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RESUMEN

Investigaciones en envases activos muestran que compuestos puros de origen
vegetal incorporados a los materiales de envase se degradan por efecto de las
temperaturas de procesamiento utilizadas durante la fabricacién por extrusion.
En este estudio se evalud la capacidad antibacteriana de tres extractos: té
verde (ETV), orujo de uva (EOU) y apio (EA) contra Escherichia coli, Salmonella
tiphymurim, Salmonella Cholearesuis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes, Listeria ivanovii, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis. Se seleccion6 a ETV para adicionarse en la fabricacion de
peliculas de polietileno de baja densidad (PEBD) por presentar actividad
antibacteriana contra un mayor rango de bacterias (L. monocytogenes, S.
aureus y P. aeruginosa). Los compuestos identificados en ETV fueron galato de
epigalocatequina (GEGC) 133.59+20.18 mg/g, cafeina (Cf) 98.27+12.31 mg/qg,
epicatequina (EC) 27.96+2.80 mg/g y &cido gélico (AG) 0.58+0.11 mg/g. Se
estimé galato de galocatequina (GGC) en un rango de 24.32 — 33.02 mg/g. Se
elaboraron dos peliculas de PEBD adicionada con ETV al 0 y 4.35%. La
pelicula con ETV presentd actividad antibacteriana contra L. monocytogenes
con una reduccion del 39.22% del crecimiento en 48 h de contacto. El proceso
de extrusion ejercié un efecto significativo en la degradacion de los compuestos
presentes en el ETV, manteniéndose el 32.91% de la Cf contenida en el ETV
agregado al PEBD. No se detectaron las catequinas cuantificadas previamente
en el ETV, excepto GEGC en niveles que no fue posible cuantificar. Estas
pérdidas afectaron la actividad antibacteriana, efecto que se confirmé por la

ausencia de efectividad contra S. aureus y P. aeruginosa.

Palabras clave: actividad antibacteriana, té verde, extracto, envase activo,
extrusion, PEBD.
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ABSTRACT

Pure natural compounds added to plastic active packaging degrade as a result
of the processing temperatures during extrusion. In this study the antibacterial
activity of three extracts obtained from green tea (ETV), grape pomace (EOU)
and celery (EA) was evaluated against Escherichia coli, Salmonella tiphymurim,
Salmonella Cholearesuis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes,
Listeria ivanovii, Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis. ETV
presented activity against L. monocytogenes, S. aureus and P. aeruginosa and
was selected to be added in the manufacture of films made of low density
polyethylene (LDPE). Five compounds were identified and quantified in the ETV:
epigallocatechin gallate (GEGC) 133.59+£20.18 mg/g, caffeine (Cf) 98.27+12.31
mg/g, epicatechin (EC) 27.96£2.80 mg/g and gallic acid (AG) 0.58+0.11 mg/qg.
Gallocatechin gallate (GGC) was estimated in the range of 24.32 - 33.02 mg/g.
Two films added with O (control film) and 4.35% (ETV film) of ETV were
manufactured. The ETV film presented antibacterial activity against L.
monocytogenes with a growth reduction of 39.22% at 48 h of contact. The
extrusion process promoted the degradation of the ETV components finding a
32.91% of the Cf added to the ETV film. Catechins previously quantified in the
ETV were not detected in the film except EGCG at levels that could not be
qguantified. These losses affected the antibacterial activity against S. aureus and
P. aeruginosa.

Keywords: antibacterial activity, green tea extract, active packaging, extrusion,
LDPE.
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INTRODUCCION

Los alimentos son productos perecederos por naturaleza y estan expuestos a
cambios que pueden incidir en su calidad (pérdida de nutrientes y atributos
sensoriales) o conservacion (Ortega-Ramirez et al., 2014; Ulloa, 2007). Las
reacciones deteriorativas que se llevan a cabo en los alimentos pueden ser de
tipo fisico, quimico, enzimético y biolégico, dentro de este Ultimo se encuentran
las ocasionadas por los insectos y microorganismos (Robertson, 2012). Las
alteraciones ocasionadas por los microorganismos hacen a los alimentos
inaceptables para su consumo y se asocian como una de las principales
causas de enfermedades. El tipo de microorganismos presentes en un alimento
en particular estd influido por factores intrinsecos y extrinsecos. Los primeros se
asocian a la naturaleza del alimento, tales como el pH, actividad de agua y
composicion. Los factores extrinsecos se asocian a las condiciones del medio
donde se encuentra el alimento, dentro de ellos estan la temperatura, humedad
relativa, asi como la presencia y concentracion de gases. Para retrasar el
deterioro de los alimentos el mayor tiempo posible se recurre a diferentes
procesos de conservacion (Sivansankar, 2005).

La conservacion de un alimento se logra mediante procesos tecnoldgicos
(esterilizacion, secado, congelacion, etc.) o mediante el empleo de aditivos
(Carocho et al., 2014; Duran, 2001). La mayoria de los alimentos combinan los
procesos tecnoldgicos con el uso de aditivos para conservar la frescura, mejorar
el valor nutricional, optimizar las propiedades sensoriales o mantener la calidad
y seguridad. Los aditivos o conservadores de origen natural o artificial, se
agregan a los alimentos de manera intencional durante su produccion,

almacenamiento, envasado o transporte afectando las caracteristicas de tales
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alimentos (Carocho et al., 2014). La incorporacion intencional de aditivos a los
materiales de envase o espacio de cabeza influyen significativamente en la
conservacion de los alimentos, estos desarrollos tecnolégicos son conocidos
como envases activos (Robertson, 2012).

