+0.02¢
1P 6.36+1.75a 6.17+0.47ab 3.85+0.16ab 4.11+0.03b
IB 93.50+1.72a 93.14+0.42a 96.01+0.15ab 94.98+0.02b
IA 1.67+£0.05a 4.55+0.07a 1.59+0.02b 3.95+0.02¢

Indice de luminosidad (L*); Indice de longitud de onda predominante para colores rojo y verde (a*); Indice de longitud de onda
predominante para colores amarillo y azul (b*); indice de pardeamiento (IP); Indice de blanco (IB); Indice de amarillo (IA);

Temperatura de gelatinizacion (T,). Letras diferentes en una misma fila indica diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Uno de los atributos fisicos de importancia del almidon es su color. Para evaluar el color de los

polvos de almidon se utilizaron tres indices de color: indice de pardeamiento (IP), indice de blanco (IB) e
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indice de amarillo/azul (IA). Después de obtener los valores de los parametros de color en el sistema
CIELAB, estos se emplearon para calcular los indices de interés. A continuacion se presenta la ecuacion
usada para calcular el IP (Jimoh et al., 2009), IB (Palomino et al., 2010; Chin-Lin et al., 2003) e IA
(Ramirez-Navas, 2010) junto a un diagrama que representa el espacio vectorial de color de la escala

CIELAB (Cassasa y Sari, 2006) (Figura 14).

L+ white
TS~

-

g, ol b+ yeliow
IP=100-L* Ecuacion (8) .
IB=100- ((100-L*)* + a** + b**) * Ecuacién (9) | e

A= 142.86 * (b*/L*) Ecuacién (10)

—— ‘__//
L~ black

Figura 14- Espacio de color

El parametro L* representa el indice de luminosidad con un valor maximo de 100 (blanco) y un valor
minimo de 0 (negro). El parametro a* mide los colores de rojo (+) a verde (-), y el cero es neutro. El
parametro b* mide los colores de amarillo (+) a azul (-), y el cero es neutro. La intensidad de los colores
que mide a* y b* tiene un valor maximo de 60, de esta manera los colores se representan en el espacio a
unas distancias proporcionales a las diferencias visuales entre ellos (Ramirez-Navas, 2010).

En la Tabla 6 se puede observar que los valores de L* obtenidos fueron 93.64, 93.83, 96.15 y
95.89 para yautia, fiame, yuca y batata, respectivamente. Estos valores reflejan una alta luminosidad. El
indice de pardeamiento fue relativamente bajo con valores de 6.36, 6.17, 3.85 y 4.11 para yautia, fiame,
yuca y batata, respectivamente. Los valores de a* estan cercanos a cero, midiendo un color practicamente
neutral. Los compuestos coloreados que se desarrollan durante las reacciones de pardeamiento incluyen
tonos que van de marron a rojo. Estos resultados corroboran la efectividad del tratamiento

antipardeamiento seleccionado en inhibir la formacion de tales compuestos.
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La fuente de procedencia tiene un efecto significativo en los parametros de color del almidén. La
tendencia a una apariencia de color blanco reflejada por el valor de L* antes mencionado es mas
influenciada por los valores de b*. El indice de amarillo/azul (IA) indica el grado en que la superficie del
almidon es diferente del blanco ideal. Cuando la diferencia desde el blanco ideal incrementa el IA lo hace
también. De esta manera, si el valor aumenta en la escala positiva indica diferencia hacia el amarillo y si
lo hace hacia la escala negativa indica diferencia hacia el azul. Los valores de b* fluctuaron entre 1.10 y
2.99. Presentando el valor mas bajo yautia y el mas alto el fiame. Los valores de IA se hallaron en un
rango de 1.59 a 4.55. Los almidones que presentaron una desviacion mayor hacia el color amarillo fueron
el de iame con un IA de 4.55 y batata con un IA de 3.95. Los valores de IB fueron 93.50, 93.14, 96.01 y
94.98 para yautia, flame, yuca y batata, respectivamente. Se puede observar que el almidon con una
apariencia total mas blanca es el almidon de yuca con valor de IB=96.15 y un [A=1.59.

Uno de los procesos usados para mejorar el color blanco del almidén es la oxidacién con
hipoclorito de sodio. Garcia y colaboradores (2011), aplicaron un proceso de blanqueado usando
hipoclorito de sodio hasta obtener una concentracion de 3% de cloro residual para mejorar la blancura en
el almidon nativo de platano para su aplicacion en la elaboracion de empaques biodegradables. Ellos
lograron una mejoria en la apariencia obteniendo valores de L*= 94.7, a*= (.28 y b*= 5.74. Al comparar
con nuestros resultados se puede observar claramente que sin necesidad del tratamiento con hipoclorito se

obtuvieron valores de L* comparables y valores de a* y b* menores.

Composicion quimica del almidon

La Tabla 7, muestra la composicion quimica de los almidones de yautia, fiame, yuca y batata. Los
almidones presentaron diferencias estadisticas significativas (p<<0.05) en el contenido de los parametros
evaluados en el analisis proximal y en la cantidad de amilosa total. El contenido de proteina vario entre
0.02% y 0.11%, y fue similar en el almidéon de fiame y batata, teniendo la yuca el valor mayor. El
contenido de grasa estuvo entre 0.11% y 0.54%. Segin el andlisis estadistico hubo similitud entre yautia

(0.54%) y name (0.43%) obteniendo los valores mas altos. Los almidones de batata y fiame presentan
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mas cantidad de cenizas en comparacion con los almidones de yuca y yautia. El almidon de fiame tuvo el
valor mayor de cenizas (0.24%) y no hubo diferencias entre el almidon de yautia y yuca. El almidon de
name presentd el valor de humedad mayor (15.39%) y el almidon de yuca el valor menor (10.32%). El
contenido de amilosa presente en el almidon de fiame (18.27%) y yuca (16.05%) resultd ser menor al
compararlos con el de yautia (23.42%) y batata (25.40%). Estos ultimos se pueden clasificar como
almidones normales de acuerdo a su porcentaje de amilosa. En la literatura se ha reportado que almidones
nativos con mayor temperatura de gelatinizacion, indica una mayor estabilidad interna granular la cual

esta generalmente asociada a un mayor contenido de amilosa y zonas semicristalinas (Alvis et al. 2008).