Actualmente la industria alimentaria muestra una tendencia a utilizar los
conservadores naturales como respuesta a las exigencias de los consumidores
por productos minimamente procesados y de ser posible sin aditivos o0 con
aditivos naturales (Carocho et al., 2014; Duran, 2001; Ortega-Ramirez et al.,
2014). Las concentraciones empleadas en la aplicacion directa a los alimentos
para lograr su actividad, impacta en sus propiedades organolépticas (Ortega-
Ramirez et al., 2014; Siripatrawan y Noipha, 2012). Por tal motivo una
alternativa tecnoldgica es la utilizacion de envases activos, en los cuales los
aditivos antimicrobianos son liberados de manera gradual al alimento. Estos
tienen como objetivo prolongar la fase de latencia y disminuir la velocidad de
crecimiento de los microorganismos, de tal manera se mantiene la seguridad y
prolonga la vida de anaquel del alimento (Carocho et al., 2014; Valdés et al.,
2014).

A pesar de que existen diversos estudios donde se ha comprobado la actividad
antimicrobiana de aditivos naturales como los aceites esenciales y extractos
herbales, so6lo algunos se han incorporado en los envases. Debido a que cada
resina utilizada en los envases es diferente y existe una gran cantidad de
extractos y aceites esenciales antimicrobianos, resulta necesario estudiar su
incorporacion y posible efecto para la potencial obtencién de un envase activo.
Por tal motivo el objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del proceso de
fabricacion (extrusion) de una pelicula plastica adicionada con un extracto

vegetal sobre su actividad antibacteriana.
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ANTECEDENTES

Actividad Antimicrobiana de Extractos Vegetales

El hombre ha utilizado desde la época primitiva, aditivos naturales para
preservar alimentos perecederos, siendo los primeros la sal, miel y algunas
especias en combinacién con procesos como el secado, la fermentacion o el
ahumado (Amérita, 2004). Existe una gran variedad de especias, frutos y
vegetales que poseen compuestos de interés en hojas, semillas, flores y bulbos
gue les confieren actividad antimicrobiana (Chen et al., 2012; Ignat et al., 2011,
Xi, Sullivan et al., 2012). Algunos extractos vegetales poseen actividad
antioxidante, antimutagénica, antifingica y/o antibacteriana. La actividad
antibacteriana se debe principalmente al efecto combinado de la absorcién de
polifenoles en las membranas de las bacterias con la generacion de
hidroperoxidos, ocasionando la salida del contenido celular (Negi, 2012).

Dentro de los extractos que poseen actividad antimicrobiana reportada se
encuentran el de orujo de uva, apio y té verde. El orujo o bagazo de uva es el
desecho generado en la produccion vinicola y esta constituido por el 50% de
hollejo o piel, 25% de semillas y 25% de tallos (Jin y Kelly, 2009; Sagdic et al.,
2012). Investigaciones atribuyen la actividad antimicrobiana a los compuestos
fendlicos presentes en la uva; en la piel se encuentran principalmente taninos
condensados, flavanoles, acidos fenolicos y resveratrol. Por su parte en las
semillas y tallos se localiza la mayor parte del contenido fenélico, conformado
de catequinas, oligdbmeros de procianidinas, estilbenos, acidos fendlicos y rutina
(Katalini¢ et al., 2010; Perumalla y Hettiarachchy, 2011; Xia et al., 2013).
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En un estudio in vitro el extracto de semilla de uva fue capaz de inhibir el
crecimiento de diferentes cepas de Campylobacter a partir de una
concentracion de 20 mg/l. Esta actividad fue atribuida a las catequinas
(catequina y epicatequina), proantocianidinas (procianidina B1 y B2) y acidos
fendlicos (acido caftérico) principales componentes del extracto (Silvan et al.,
2013). Los mecanismos de accion propuestos para las catequinas y &cidos
fendlicos se relacionan con dafio en la membrana, afectaciones a la bomba
sodio-potasio (ATPasa), union a proteinas, inhibicion de enzimas y alteraciones
de ADN (Cheng et al., 2012; Oliveira et al., 2013; Silvan et al., 2013; Sivarooban
et al., 2008).

Otro de los extractos naturales que ha demostrado tener actividad
antimicrobiana es el de apio (Apium graveolens). Este vegetal se consume
fresco o cocido y desde la antigiedad se ha utilizado por sus propiedades
medicinales y actualmente como saborizante en diversos alimentos (Casseres,
1980; Martinez et al., 2003). El aceite esencial ha demostrado actividad
antibacteriana contra cepas de S. aureus aisladas de pollo y cepas de L.
moncytogenes y L. ivanovii aisladas de carne molida (Misic et al., 2008). En un
estudio in vitro el aceite esencial de apio demostré actividad inhibitoria contra
diversas bacterias (Alcaligenes faecalis, Enterobacter amnigenus vy
Enterobacter gergoviae), siendo la méas susceptible Listeria innocua. Dicha
actividad fue atribuida a [-selineno, felandral, limoneno y epiglobulol,
principales compuestos identificados en el aceite esencial (Alves-Silva et al.,
2013).

Ademas del aceite esencial, extractos metanodlicos de apio han presentado
actividad contra hongos (Candida albicans, C. kreussei y C. parapsilosis) y
bacterias (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y Enterococcus faecalis). Esta
actividad se ha relacionado con su alto contenido de compuestos fendlicos (340
mg equivalentes de catequina/g (EqC/g de extracto). Aunque se desconocen los
mecanismos de accion, los propuestos consisten en ataque a la bicapa de

fosfolipidos en la membrana, disrupcion de sistemas enzimaticos, oxigenacion

17



de &cidos grasos insaturados, dafio de lipidos y proteinas, y distorsion del flujo
de electrones (Alves-Silva et al., 2013; Edziri et al., 2012).