Tabla 7- Resumen de la composicion quimica de almidones.

Parametro (%) Farinaceo
Yautia Name Yuca Batata

*Proteina 0.00+0.00a 0.03+0.01b 0.11£0.02¢ 0.02+0.00ab
Grasa 0.54+0.03b 0.43+0.03b 0.11+0.10a 0.27+0.05a
Ceniza 0.06+0.02a 0.24+0.02¢ 0.06+0.01a 0.17+0.01b
Humedad 13.68+0.04b 15.39+£0.33¢ 10.32+0.04a 15.02+0.02¢

Fibra nd nd nd nd
**Carbohidratos 85.72+0.01c¢ 83.91+0.32a 89.40+0.07d 84.53+0.05b
Amilosa aparente 23.42+1.32b 18.27+1.29a 16.05+0.35a 25.40+1.3b

No detectable por el método usado (nd); *N x 6.25; **Se calculo por diferencia; Los resultados se han reportado como la media
aritmética de tres determinaciones =+ error estandar. Letras diferentes en una misma fila indica diferencias estadisticas

significativas (P<0.05).

Esta tendencia se puede observar en los almidones de yuca, yautia y batata con temperaturas de
gelatinizacion de 65°C, 76°C y 78°C respectivamente; presentando similitud en el contenido de amilosa
batata y yautia, teniendo la yuca el contenido menor de amilosa. Sin embargo el almidon de fiame tuvo
un contenido de amilosa similar al de yuca pero presentd mayor temperatura de gelatinizacion (80°C). Al

comparar el tamafio promedio del almidén de yuca y flame, se puede observar que el almidon de fiame es
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relativamente grande. Se presume que el tamafio ejerce una influencia en la estabilidad granular del

almidon de fiame reflejado en una mayor temperatura de gelatinizacion.

Tabla 8- Composicion quimica de almidén de tubérculos reportados en la literatura.

Pardmetro % Yautia* Yautia® Name'® Name®® Name’™ Name® Yuca* Batata*

Proteina 0.16 0.10 0.10 0.28 0.13 0.49 0.06 0.22
Grasa 0.19 1.00 0.00 0.00 0.06 0.06 0.20 0.31
Ceniza 0.12 0.10 0.39 0.36 0.45 0.69 0.29 0.26
Fibra 0.35 0.40 0.00 0.00 0.00 0.00 1.01 0.28

Amilosa 23.60 22.40 27.89 27.55 25.87 25.95 17.00 19.60

*Hernandez et al. 2008; $Torruco et al. 2007; © Alvis et al. 2008:1Boafiero, 2Diamante 22, 3Ecuatoriano y 4Pico de botella.

En la Tabla 8 se resume la composicion quimica de algunos trabajos realizados en el almidon de yautia,
flame, yuca y batata. Al comparar con los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede observar
que los valores obtenidos en el contenido de amilosa son similares, excepto para el almidon de fiame que
fue mucho menor. De igual manera se pueden observar que se presentan similitudes y diferencia entre los

otros parametros asociados al origen botanico, variedad y método de extraccion utilizado.

4.3 Evaluacion de las propiedades mecanicas (fuerza tensil y elongacion) y de
permeabilidad al vapor de agua.

En la formulacion de las laminas comestibles se utilizd almidon como material polimérico base.
Al ser procesado en exceso de agua y a temperaturas adecuadas es capaz de producir una solucion
filmogenética que permite la formacion de una matriz preformada delgada (lamina comestible). Las
laminas a base de almidon se distinguen por presentar poca flexibilidad y una alta fragilidad. En la
practica se hace necesaria la incorporacion de un agente plastificante a la formulacion cuyo objetivo
principal es asegurar la flexibilidad de la lamina y reducir su fragilidad. En esta investigacion se utilizo

glicerol para conseguir dicho objetivo. El glicerol tiene tres grupos hidroxilos y un tamafio adecuado que
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le permite entrar e interaccionar con las cadenas poliméricas del almidon que forman la lamina (Bajpai et
al., 2011). Las interacciones reducen la formacion de enlaces de hidrogeno entre las moléculas del
almidén debilitando las fuerzas intermoleculares entre el polimero. De esta manera aumentan los espacios
intermoleculares causando un incremento en las propiedades flexibles del material con una disminucion
de su rigidez. Al aumentar el volumen libre se ha observado ademas que la eficiencia de barrera al vapor
de agua en las laminas disminuye y se obtienen valores menores de fuerza tensil (Talja et al., 2008). Es
por esto que es importante elegir cuidadosamente la cantidad de glicerol o cualquier otro plastificante que
se desee utilizar para promover la flexibilidad en las laminas sin comprometer significativamente la
propiedad de barrera al vapor de agua y las propiedades mecanicas.

El disefio experimental para esta etapa de investigacion fue pensado de manera que permitiera
evaluar el efecto de la concentracion de glicerol junto con otros dos factores en la formulacién destinada
para elaboracion de laminas comestibles a base de almidon. Las observaciones del experimento factorial
4x4x3 dispuesto en un disefio de bloques completamente aleatorizado pueden describirse mediante el

siguiente modelo lineal donde m es el nimero de bloques.

Yijim= Pt ot Byt vict offit oyt Byt ofyipct Ejem 1=1,2,3,4;j=1,2,3,4;,k=1,2 ,3; m=1, 2

En el Apéndice se resumen los resultados del ANOVA realizado para cada variable respuesta junto con
las pruebas realizadas para determinar la validez del analisis en términos de los supuestos que se asumen.
En el caso de la variable % Elongacion fue necesario aplicar una transformada logaritmica ya que los
datos en la escala original no estaban en cumplimiento con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas. En el Apéndice se explica en detalle los pasos que se siguieron para validar el analisis y se
muestra como la transformada elegida es apropiada ya que permite cumplir con ambos supuestos. Una
vez se validaron los resultados del analisis, se procedi6é a evaluar las interacciones de segundo orden,

luego las de primer orden y los efectos principales de los factores.
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Prueba de hipétesis sobre el efecto interacciones de segundo orden de los factores: Fuente de
almidon-Cantidad de almidon-Concentracion de glicerol.

H,: apyix = 0 para todo 1, j, k

H,: al menos uno (aByij) # 0

Con un valor de p=0.9958 para Fuerza tensil, p=0.9343 para % Elongacion y p=0.5952 para Permeanza,

se acepta la hipdtesis nula y se concluye que el efecto de la interaccion no es significativo.

Prueba de hipotesis sobre el efecto de interacciones de primer orden:

Fuente de almidén-cantidad de almidén

H,: ayy = 0 para todo i, k

H,: al menos uno (ayy) #0

Con un valor de p= 0.1091para fuerza tensil y p= 0.4258 para % eclongacion se acepta la hipdtesis nula.
El valor de p= 0.0018 para permeanza permite rechazar la hipotesis nula y se concluye que el efecto de la
interaccion es diferente de cero, siendo significativo en esta variable respuesta. Por lo tanto, la permeanza
promedio de la lamina comestible depende de la combinacion fuente de almidon-cantidad de almidon.
Entonces es conveniente realizar pruebas de diferencias entre las cantidades de almidon para una misma

fuente. Se utilizo la prueba de Tukey para evaluar las diferencias.

Tabla 9- Prueba de Tukey para permeanza; interaccion fuente de almidén-cantidad de almidén

Almidoén (g)

Fuente de almidon 10 )5 40 Totales CA
Batata 3.76° 2.68%® 241° 8.85
Yautia 3.00%° 3.23% 2.62% 8.85

Yuca 3.18%° 2.82%® 2.91%® 8.91
Name 3.06™¢ 2.68% 2.68% 8.42
Totales FA 13.00 11.41 10.62 35.03

Valores con letras diferentes, son difieren significativamente (p<0.05); FA= fuente de almidon; CA= almidoén (g)
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Hay diferencias significativas entre batata-4g, yautia-2.5g, batata-1.0g. No hay diferencia significativa
entre las demas combinaciones. Batata con 4 g es la combinacion que presenta la permeanza menor y
difiere significativamente si se usa con 1g (peor condicion). Name y yuca presentan menor permeanza
cuando se usan 4 y 2.5g. Yautia con 4g presenta menor permeanza y difiere significativamente si usa a
2.5g. Talja y colaboradores (2008), hacen referencia al estudio de Alves y colaboradores (2007) para
exponer que se ha reportado en la literatura que las diferencias en la composicion quimica del almidon
pueden influenciar la propiedad de barrera al vapor de agua en las laminas comestibles en términos del
contenido de amilosa. Talja y colaboradores (2008) estudiaron las propiedades de barrera en laminas a
partir de diferentes variedades de papas cuyo contenido de amilosa vario entre 11.9 a 20.1% vy, al igual
que en este trabajo de investigacion las diferencias de barrera al vapor de agua no pueden explicarse en
base al contenido de amilosa, debido a que almidones con contenido de amilosa diferente mostraron
similitud en los valores de permeanza. Esto indica que los otros componentes en la composicion quimica
del almidén pudiesen afectar en menor grado la permeanza. Ademas se puede observar por los totales de
la fila que el efecto en la permeanza refleja una tendencia; cuando se aumenta la cantidad de almidon

disminuye (Tabla 9).

Fuente de almidén-concentracion de glicerol

H,: of}ij = 0 para todo 1,

H,: al menos uno (af}j) # 0

Con un valor de p= 0.7862 para fuerza tensil, p= 0.7457 para % elongacion y p= 0.7570 para permeanza
no hay suficiente evidencia para rechazar la hipotesis nula y se concluye que el efecto de la interaccion no

es significativo en las variables respuesta.

Cantidad de almidén-concentracion de glicerol
H,: Byjk = 0 para todo j, k
H,: al menos uno (By;j) # 0
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Con un valor de p=0.7861 para % elongacion y p= 0.6686 para permeanza se acepta la hipotesis nula. El
valor de p= 0.0039 para fuerza tensil permite rechazar la hipotesis nula y se concluye que el efecto de la
interaccion es significativo en esta variable respuesta. Es decir que la fuerza tensil promedio de la ldmina
comestible depende de la combinacion cantidad de almidén-concentracion de glicerol. Entonces es
conveniente realizar pruebas de diferencias entre las concentraciones de glicerol para una cantidad de

almidon. Para esto se utilizé la prueba de Tukey.

Tabla 10- Prueba de Tukey para fuerza tensil; interacciéon cantidad almidén-concentracion glicerol

Concentracion de glicerol %

Almidoén (g) 0 10 20 30 Totales CG
1.0 15.98 <t 13.31 Pede 6.98 ** 248% 38.75
2.5 2229 20.46 ** 15.35 cdef 5.72%® 63.82
4.0 32.96 ¢ 23.78 & 11.18% 5.12% 73.04

Totales CA 71.23 57.55 33.51 13.32 175.61

Valores con letras diferentes, difieren significativamente (p<0.05); CA= almidén (g); CG= concentracion de glicerol.

En la Tabla 10 se nota que cuando se usa 1g de almidén con 30% de glicerol se manifiesta la peor
condicion; obteniendo en promedio el valor de fuerza tensil mas bajo en las laminas. Al utilizar 4g de
almidon en ausencia de glicerol se obtiene el valor promedio mayor de fuerza tensil en las laminas y
difiere significativamente si se usa a 20% 6 30%. Se puede observar que cuando no se utilizo glicerol en
la formulacion las laminas comestibles presentaron mayor resistencia obteniendo los valores de fuerza
tensil mayores. Estos resultados son comparables a los obtenidos por Oses y colaboradores (2009)
quienes evaluaron esta variable respuesta en laminas a base de almidon de papa utilizando 5 niveles de
glicerol en su formulaciéon (0, 10, 20, 30 y 40%). Ellos ademas observaron la misma tendencia que se
observa en la Tabla 10 al comparar los totales: al aumentar la concentracion de glicerol la fuerza tensil
disminuye. En términos de la tendencia del efecto de la cantidad de almidon se puede apreciar que su

aumento en la formulacién aumenta la resistencia de las laminas.
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Prueba de hipotesis sobre el efecto de los factores principales:

Fuente de almidén Cantidad de almidén Concentracion de glicerol
HOZ(I1:(12:(X3:(14:0 HOZ’)/1:'Y2:'Y3:0 HOZ ﬁ1:ﬁ2:ﬁ3:B420
H,: al menos un a; # 0 H,: al menosuny; #0 H.: al menos un ;#0

Fuerza tensil

Con un valor de p=0.8758 se acepta la hipdtesis nula y se concluye que el efecto del factor fuente de
almidon no es significativo. Con un valor de p<0.000ly p<0.0001 para cantidad de almidén y
concentracion de glicerol respectivamente, se rechaza la hipotesis nula. Hay suficiente evidencia para
decir que estos factores ejercen un efecto significativo en la fuerza tensil promedio de las laminas
comestibles el cual fue explicado en términos de la interaccion de primer orden cantidad de almidon-

concentracion de glicerol.