Otra fuente natural con actividad antimicrobiana probada es el extracto de té
verde (Camellia sinensis). El té verde es una bebida tradicional y popular con
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatorias y
anticarcinogénicas (Perumalla y Hettiarachchy, 2011). La actividad inhibitoria
del extracto de té verde contra bacterias Gram positivas (Staphylococcus) y
negativas (E. coli, Salmonella y Klebsiella pneumoniae) esta relacionada con la
membrana citoplasmética. Las bacterias Gram negativas poseen una capa
delgada de peptidoglucanos unida a lipopolisacaridos, lipoproteinas y
fosfolipidos confiriéndole proteccién, en cambio las Gram positivas poseen
varias capas de peptidoglucanos que proporcionan a la pared rigidez y grosor,
ver figura 1 (Si et al., 2006; Tortora et al., 2007). Los lipopolisacaridos,
lipoproteinas y fosfolipidos también confieren resistencia a las bacterias, estos
dificultan la interaccién de los antibiéticos con los peptidoglicanos evitando la

ruptura de la célula.
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Figura 1. Pared celular en bacterias Gram positivas y Gram negativas. Imagen
modificada de http://microbioenergetica.squarespace.com/bacteriologa/2014/7/21/bacterias-
gram-positivas
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La utilizacion de extractos vegetales dependera de su efectividad contra
microorganismos patoégenos o deteriorativos especificos, del alimento donde se
desea aplicar el extracto y los efectos que ejerce sobre las caracteristicas
sensoriales del alimento. En ese sentido se desea que el extracto tenga una
actividad antimicrobiana contra un amplio rango de microorganismos para no
limitar su aplicacion, y ademas no infiera sabores, colores u olores indeseables

al alimento sino por el contrario los mejore.

Constituyentes Quimicos de los Extractos Vegetales

La dieta del ser humano incluye especias, frutos y vegetales donde se
encuentran presentes compuestos bioactivos que les confieren actividad
antimicrobiana. Estos compuestos pueden ser agrupados como polifenoles
(figura 2), flavonoides, taninos, alcaloides, terpenoides, isotiocianatos, lectinas,
polipéptidos, entre otros. Los compuestos fendlicos también denominados como
polifenoles, tienen una estructura quimica que se caracteriza por presentar al
menos un anillo aromético con uno o méas grupos funcionales hidroxilos
(Amarita, 2004; Ignat et al., 2011; Negi, 2012; Sakakibara et al., 2003).
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Figura 2. Perfil tipico HPLC de polifenoles, con 28 compuestos abundantes en
alimentos vegetales. Imagen modificada de Sakakibara et al., (2003).
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Componentes del Orujo de Uva (Vitis vinifera L.)

El orujo de uva (Vitis vinifera L.) es una fuente valiosa de polifenoles naturales,
dentro de los que se encuentran los acidos fendlicos (acido galico (AG), 3y 4-8
glucopiranésidos, acido caftarico, &cidos cis- y trans- coutarico), alcoholes
fendlicos  (2-hidroxi-5-(2-hidroxietil)  fenil-B-glucopirandsido), flavan-3-oles
(catequina (C), epicatequina (EC), procianidina B1) y flavonoides (quercetina-3-
glucosido y 3-glucuronido, kaemferol 3-glucésido y 3-glucurénido, kaemferol 3-
glucésido y 3-galactosido, eucrifina, astilbina y engeletina) (Lu y Yeap Foo,
1999). Los extractos de semillas contienen un 74-78% de proantocianidinas,
como la C, EC y epicatequina-3-O-galato (figura 3). El contenido de estos
compuestos depende del solvente utilizado para la obtencion del extracto.
Cheng et al. (2012), realizaron a partir de residuos de uva Pinot noir
extracciones con acetona, etanol y metanol en proporciones de 1:1 con agua
para evaluar el efecto del solvente en el contenido fendlico, actividad
antioxidante y antimicrobiana. Como resultado obtuvieron el mayor contenido de
fenoles totales utilizando acetona (148.3 mg Equivalente Acido Galico (EAG)/g
de extracto) comparado con los extractos etandlico (112.5 mg EAG/g) y
metandlico 124.2 mg EAG/Qg).
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Componentes del Apio (Apium graveolens)

Para el apio (Apium graveolens), se ha reportado un mayor contenido total de
fenoles en un extracto con acetona al 70% (69.5 mg EAG/g) que en un extracto
etandlico (3.8 mg EAG/ g) o acuoso (6.1 mg EAG/g) (Sulaiman et al., 2011). En
la extraccion de los compuestos bioactivos no solo influye el tipo de solvente
sino también la parte del vegetal empleada. Reportes para extractos etandlicos
de apio indican un contenido total de fenoles mayor en hojas (1637.1 mg
EAG/100 g) que en las raices (233.1 mg de EAG/100 g) (Stankevicius et al.,
2011). Un comportamiento similar se observd en extractos con acetona, donde
se obtuvo un contenido total de fenoles mayor en hojas (16.76 mg/100 g peso
fresco) que en los tallos (1.58 mg/100 g peso fresco) (Ji et al.,, 2011). En el
aceite esencial los principales componentes son el limoneno, sedanenolida,
sedanolida, B-selineno, felandral, epiglobulol, miristicina, a y B-pineno (figura 4)
(MiSic¢, et al., 2008; Alves-Silva et al. 2013).

Yao et al., (2010) analizaron el contenido total de fenoles, flavonoles y acidos
fendlicos de 11 cultivares de apio. Siendo el cultivar Shengjie el de mayor
contenido total de fenoles con 5.02 mg EAG/100 g, flavonoles 169.79 mg/100 g
y acidos fenolicos de 223.49 mg/100 g. Estos ultimos corresponden al acido p-
cumarico, acido ferudlico y acido cafeico. Los aceites esenciales de diferentes
partes del apio se encuentran conformados por furanosesquiterpenoides (54.1-
70.3%), monoterpenos hidrocarbonados (23.1-39.5%) y sesquiterpenos
hidrocarbonados (3.2—4.0%). Los furanosesquiterpenoides mas abundantes son
el curazeno y 1B-acetoxifuranoeudesm-4(15)-eno. De Ilos monoterpenos
hidrocarbonados los mas abundantes son el a-pineno y B-felandreno, seguidos

del B-pineno y mirceno (Maggi et al., 2012).
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Componentes del Té Verde y sus Extractos (Camellia sinensis)

Actualmente, existe una busqueda de productos con beneficios para la salud,
una opcién de este tipo de productos es el consumo de té verde (Camellia
sinensis) con una gran variedad de marcas disponibles. Estos provienen de
diversas regiones del mundo, afectando el contenido de polifenoles y otros
compuestos, siendo el contenido de fenoles un indicador de la calidad. En una
infusion (1 g de té seco/200 ml agua) se ha reportado un contenido total de
1.628 mg de EAG/ ml y un contenido total de flavonoides de 0.32 mg EqC/ml
(Mufioz-Velazquez et al., 2012). De los compuestos fendlicos las catequinas
son los compuestos mas abundantes reportandose al galato de
epigalocatequina (GEGC, 120 mg/g peso seco) como mayoritario, seguido de
epigalocatequina (EGC, 42.4 mg/g peso seco), galato de epicatequina (GEC,
28.0 mg/g peso seco) y galato de galocatequina (GGC, 7.3 mg/g peso seco)
(figura 5) (Belitz et al., 2009; Chen et al., 2010; Rusak et al., 2008).

En el extracto de té verde (ETV) ademas de las catequinas existen otros
compuestos como los alcaloides de purina (xantina), flavonoles O-glicosilados,
flavonas C-glicosiladas, proantocianidinas, acidos fendlicos, terpenoides, acidos
grasos, aceites esenciales y aminoacidos como la teanina (aminoacido mas
abundante) (Deng y Zhao, 2011; Kiehne y Engelhardt, 1996). Debido a que en
un extracto crudo se tiene una gran diversidad de compuestos, la separacién en
fracciones facilita la identificacion de los principales componentes. En el trabajo
efectuado por Si et al., (2006) se obtuvieron dos fracciones utilizando una
mezcla de hexano/ acetato de etilo/ metanol/ agua, la primera constituida por
cafeina (Cf), C, EC y GEGC. Mientras que la segunda fraccion solo estaba

conformada por GEC.

26



T" OH S
(’\y HO. o "‘\©:OH
“076. AON R \QE)

) | s,
\)\J\o“ I”OH

. Epicatequina
Catequina

Cg( Q

Galatode
Cafeina epicatequina

OH

OH
HO. O OH
: ~oH

HO
Epigalocatequina
OH

©t°”
LONGRY oH
OH
"’o-g —QOH
o OH

Galatode
epigalocatequina

Figura 5. Hojas frescas y secas de Té verde y principales componentes

hidrosolubles en las hojas.

27



Por otra parte Perva-Uzunali¢ et al., (2006) obtuvieron diferencias en el
contenido de los principales componentes del té verde dependiendo del
solvente empleado para las extracciones. Sus resultados mostraron un mayor
contenido de catequinas (501 g/kg peso seco), flavonoles (16.9 g/kg peso seco)
y proantocianidinas (14.7 g/kg peso seco) en extractos metandlicos
comparados con extractos acuosos (237 g/kg, 11.4 g/kg y 12.0 g/kg

respectivamente).

Susceptibilidad de los Compuestos Fendlicos en Extractos Vegetales a

Tratamientos Térmicos

Un grupo importante de compuestos fendlicos presentes en los vegetales son
los flavonoides, en su mayoria son hidrosolubles y estables al calor, son
susceptibles a cambios fisicos, quimicos y a tratamientos térmicos excesivos.
En los alimentos los acidos fendlicos representan una tercera parte de los
compuestos fendlicos y pueden estar presentes de forma libre o unidos
mediante enlaces éster, éter o acetal a varios componentes de las plantas. La
aplicacion de tratamientos térmicos en extractos ricos en acidos fendlicos ha
incrementado el contenido de acido p-cumarico (de 5.58 a 45.05 ug/g). Sin
embargo el contenido de ésteres fendlicos como el acido clorogénico se reduce
al aumentar el tiempo y temperatura. Esta disminucién se debe a la ruptura del
enlace éster como consecuencia del tratamiento térmico (120 °C por 90 min)(Xu
et al., 2007).

En el trabajo de Kim et al., (2006), se evaluo el efecto del calentamiento en el
contenido de compuestos fendlicos (catequinas) en extractos de semillas de
uva. Las semillas se sometieron a diferentes temperaturas (50, 100, 150 y 200
°C) para la obtencién de los extractos etandlicos. Los resultados indicaron un
incremento de las catequinas y Cf (de 2.32 mg/ml a 3.18 mg/ml), atribuido al

rompimiento de enlaces covalentes ocasionado por los tratamientos térmicos.
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Por otra parte en cultivos de apio sometidos a procesos de hervido, blanqueado
y vapor provocaron pérdidas en el contenido total de fenoles de 37.7%, 47.6% vy
1.9% respectivamente. Este mismo comportamiento se observo en los acidos
fendlicos (acido cafeico, &cido ferulico y acido p-cumérico) y flavonoles
(apigenina, luteolina y kaepmferol), compuestos relacionados con la capacidad
antioxidante del apio (Yao y Ren, 2011). También compuestos como el
limoneno y a-pineno (presentes en aceites esenciales de apio) son susceptibles
a tratamientos térmicos drasticos como la pasteurizacion (Farnworth et al.,
2001).