% Elongacion

Con un valor de P=0.1394 se acepta la hipotesis nula y se concluye que el efecto del factor fuente de
almidon no es significativo. Con un valor de p=0.0151y p<0.0001 para cantidad de almidén y
concentracion de glicerol respectivamente, se rechaza la hipodtesis nula. Hay suficiente evidencia para
decir que estos factores ejercen un efecto significativo en el % elongacion promedio de las ldminas

comestibles.
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Tabla 11- Prueba de Tukey para efecto de cantidad de almidén y concentracion de glicerol

Cantidad de almidén (g) % Elongacion
1.0 2.00°
2.5 2.07%
4.0 2.47°
Glicerol % % Elongacion
0.0 1.70°
10.0 1.68°
20.0 2.04°
30.0 3.29°

Valores en la misma con letras diferentes indican diferencias significativas, p (<0.05)

Si se usan 4.0g de almidon se obtiene el valor de % elongacién mayor y difiere significativamente si se
usa 1.0g. Utilizando 30% de glicerol se obtiene mayor % de elongacion promedio y este difiere

significativamente si se usan las demas concentraciones.

Permeanza

Con un valor de p=0.5876 se acepta la hipdtesis nula y se concluye que el efecto del factor fuente de
almidon no es significativo. El efecto principal de este factor esta opacado por la interaccion de primer
orden fuente de almidon-cantidad de almidon. El efecto global depende de la combinacion de los dos
factores, asi que su efecto no puede ser descartado ya que si se usa en combinacioén con una cantidad de
almidon da mejores resultados. Con un valor de p<0.0001 y p<0.0006 para cantidad de almidon y
concentracion de glicerol, respectivamente, se rechaza la hipdtesis nula. Hay suficiente evidencia para
decir que estos factores ejercen un efecto significativo en la permeanza promedio de las laminas
comestibles. El efecto de la cantidad fue explicado en términos de la interaccion fuente de almidon-
cantidad de almidon. Para el efecto de la concentracion de glicerol se realizaron las comparaciones de

medias y se presentan el resultado a continuacion.
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Tabla 12- Prueba de Tukey para el efecto de concentracion de glicerol en la permeanza

Glicerol % Permeanza
0.0 3.20°
10.0 2.71°
20.0 2.72°
30.0 3.05®

Valores en la misma con letras diferentes indican diferencias significativas p (<0.05)

Se puede observar que ejerciendo su efecto de manera independiente el utilizar glicerol en la formulacion
mejora la propiedad de permeanza al vapor de agua en laminas comestibles. Se obtiene el valor menor de
permeanza usando 10% y difiere significativamente si no se usa glicerol. Se puede observar ademas que
afiadir glicerol es bueno, pero el exceso es igual de malo que no utilizarlo.

Resumiendo, se observo que al aumentar la cantidad de almidon se mejoran las propiedades
mecanicas y de barrera al vapor de agua de la lamina y es por esto que se decidio utilizar 4.0g de almidon
en la formulacion. Se descart6 la posibilidad de utilizar el almidon de fiame como polimero base porque
necesitaba mas tiempo para disolverse y se requeria de mas cuidado durante su procesamiento en el
laboratorio para controlar la formaciéon de espuma. Las laminas a base de almidén de batata y yuca
tuvieron una matriz homogénea con una apariencia mas transparente que las laminas de yautia. El uso del
almidon de yuca present6d la opcion mas adecuada por tener una temperatura de gelatinizacion menor
(65°C) que permite obtener en un corto periodo de procesamiento la desintegracion del almidon
produciendo laminas homogéneas con buena transparencia. A parte de que la solucion filmogenética atin
a 50°C conserva una viscosidad manejable para la elaboracion de laminas con la técnica de moldeado
usada en el laboratorio; reduciendo el riesgo de exposicion a altas temperaturas del bacteriéfago que
pudiesen comprometer su viabilidad. En términos de la concentracion de glicerol utilizar 10 6 20%
provee relativamente el mismo grado de barrera al vapor de agua. Sin embargo, usar 10% no mejora la

flexibilidad de las laminas. Si se desea notar un cambio positivo partiendo de la condicion con ausencia
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de glicerol es necesario agregar 20% de este agente plastificante a la formulacion aunque esto implique

sacrificar un poco la resistencia de la lamina para obtener una mejoria global.

4.4 Evaluacion de la propiedad antimicrobiana

Por definicion un cultivo puro es aquel que contiene una sola clase de microorganismos. Para
corroborar la pureza del cultivo de S. aureus obtenido a través de la ATCC se realiz6 una tincion de Gram
luego de reconstituir el mismo. Esta tincidon, permitié visualizar las células bacterianas bajo el
microscopio y su coloracion diferencial. En la Figura 15a se puede apreciar que las células presentan una
morfologia esférica (cocos) y tienden a mantenerse unidas después de la division celular formando
patrones que se denominan arreglos celulares. Se observan cocos solos, en cadenas y en ramilletes;
predominando el arreglo celular en ramilletes. Los cocos que se agrupan en ramilletes definen el arreglo
celular denominado estafilococos, el cual es caracteristico de la bacteria utilizada en esta investigacion y
del cual recibe su nombre. Las células exhiben una coloracion violeta distintivo de un resultado positivo
a la tincion de Gram. Estas observaciones junto a la ausencia de otra coloracion y morfologias celulares
indican que el cultivo estaba conformado por un solo tipo de microrganismo: estafilococos Gram positivo.
Con este resultado, solamente queda determinar si estos corresponden a S. aureus para validar la pureza
del cultivo.