En lo que respecta al té, el contenido de compuestos fendlicos es afectado por
el método de produccion. Por ejemplo se denomina como té verde al obtenido a
partir de hojas de Camellia sinesis deshidratadas, trituradas y no fermentadas
minimizando su oxidacion (Coe et al., 2013). Se han realizado diversos estudios
donde se evalua el efecto que los tratamientos térmicos tienen sobre los
compuestos fendlicos del té. Wang et al., (2000) evaluaron el efecto de los
tratamientos de vapor o tostado en té verde almacenado 12 dias a 50 °C sobre
el contenido de flavanoles. Sus resultados mostraron pérdidas del 86% de
GEGC, 79% de EGC, 62% de GEC y 57% de EC en las hojas de té tostadas.
Esto fue atribuido a que la temperatura y tiempo de procesamiento fue mayor
(160-230 °C/ 10-12 min) en el tostado que en el tratamiento con vapor (95-100
°C/ 15-30 s).

La estabilidad de las catequinas en el té verde depende del pH y temperatura,
por lo que la degradacién y epimerizacion ocurren simultdneamente durante el
procesamiento térmico a altas (100-165 °C) y bajas temperaturas (25—-100 °C)
(Seto et al., 2008). Las principales catequinas del té verde identificadas como
epicatequinas, son compuestos cis que pueden ser convertidos en sus
epimeros no-epicatequina, siendo esta epimerizacion reversible. Cuando las
temperaturas de procesamiento son superiores a 98 °C la epimerizacion de no-
epi a epicatequinas es mas rapida que otras reacciones. Sin embargo, cuando
la temperatura esta por debajo de 44 °C la reaccion de degradacion es mayor a
las reacciones de epimerizacion. A temperaturas entre 44-98 °C, la
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epimerizacion de no epi a epicatequinas ocurre rapidamente, seguido de la
degradacion y después la epimerizacion de epi a no epicatequinas (Wang et al.,
2008).

Se ha analizado la influencia de otros factores ademas de la temperatura en la
estabilidad de las catequinas. En el trabajo realizado por Li et al., (2011) se
analizaron los efectos que ejercen variaciones en la humedad relativa (HR) y
temperatura en la estabilidad de las catequinas presentes en polvo de té verde
como indicador de la vida de anaquel. Reportaron que se mantuvo el 95% de
las catequinas en polvo de té verde almacenados por 112 dias a una baja HR y
temperatura (25 °C y 43 o0 58% HR, 35 °C y 43% HR). A pesar de que la
velocidad de degradacion de las catequinas se reduce conforme disminuye la
temperatura y HR, el efecto de la temperatura es mayor. La disminucién de la
degradacion fue atribuida a la limitada difusiéon y movilidad molecular del
sistema sélido (en polvo), haciéndolo mas estable en comparacion con sistemas
de soluciones diluidas.

Todas estas investigaciones permiten inferir que los compuestos fendlicos
presentes en extractos vegetales pueden ser degradados y/o sufrir cambios
estructurales tras ser sometidos a procesamientos térmicos. Por lo tanto, la
concentracion de los mismos dependera de su contenido inicial en el extracto,
asi como del tiempo y temperatura de exposicidn. Algunos compuestos
fendlicos como las catequinas han demostrado soportar tratamientos térmicos
por debajo de los 200 °C, por lo que se consideran una opcién para

incorporarlos en los materiales de envase.

Propiedades Térmicas de los Polimeros

Un grupo de materiales de envase ampliamente utilizado en los alimentos son
los plasticos, que pueden ser definidos como compuestos organicos
macromoleculares obtenidos de moléculas de bajo peso molecular. A diferencia

de las moléculas simples en los polimeros los cambios de estado fisico no se
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encuentran bien definidos. La transicién de estado liquido a gaseoso no sucede
debido a que es necesaria una temperatura alta para la completa separacion de
las moléculas, en su lugar hay una descomposicién. EI cambio de un polimero
de un estado rigido y quebradizo a un estado blando y maleable esta
determinado por la temperatura de transicion vitrea (Tg), caracteristica sélo de
los polimeros amorfos. En los polimeros cristalinos, el cambio de un estado
sélido a liquido es determinado por la temperatura de fusion (Tm), y se
incrementa en funciébn del peso molecular o longitud de las cadenas del
polimero (Robertson, 2012). Las Tm y Tg son parametros que definen los
limites de temperatura superior e inferior para diversas aplicaciones, en
especial para polimeros semicristalinos.

Dentro de los polimeros semicristalinos utilizados en los envases de alimentos
se encuentra el polietileno de baja densidad (PEBD), tiene una cristalinidad
variable entre 55-70% confiriéndole la menor Tm (115 °C) (Joerger, 2007;
Robertson, 2012). EI PEBD es un material resistente, ligeramente translicido
gue puede ser extruido por soplo en una pelicula tubular, uno de los principales
métodos de procesamiento de los plasticos. La extrusién es el proceso en el
cual el material se funde por contacto con las paredes del barril y el calor
generado por friccion, es forzado continuamente a través de un dispositivo de
formacion. Existen dos procesos basicos de extrusion para la fabricacién de
peliculas plasticas, uno es el proceso de peliculas planas y el proceso tubular.
En el proceso tubular o pelicula soplada, un tubo delgado es extruido por un
dado circular y se sopla aire a través del centro del dado, se infla una burbuja
fina y enfria, después se aplana y enrolla (figura 6).