El medio de cultivo “Mannitol Salt Agar” es un medio selectivo y diferencial. El agente que lo
hace selectivo es la sal cloruro de sodio (NaCl) que se encuentra en una alta concentracion (7.5%). La
mayoria de las bacterias no toleran el ambiente hipertonico que se genera en el medio por el alto
contenido de sal y no sobreviven. Sin embargo las bacterias que pertenecen al género Estafilococos son
halofilicas y crecen bien en este medio de cultivo. El medio contiene manitol como fuente de carbono y
rojo fenol como indicador de pH, lo que permite la diferenciacion entre bacterias patogénicas (S. aureus)
y no patogénicas dentro de este género. La bacteria S. aureus cuando crece en este medio es capaz de
fermentar el manitol con la subsecuente produccion de acidos organicos que acidifican el medio y son

detectados por el indicador rojo de metilo ocasionando un cambio en color de rojo a amarillo en el medio.
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En la Figura 15b se muestra el crecimiento de un estriado a partir del cultivo previamente reconstituido
sobre la superficie de un plato Petri conteniendo “Manitol Salt Agar” (observar en el Apéndice 3 un plato
Petri con medio sin inocular). Se puede observar, que hubo crecimiento acompafiado de un cambio en
color de rojo a amarillo en el medio debido a la fermentacion del manitol tipico de la bacteria S. aureus.
Este resultado apoya la hipotesis de que el cultivo de la bacteria es puro.

De acuerdo a la Hoja de Informacién del Producto suministrada por la ATCC para el
microrganismo, el crecimiento del mismo en el medio de cultivo “Trypcase Soy Agar” debe mostrar
colonias con un color blanco cremoso y morfologia circular con superficie convexa y bordes
redondeados. Al crecer la bacteria en TSA se pudo confirmar la morfologia de colonia descrita por ATCC
y confirmar la pureza e identidad del cultivo reconstituido de S. aureus. Una vez confirmada la pureza
del cultivo, se realizaron “stocks” y se almacenaron a - 80°C para los ensayos posteriores.

La Grafica 1 muestra el crecimiento de S.aureus en “Trypticase Soy Broth” determinado por
espectrofotometria cada 30 minutos, aproximadamente. En la Tabla 11 se resumen los recuentos
(UFC/mL) de la bateria estimados en cada punto de muestreo durante el tiempo estipulado por el cual se
permitio su crecimiento. Los datos obtenidos permiten observar las fases de adaptacion, exponencial y el
inicio de la estacionaria. La curva se inici6 con una cantidad de células que arrojo una lectura de
absorbancia de 0.022 (Tabla 11) muy cercana a la deseada (0.025). La poblaciéon bacteriana permanecio
en fase de adaptacion aproximadamente cuatro horas. Luego comenzo la fase logaritmica con un tiempo
de duracién de diez horas para dar inicio a la fase estacionaria. El crecimiento se detuvo cuando se
observo que la poblacion entr6 en fase estacionaria ya que para esta investigacion solamente era de interés
la fase logaritmica para determinar el tiempo en que le toma a la poblacion alcanzar la fase logaritmica

temprana.

64



Figura 15- Crecimiento de S. aureus en “Mannitol Salt Agar” (a); Observacién microscopica de S.

aureus después de realizar una tincion de Gram (b).
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Grafica 1- Curva de crecimiento de S. aureus en “Tryptic soy broth”
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Establecer la relacion entre cantidad (UFC/mL) de bacterias y lectura de absorbancia permitio
simplificar eventualmente el procedimiento al momento de propagar el fago y realizar las titulaciones de
los lisados de fagos obtenidos. El lisado de fago obtenido a través de la ATCC y los obtenidos de las
propagaciones se titularon usando un cultivo de bacteria hospedera en fase logaritmica temprana con una
lectura de absorbancia de aproximadamente 0.50. Se obtuvo un titulo de 6.0 x 10° UFP/mL para el lisado
obtenido de la ATCC.

Al observar los resultados de los ensayos de infectividad se pudo observar la formacion de placas
de lisis bien definidas y transparentes que sugieren una alta concentracion de fagos presentes, por lo que
se procedio a filtrar los lisados. El lisado obtenido de la propagacion en plato (MOI = 0.0001) tuvo un
titulo de 7.1 x 10® UFP/mL mientras que los titulos obtenidos en los lisados de las propagaciones en
caldo fueron de 3.0 x 10° UFP/mL (MOI = 0.01) y 9.8 x 10* UFP/mL (MOI = 1), respectivamente. Estos
resultados sugieren que la propagacién en plato es mas efectiva en multiplicar los fagos que la
propagacion caldo. No obstante, la propagacion en plato resulta en volumenes considerablemente

menores de lisados y requiere de mayor esfuerzo que la propagacion en caldo.
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Tabla 13- Absorbancia y nimero de microrganismos presentes en un tiempo dado.

Tiempo (hr) Absorbancia Recuentos
(ODg00nm) (UFC/mL)

0.0 0.020 544000
0.5 0.022 580000
1.0 0.022 990000
1.5 0.025 1080000
2.0 0.027 1210000
2.5 0.032 1410000
3.0 0.038 1420000
3.5 0.048 3600000
4.0 0.073 7300000
4.5 0.126 13700000
5.0 0.219 29000000
5.5 0.386 160000000
6.0 0.631 360000000
6.5 0.952 500000000
7.0 1.890 1070000000
7.5 2.540 1150000000
8.0 3410 1870000000
8.5 3.900 2000000000
9.0 4.240 2190000000
9.5 4.480 3300000000
10.0 4.650 4400000000
10.5 4.690 4500000000
11.0 4.720 4700000000
11.5 4.761 nd*
12.0 4.764 nd*

*nd = No se determiné por estar en fase estacionaria y

no ser de interés para esta investigacion

Los lisados filtrados se utilizaron en la prueba de esterilidad. Puesto que no se observo
crecimiento bacteriano en esta prueba, se presume que los lisados no contenian bacterias que pudiesen
interferir en los resultados de esta investigacion. Por tanto, los lisados obtenidos de las propagaciones en
caldo se usaron para elaborar las laminas antimicrobiales y el lisado obtenido de la propagacion en plato

se almacend a 4°C para futuras propagaciones.
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Para evaluar la interaccion in vitro entre la bacteria S. aureus y las laminas comestibles
antimicrobianas se realizaron antibiogramas por el método de difusion en agar. El método de difusion se
basa en la distribucion homogénea del agente antimicrobiano sobre un medio de cultivo solido. El agente
antimicrobiano se difunde por el agar creando un gradiente de concentracion decreciente segun se aleja
del disco. Se espera que si la bacteria si resulta susceptible al agente antimicrobiano, no crezca en las
inmediaciones del disco y forme un halo de inhibicién de tamafio proporcional al grado de sensibilidad de
la bacteria al agente antimicrobiano.