Las peliculas tubulares tienen las ventajas de presentar generalmente mejores
propiedades mecanicas, un proceso de fabricacion sencillo, flexible y ademas
de bajo costo. Las propiedades de las peliculas dependen del polimero
utilizado, a mayor densidad menor la flexibilidad y mayor la fragilidad. En
cambio a mayor peso molecular, mayor la resistencia a la tension y menor

fragilidad a bajas temperaturas, pero menor transparencia (Robertson, 2012).
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Incorporacion de Antimicrobianos Naturales en Peliculas Plasticas

Para mejorar algunas propiedades de los polimeros y atenuar o eliminar otras,
se incorporan aditivos a las resinas durante su manufactura. Los aditivos
utilizados en la industria de los plasticos pueden clasificarse segun el tipo de
funcién que ejercen en plastificantes, lubricantes, estabilizantes, retardantes de
flama, antioxidantes, pigmentos, entre otros (Murphy, 2001). Existen ocasiones
en las cuales estos aditivos son fuente de contaminacion quimica de los
alimentos que entran en contacto directo con los plasticos. Por tal motivo su
monitoreo forma parte de la seguridad en la interaccion envase — alimento
(Arvanitoyannis et al., 2009). Este tipo de interaccion presenta la alternativa de
agregar intencionalmente aditivos no toxicos y con propiedades benéficas para
el alimento al que migren, como son los compuestos de origen vegetal con
actividad antimicrobiana.

La contaminacion de los alimentos ocurre generalmente después de su
procesamiento, por lo cual, los envases desempeiian un papel crucial en su
vida de anaquel (Sivarooban et al., 2008). La aplicacion directa de los
antimicrobianos naturales en altas concentraciones a los alimentos influye en
sus propiedades organolépticas, por lo que al incorporarlos en los materiales de
envase se pueden disminuir las concentraciones en el alimento para lograr su
actividad (Cliff et al., 2012; Siripatrawan y Noipha, 2012). Los envases
desempefian cuatro funciones principales que son contener al alimento,
protegerlo de la contaminacién, proporcionar una forma conveniente y
comunicar informacién necesaria del producto. Ademas se han desarrollado
envases gque liberan de forma controlada antimicrobianos con el objetivo de
extender la vida de anaquel de los alimentos, denominados como envases
activos (Robertson, 2012).

La incorporacion de los antimicrobianos en los envases depende de la
estabilidad térmica del agente, caracteristicas del envase y compatibilidad del
agente antimicrobiano con el polimero. Sin embargo, su adicion puede

ocasionar alteraciones en las caracteristicas fisicas y mecéanicas del envase
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(Wang et al., 2012). La incorporacion puede llevarse a cabo mezclandolos y
fundiéndolos (extrusion) con los polimeros o mediante recubrimientos (Perez-
Perez et al., 2006; Robertson, 2012). El creciente interés en la incorporacion de
extractos vegetales antimicrobianos en peliculas poliméricas se debe a que se
pueden tener efectos superiores a los compuestos puros (Wang et al., 2012).
En gran parte de los trabajos realizados al respecto, los extractos fueron
incorporados a materiales de envase comestibles.

Los materiales de envase comestible deben poseer cierta resistencia mecanica
(tension, elongacién, puncion), ser solubles en agua, atributos 6pticos (color,
transparencia) y aceptabilidad de las propiedades organolépticas por el
consumidor. En este sentido, la adicidbn de extractos vegetales modifican la
transparencia, color y propiedades de las peliculas, esas alteraciones estan
relacionadas con la concentracion de los compuestos presentes en los
extractos (Wang et al.,, 2012). Siripatrawan y Noipha (2012), envasaron
salchichas de cerdo en peliculas de quitosano adicionadas con ETV (20%) y
almacenadas a 4 °C durante 20 dias. Reportaron una reduccién en el
crecimiento de 1.12 log UFC/g en cuenta total, 1.87 log UFC/g para mohos y
levaduras, y 0.23 log UFC/g en bacterias &cido lacticas comparadas con
salchichas envasadas en peliculas de quitosano sin extracto. Esto se atribuyé a
los polifenoles del extracto, capaces de inhibir la sintesis de ADN y ARN en las
células bacterianas, interferir el metabolismo energético e inhibir la funcién de la
membrana citoplasmica.

En el trabajo realizado por Rubilar et al., (2013) se reporta que la incorporacién
de extracto de semilla de uva (GSE, 34.2%) y carvacrol (3.2%) en peliculas de
quitosano impact6 significativamente el color. En los parametros del color se
reporta que la luminosidad (L 88.05) disminuy6é y la pelicula adquirio un color
rojizo (a 8.18) comparado con el control (L 96.19, a 4.05). Estos cambios en el
color fueron atribuidos a las proantocianidinas presentes en el extracto.
También se disminuyé la permeabilidad al CO, (3.73x10™ g.m/Pa.s.m?) e
incremento la permeabilidad al O, (6.20x10™* g.m/Pa.s.m?) y al vapor de agua
(2.51x10" g.m/Pa.s.m?) comparado con el control (4.23x10™® g.m/Pa.s.m?

34



5.33x10%® g.m/Pa.s.m? y 2.17x107 g.m/Pa.s.m? respectivamente). La
incorporacion del extracto proporciond sitios hidrofilicos a las moléculas de
agua, originando peliculas menos cristalinas y por lo tanto mas permeables. La
disminucién de la permeabilidad al CO, se atribuy6 a su baja solubilidad en las
peliculas adicionadas con el GSE y carvacrol. En cambio el incremento en
permeabilidad al O, fue debido a cambios microestructurales en la pelicula
haciéndola méas porosa con la adicion de GSE y carvacrol.

Dentro de los estudios donde se utilizan polimeros sintéticos se encuentra el
realizado por Storia et al. (2012), quienes utilizaron una pelicula de polietileno
de alta densidad recubierta de una solucién antimicrobiana (0.112 g/ml de
nisina, 1% acido ascorbico, 1% de acido citrico y 1% de CaCl,) con atmdsfera
modificada (60% O, y 40% CO,). Evaluaron el efecto de la pelicula sobre el
crecimiento de bacterias deteriorativas en filetes de carne almacenados a 4 °C
por 12 dias. Los resultados mostraron que la combinacién de la atmosfera
modificada con la pelicula antimicrobiana permitié reducir en 3 log UFC/g la
cuenta total comparada con carne en condiciones aerdbicas. Por otra parte
Ramos et al., (2012), evaluaron la actividad antimicrobiana de una pelicula de
polipropileno con timol y carvacrol (4, 6 y 8%) por compresion-moldeo a 190 °C.
Reportaron que sélo las peliculas con 8% de los aditivos presentaron actividad
inhibitoria contra S. aureus (10° UFC/ml), siendo la pelicula adicionada con
timol la de mayor actividad.

Una propiedad ampliamente investigada en los extractos naturales es la
actividad antioxidante, que también se ha logrado incorporar en los materiales
de envase. Ejemplo de lo anterior es el trabajo realizado por Manzanarez-L6pez
et al., (2011), donde adicionaron a-tocoferol (3%) a pellets de acido polilactico
(PLA) para elaborar peliculas por extrusion soplo. Con los pellets se obtuvieron
filamentos con a-tocoferol (2.58%) y posteriormente procesados para obtener
peliculas. El procesamiento no ocasioné pérdidas significativas del antioxidante,
esto pudo ser debido a un tiempo de procesamiento corto (5 min). Las pérdidas
del a-tocoferol pudieron deberse a que el tiempo de enfriamiento fue superior

(10-15 min) en los filamentos en comparacion con las peliculas (inmediato). De
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acuerdo con estos resultados es posible que el procesamiento por extrusion-
soplo de polimeros con extractos naturales no ocasione una degradacion
significativa de sus componentes, sin embargo, es necesario corroborarlo.
IRiguez-Franco et al., (2012) evaluaron indirectamente el efecto del proceso de
fabricacion (extrusién) de peliculas de PLA adicionadas con C (17.60 mg/g) y
EC (21.38 mg/g) sobre su actividad antioxidante. Reportan que el
procesamiento para la fabricacion del envase practicamente no ocasion6
pérdidas de C (12.76 mg/g) y EC (15.03 mg/g). Las pérdidas pudieron deberse
a los dos procesos de pelletizacion y a la adhesion en el tornillo y paredes del
extrusor. Este mismo comportamiento podria esperarse en extractos de té
verde y uva, en los cuales se ha reportado la presencia de ambos compuestos.
En el estudio realizado por Cruz-Zuaiiga (2011), se elabor6 una pelicula de PLA
adicionada con rutina (39.59 mg/g de PLA) mediante extrusion soplo (150 — 160
°C). Los resultados mostraron una pérdida total de 35.19% de la rutina
adicionada efecto del procesamiento. Sin embargo, encontraron una
remanencia del 14.32% (5.67 mg/g) de rutina y el 23.74% (9.49 mg/g de PLA)
de la rutina adicionada fue degradada a isoquercetina y 26.75% (10.59 mg/g de
PLA) se degrad6 a quercetina. Ambos compuestos poseen un potencial
antioxidante mayor comparados con la rutina.

A pesar de que existen investigaciones donde se ha obtenido una pelicula
antimicrobiana con extractos vegetales, los métodos de elaboracién no
corresponden a los utilizados a nivel industrial. Por eso es necesario realizar
investigaciones para la obtencion de envases antimicrobianos elaborados
mediante procesos comerciales como la extrusion. Aunque existe evidencia de
que el proceso de extrusion puede ejercer un efecto degradativo en los
compuestos activos adicionados a las peliculas, éste puede no ser significativo.
Tales pérdidas pueden no afectar la actividad de la pelicula de forma negativa,
sino que pueden ser degradados en otros compuestos con un potencial de
actividad mayor a la inicial. Sin embargo, este comportamiento se ha observado
solamente en compuestos puros y no en extractos naturales donde se tienen

diversos compuestos.
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Justificacion

Existe una gran cantidad de agentes antimicrobianos de origen vegetal que
poseen actividad contra bacterias patdgenas y deteriorativas de alimentos, su
adicion puede ser directa o incorporarse en peliculas comestibles. No obstante,
esta adicion influye en las propiedades sensoriales de los alimentos o en el
caso de las peliculas comestibles, su método de elaboracién no corresponde a
los utilizados a nivel industrial limitando su aplicacién comercial.

Los procesos industriales de fabricacion de envases requieren de altas
temperaturas, y es escasa la informacion sobre el efecto que tienen en la
modificacién de los componentes de los extractos naturales y en su actividad
antimicrobiana. Por tal motivo resulta importante investigar aquellos extractos
naturales antimicrobianos que pueden incorporarse a peliculas plasticas
elaboradas por procesos convencionales, posibilitando su aplicacion como

envase activo en alimentos.
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HIPOTESIS

El proceso de fabricacion para la obtencion de peliculas de PEBD por extrusion
descompone los principales compuestos fendlicos y flavonoides presentes en
extractos vegetales de té verde, orujo de uva o apio, alterando su actividad

antibacteriana.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad antibacteriana de peliculas de PEBD adicionadas con

extractos de orujo de uva, té verde o apio, obtenidas mediante extrusion-soplo.

Especificos
1. Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos naturales de orujo de uva,
té verde o apio contra Salmonella Choleraesuis, S. typhimurium, Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria spp y Staphylococcus aureus.

2. ldentificar y cuantificar los compuestos mayoritarios presentes en los

extractos naturales con actividad antibacteriana.