En la Figura 16 se presentan los platos de la prueba de interaccion, antes y después de la
incubacion. En la Figura 16b se puede observar que las laminas con los diferentes tratamientos se
comportaron igual que el control y no mostraron inhibiciéon. Aunque en la figura aparecen tres de los
nueve platos de cada tratamiento, el comportamiento observado fue el mismo en las seis muestras
restantes. Los resultados de esta prueba sugieren la inefectividad del tratamiento segun aplicado ya que el
halo de inhibicion no se formé a partir de los fagos contenidos en las laminas comestibles y la
concentracion de bacterias utilizada (10° 6 10° UFP/mL fagos versus 10° UFC/mL bacterias). Se presume
que este resultado pudo ser motivado porque la razén de fagos a bacterias no es la apropiada o porque las
laminas no permiten a los fagos la movilidad requerida para realizar su funcion.

Como se discutié anteriormente, una de las condiciones que debe prevalecer para que la terapia
fagica sea exitosa es que, si el alimento va a ser tratado durante la fase de iniciacion de la infeccion, debe
haber una compensaciéon empleando una dosis mayor de bacteriofagos. Considerando que los alimentos
deben ser elaborados siguiendo las buenas practicas de manufactura y tomando los controles de inocuidad
apropiados, resulta evidente que la aplicacion de ldminas comestibles persigue controlar el efecto de
microrganismos que entren en contacto con el alimento durante el manejo final del producto previo al
empaque. El contacto de las bacterias con el alimento en estas etapas marcaria el momento de la infeccion

y daria lugar a que dichos microrganismos comiencen sus procesos de crecimiento.
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Figura 16- Evaluacion de la propiedad antimicrobial: (a) platos preparados con las muestras antes

de incubar y (b) platos preparados con las muestras después de incubar.
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Se decidid, entonces, repetir el ensayo usando una concentracién mayor de fago en el tratamiento
designado para la concentracion alta de fagos. Para el nuevo ensayo se evaluaron ldminas con 0, 10* y 10’
UFP/mL de solucion filmogenética (versus 10° UFC/mL de bacterias) y se siguié el mismo procedimiento
anterior. Las laminas elaboradas se evaluaron mediante titulaciéon para corroborar que los fagos se
encuentran en las concentraciones establecidas para cada tratamiento. Los resultados de las titulaciones
fueron 0, 3.0 x 10° y 1.07 x 10" UFP/mL para el control, baja y alta concentracion de fagos,
respectivamente. Estos resultados indican que los fagos se incorporaron a la solucion filmogenética y que
la temperatura a la cual se adicionaron no afect6 su viabilidad.

Cabe recalcar que en el experimento solamente se vario el titulo de la concentracion alta del fago
y todos los demds aspectos se mantuvieron constantes, incluyendo la concentracién de bacterias. La
intencion de hacer esto fue asegurar que los resultados del control y la concentracion baja de fagos eran
iguales que en el ensayo anterior. Ademas, la concentracién alta de fagos se elevo solamente de 10° a
107, en vez de subirlo a 10° (que serfa 10 veces mas que la concentracion de bacterias y hubiese realmente
sido una dosis mayor). Esto se hizo debido a que se observd que las laminas aplicadas tendian a arrugarse
a los pocos minutos se ser colocadas y que la cantidad o tamafio de la arruga parecia aumentar
proporcionalmente a la concentracion de fagos.

En la Figura 17 se muestran los platos Petri después del tiempo de incubacién. El comportamiento
entre las laminas del grupo control y aquellas conteniendo 10’ UFP/mL fue similar, lo que valida tanto los
resultados anteriores como la integridad de la metodologia utilizada. Las laminas con 10° UFP/mL de
fagos no fueron efectivas en inhibir el crecimiento bacteriano.

En los platos Petri con laminas conteniendo 10’ UFP/mL se puede observar un comportamiento
distinto. Se observan zonas claras sin crecimiento por debajo de las laminas, pero no hay halos de
inhibicion que se extiendan mas alla de las areas de contacto. La aparicion de areas de inhibicion sugiere
que aumentar la dosis de fagos tiene un efecto positivo en la efectividad de la terapia.

El método de difusion en agar ha sido empleado para estudiar la interaccion in vitro de laminas

comestibles conteniendo diferentes agentes antimicrobianos como extracto de “Kiam wood” (Chana et al.,
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2011), aceite de Cymbopogon citratus (Maizura et al., 2007) y acidos organicos (Manab et al., 2011) entre
otros. Los estudios reportan que los agentes antimicrobianos migran a partir de las laminas y se difunden
a través del medio sélido usado formando gradientes de concentracion que definen halos de inhibicion de
crecimiento bacteriano. La ausencia de halos de inhibicion apoya la hipotesis de que los fagos quedan
inmovilizados en la matriz de las laminas comestibles o no tienen la capacidad de difundirse a través del

agar.

Figura 17- Ensayo antimicrobial usando una concentracién alta de 10’ UFP/mL
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V. CONCLUSIONES

Al finalizar este trabajo, se pueden llegar a las siguientes conclusiones a partir de los datos obtenidos bajo

las condiciones de investigacion:

L.

Los farinaceos respondieron de manera distinta ante los tratamientos de desactivacion enzimatica
aplicados. El tratamiento D desactivo las enzimas en los tubérculos evaluados a los dos minutos
de exposicion, el tratamiento C fue efectivo al mismo tiempo de exposicidon solo para yuca. Los
resultados de los tratamientos A y B no fueron efectivos para ninguno de los tubérculos. Por lo
tanto una solucion de acido citrico al 1% con pH 2.27 sola o en combinacion con concentraciones
de bisulfito de sodio por debajo de 0.5% no desactivan las enzimas en 16 minutos.
Los almidones de yuca, fiame, batata y yautia bajo el microscopio mostraron formas e hilios
caracteristicos de cada uno, y bajo luz polarizada mostraron un patrén birrefringente. Por lo tanto
el método de extraccion no afectd la morfologia ni la organizacion granular de los almidones
extraidos.
La composiciéon proximal (contenido de proteina, ceniza, grasa y fibra) proporciona una medida
indirecta de la pureza de los almidones extraidos. Se obtuvieron valores bajos de esos
componentes y la suma de los porcentaje obtenidos es menor de 1.0% indicando un alto nivel de
pureza en los almidones extraidos.
En general los almidones presentaron una blancura total y contenido de amilosa que les permite
su aplicacion en la elaboracion de laminas comestibles.
Al observar el efecto de los factores que se tomaron en consideracion al momento de elaborar las
laminas se puede decir que:

e La resistencia de la lamina aumenta al aumentar la cantidad de almidon y bajar la

concentracion de glicerol en la formulacion.
e La flexibilidad de la lamina aumenta al aumentar la cantidad de almidon y usando una

concentracion mayor o igual a 20% de glicerol.
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e La permeanza disminuye si se aumenta la cantidad de almidon y se obtienen mejores
resultados si se usa con fiame. Por el contrario si se aumenta la concentracion de glicerol
aumenta la permeabilidad.

6. El cultivo de S. aureus obtenido de la ATCC al observarse bajo el microscopio presento la forma
y arreglo caracteristico de esta bacteria. Fue capaz de crecer y fermentar el manitol en el medio
selectivo y diferencial para S. aureus “Mannitol Salt Agar” ademas de presentar las caracteristicas
comunes de colonia al crecer en el medio “Trypticase Soy Agar”. Estos resultados permiten
concluir que en efecto el cultivo estaba compuesto por la bacteria S. aureus con la ausencia de
otro tipo de microorganismos.

7. Los resultados muestran que hay un efecto inhibidor del fago pero se tienen que considerar lo
siguiente:

e [a ausencia de formacion de halo de inhibicion sugiere que el fago no tiene movilidad en
la lamina ni en el agar.

e Para que sea efectivo, la concentracion de fagos debe ser cercano (o mayor) a la de

bacterias.

VI. RECOMENDACIONES

Los almidones estudiados en esta investigacion a partir de farinaceos cultivados localmente en Puerto
Rico fueron caracterizados parcialmente y exhibieron caracteristicas segiin el método de extraccion usado
que los hace apto para aplicaciones industriales como la produccion de jarabes y alimentos enlatados.
También se pueden elaborar laminas comestibles a partir de cualquiera de ellos. Es evidente que el
procesamiento de estos farindceos para la produccion de almidéon les agrega valor y pueden ser
introducidos al mercado del almidon. Para conocer en detalle las propiedades de estos almidones y
recomendar su uso en una aplicacién en particular se recomienda continuar con la caracterizacion de

dichos almidones; realizando estudios para:
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1. Determinar la calidad microbioldgica del almidén con el método de extraccion usado.
2. Determinar las propiedades de solubilidad, empastamiento e hinchamiento de los almidones, y

estudiar la retrogradacion de los geles.

En el caso de utilizar los almidones para la elaboracion de laminas comestibles se recomienda para
mejorar las propiedades de barrera al vapor de agua realizar modificaciones en el almidon, explorar el
uso de incorporar otros polimeros a la formulacion y la induccion de enlace cruzados en la matriz de las

laminas.
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APENDICE 1- ANALISIS ESTADISTICO

Las observaciones del experimento factorial 4x4x3 dispuesto en un disefio de bloques
completamente aleatorizado pueden describirse mediante el siguiente modelo lineal donde m es el nimero
de bloques.
Yijm= protPityictaBitoyutByictapyictEinm  1=1,2,3,4;j=1,2,3,4,k=1,2,3; m=1, 2
Resultados del ANOVA para el experimento factorial.
9/27/2012 -

New table: 3:41:03 PM

Analysis of variance

Fuerza tensil

Variable N R*
Fuerza tensil 96 0.85

2dj R* CV
0.70 38.25

Analysis of variance table (Partial SS)

5.V. 55 df MS F p-value
Model. 8532.85 48 177.77 5.67 <0.0001
Bloque 585.29 1 585.29 18.68 0.0001
Fuente de almiddn 21.52 3 7.17 0.23 0.8758
Cantidad de almiddn 1258.72 2 629.36 20.09 <0.0001
[Glicerol] 5269.68 3 1756.56 56.07 <0.0001
Fuente de almiddén*Cantidad.. 348.27 6 58.05 1.8 0.1091
Fuente de almiddén*[Glicero.. 170.63 9 18.96 0.61 0.7862
Cantidad de almiddén*[Glice.. 705.35 6 117.56 3.75 0.0039
Fuente de almiddén*Cantidad.. 173.38 18 9.63 0.31 0.9958
Error 1472.35 47 31.33
Total 10005.19 85
% Elongaciodn

Variable N R* Adj R* CV

$ Elongacidén 96 0.75 0.49 90.93
Analysis of variance table (Partial SS)

5.V. 55 df MS F p-value
Model. 24600.08 48 512.50 2.86 0.0002
Bloque 1.01 1 1.01 0.01 0.9405
Fuente de almiddén 2312.78 3 770.93 4.31 0.0092
Cantidad de almiddn 2086.39 2 1043.19 5.83 0.0055
[Glicerol] 11352.60 3 3784.20 21.15 <0.0001
Fuente de almiddén*Cantidad.. 2905.21 6 484.20 2.71 0.0244
Fuente de almiddén*[Glicero.. 2265.8 9 251.76 1.41 0.2124
Cantidad de almidén*[Glice.. 1389.50 6 231.58 1.29 0.2784
Fuente de almidén*Cantidad.. 2286.76 18 127.04 0.71 0.7837
Error 8410.18 47 178.94
Total 33010.26 95
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Permeanza

Variable N R* &dj R* CW
Permeanza 96 0.70 0.39 15.53

Analysis of variance table (Partial SS)

S5.V. 55 df MS F p-value
Model. 22.40 48 0.47 2.27 0.0028
Bloque 1.29 1 1.29 6.29 0.0156
Fuente de almiddn 0.40 3 0.13 0.865 0.5876
Cantidad de almiddn 5.91 2 2.96 14.39 <0.0001
[Glicerol] 4,31 3 1.44 6.99 0.0006
Fuente de almiddén*Cantidad.. 5.18 6 0.8 4.20 0.0018
Fuente de almiddén*[Glicero.. 1.18 9 0.13 0.64 0.7570
Cantidad de almiddén*[Glice.. 0.8 6 0.14 0.68 0.6686
Fuente de almiddén*Cantidad.. 3.28 18 0.18 0.89 0.5952
Error 9.66 47 0.21
Total 32.06 95

Antes de proceder a la comprobacion de si existen diferencias entre las medias se debe verificar si el
analisis de varianza es valido. Para esto, al realizar el ANOVA se crearon las variables correspondientes a
los residuos y predichos que se utilizaron en las pruebas de los supuestos necesarios para que el analisis

esté en cumplimiento. Las pruebas fueron; la prueba de normalidad de Shapiro Wilks y la prueba de

homogeneidad de varianzas.

Resultados de la prueba de normalidad de residuos.

New table: 9/27/2012 - 7:31:53 PM

Shapiro-Wilks (modified)

Variable n Mean S5.D. W*

p(one tail)

RES_Fuerza tensil 96 0.00 3.94 0.99
RES_% Elongacién 96 0.00 9.41 0.85
RES Permeanza 96 0.00 0.32 0.98

0.9948
<0.0001
0.4267

Hipotesis estadisticas:

H,: Se cumple con el supuesto de normalidad

H,: No se cumple con el supuesto de normalidad

Con un valor de p=0.9948 para Fuerza tensil y p=0.4267 para Permeanza mayor a o (0.05) no se rechaza
la hipdtesis nula. No hay evidencia suficiente para decir que los residuos no tienen distribucion normal.

En el caso de los residuos de % Elongacion se obtuvo un valor de p<0.0001 bajo, indicando que no se
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cumple con el supuesto de normalidad. Para observar las distribuciones en los residuos se realizaron Q-Q
plot. A continuacién se presentan las graficas con la variable Residuos (RES) para Fuerza tensil,

%-FElongacion y Permeanza. La aproximacion de los puntos a la recta sugiere que la distribucion de los

residuos es normal para Fuerza tensil y Permeanza a diferencia de % Elongacion.
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La homogeneidad de varianzas se inspeccioné graficamente mediante un grafico de dispersion. Los

mismos se presentan a continuacion.
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SRES Fuerzatensil

Se puede observar que en la grafica 1 y 2 no se manifiesta ninguna tendencia o patrén de dispersion. A
diferencia de la grafica 3 que muestra un patron de dispersion hacia la izquierda. Se realiz6 nuevamente el
grafico de dispersion pero particionando los residuos estudiantizados de %Elongacion por cada factor y se

presentan a continuacion en graficas separadas. Se puede observar (grafica 3 abajo) que el patron de
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dispersion es influenciado por la concentracion de glicerol.
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4.344

Como se puede observar es necesaria una transformacion para los datos de la respuesta % Elongacion ya
que no cumple con ninguno de los supuestos en la escala original. Se probaron dos transformaciones:
logaritmica y raiz cuadrada. La transformada logaritmica resultd ser la mas apropiada en este caso porque
cumple con ambos supuestos. A continuacion se presentan los resultados del ANOVA realizado y la
prueba de Shapiro Wilks con los datos de % Elongacion transformados ademas de la representacion

grafica de la inspeccion de la homogeneidad de varianzas junto al Q-Q plot (prueba de normalidad). En

PRED_9% Elongacidon

O00@®

SRES_% Elongacion-0.00
SRES_% Elongacion-0.10
SRES_% Elongacion-0.20
SRES_% Elongacion-0.30

base a estos resultados se decidid utilizar los datos transformados.
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New table: 9/27/2012 - 7:30:43 PM
Analysis of variance

Variable N R* &dj R* CWV
LN % Elongacidén 96 0.74 0.47 30.94

Analysis of variance table (Partial SS)

2w ¥ 55 df MS F p-value
Model. 59.96 48 1.25 2.75 0.0004
Bloque 0.42 1 0.42 0.%91 0.3437
Fuente de almiddn 2.62 3 0.87 1.92 0.139%4
Cantidad de almiddén 4,17 2 2.08 4.59 0.0151
[Glicerol] 41.62 3 13.87 30.53 <0.0001
Fuente de almiddén*Cantidad.. 2.77 6 0.46 1.02 0.4258
Fuente de almiddén*[Glicero.. 2.67 9 0.30 0.65 0.7457
Cantidad de almidén*[Glice.. 1.43 6 0.24 0.53 0.7861
Fuente de almiddén*Cantidad.. 4.26 18 0.24 0.52 0.9343
Error 21.36 47 0.45
Total 81.32 95

C:\Users\Antonio\Desktop\Nydia 2012\ANOVA\Tabla analisis disefio de blogues ma.IDB2: 9/28/2012 - 8:45:24 PM

Shapiro-Wilks (modified)

Variable n Mean 5.D. W* p(one tail)

RES logelong 96 0.00 0.47 0.96 0.0617
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PRED_LN_% Elongacion Normal quantiles(-2.7756E-016,0.22484)

Una vez realizadas las pruebas de cumplimiento de los supuestos, se consideran validos los resultados del
analisis de varianza. Se procedio a evaluar las interacciones de segundo orden, luego las de primer orden

y los efectos principales de los factores.
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APENDICE 2- METODO DE KIRBY-BAUER

1IN\

Distribucion homogénea del in6culo

Lamina comestible Zona de inhibicién

Zona de crecimiento
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APENDICE 3- MEDIO “MANNITOL SALT AGAR” Y PLACAS DE LISIS DEL BACTERIOFAGO 52

“Mannitol Salt Agar” sin inocular con S. aureus

Placas de lisis del bacteriofago 52
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