3. Elaborar peliculas de PEBD adicionadas con los extractos naturales para

evaluar su actividad antibacteriana.

4. Determinar los compuestos fendlicos y flavonoides mayoritarios presentes en

las peliculas de PEBD activas.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevé a cabo en dos etapas:
Etapa I.
a. Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana de los extractos de
orujo de uva, té verde y apio.
b. Identificacién y cuantificacién de los compuestos fendlicos y flavonoides

mayoritarios presentes en el extracto antibacteriano seleccionado.

Etapa Il.
a. Elaboracion por extrusion-soplo de peliculas de PEBD con el extracto
antibacteriano seleccionado y evaluacion de su actividad antibacteriana.
b. Identificacién y cuantificacién de los compuestos fendlicos y flavonoides
mayoritarios presentes en la pelicula de PEBD con el extracto

antibacteriano.

Materiales

Se utilizo6 EOU proporcionado por Manzanarez-Lépez del Laboratorio de
Envases de CIAD, A. C. (Hermosillo, México). El extracto acuoso de apio grado
alimenticio se adquirio de Bioextracto S. A. de C. V. (Querétaro, México) y se
concentrd hasta sequedad. ElI ETV se elaboré a partir de polvo de té marca
Green Tea Lovers (Woodmere, USA). Se utiliz6 metanol grado reactivo y grado

HPLC marca J. T. Baker (Xalostoc, México) como solvente de extraccion y fase
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movil, asi como &cido formico 98-100% y acido ortofosférico 85% grado reactivo
marca Merck (Darmstadi, Alemania) y agua HPLC MilliQ (Billerica, EUA). Para
la fabricacion de las peliculas se emple6 PEBD (LBA 253) marca Muehlstein
Polymers (Wilton, EUA). Los estandares utilizados para la identificacion y
cuantificacion de los compuestos en el extracto y pelicula fueron AG 97.5%, C 2
9%, EC = 90%, Cf 90-100%, galocatequina = 98% (GC), EGC = 95%, GGC 2=
98%, GEC = 98%, GEGC 95%, isoquercetina 90% (ISQ) y teoflavina = 90% (Tf)
marca Sigma (St. Louis, EUA).

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos y peliculas con
los extractos se prepard solucion salina con cloruro de sodio grado reactivo
marca Faga Lab (Mocorito, México). Como medios de cultivo se utiliz6 agar
tripticasa de soya (TSA), agar Mueller Hinton, agar nutritivo, caldo nutritivo, agar
para cuenta en placa y caldo de soya-caseina digerido con lecitina, marca Difco
(Sparks, EUA). Para el ajuste de pH de los medios se utilizaron perlas de
hidréxido de sodio marca J. T. Baker (Xalostoc, México) y monooleato de
sorbitan (Tween 80) marca Sigma (St. Louis, EUA). Las bacterias utilizadas
fueron Listeria monocytogenes ATCC 7444, Listeria ivanovii ATCC 19119,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 Salmonella Choleraesuis ATCC 19028, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Escherichia coli O157:H7 ATCC 43896, Escherichia coli ATCC 25922

todas proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia del CIAD A. C.

Equipos

Los equipos utilizados en el experimento fueron: balanza analitica Adventure-
Pro, Ohaus (Pine Brook, EUA). Rotaevaporador Yamato RE200 (Santa Clara,
EUA).Para la obtencion del extracto de té verde se utilizd una centrifuga
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Beckman Coulter modelo Allegra 64R (Brea, EUA). Para la fabricacion de las
peliculas se utilizé un extrusor de 2.5 Kg/h de capacidad con dado de salida
circular Beutelspacher (D.F., México) y para medir su espesor se utilizé un
micrometro digital EJ: Cady y Co, modelo DTT (Wheeling, EUA). Para la
evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizd una estufa convencional
Riossa modelo EC (Monterrey, México). Para la identificacibn de los
compuestos fendlicos y flavonoides presentes en el extracto y peliculas
adicionadas con el extracto se utilizdé un HPLC Agilent, acoplado a un
espectrometro de masas serie 1100 Trap con detector VL y trampa de iones
(Walnut Creek, EUA). La cuantificacion de los compuestos se realizé por HPLC
Varian star, modelo 9012, con inyector Rheodyne, modelo 7125 (Walnut Creek,
EUA), acoplado a un detector UV con arreglo de diodos (HPLC-UV-DAD)
modelo Varian Prostar 335 (Victoria, Australia) y una estacion de trabajo
Galaxy. Ademas un horno Eppendorf, modelo CH-500 (New York, EUA) para

controlar la temperatura de la columna.

Métodos

Etapa |

Concentracion del extracto acuoso de apio (EA) y elaboracién del ETV. El EA
se concentr6 mediante la evaporacién del solvente hasta sequedad en un
rotaevaporador a 40 °C. El extracto concentrado se almacené en un frasco
ambar a -20 °C hasta su analisis. El ETV se obtuvo conforme a la metodologia
de Perva-Uzunali¢ et al. (2006), con algunas modificaciones. Primero se
pesaron 10 g de té verde en polvo y suspendid en 200 ml de metanol,
posteriormente se calenté bajo reflujo a 65 °C durante 2 h. Al cabo de este

tiempo la suspension se centrifugé a 1000 rpm (59 g promedio) durante 10 min
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a 15 °C y se filtré al vacio con doble papel filtro Whatman No. 2 para eliminar
los residuos solidos. Finalmente se evaporé el solvente hasta sequedad en un
rotaevaporador a 40 °C. El extracto obtenido se almacend en un frasco ambar a
-20 °C hasta su posterior andlisis. Se obtuvieron 6.693 g de ETV a partir de

60.044 g de té verde en polvo.

Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos de orujo de uva, té
verde y apio. La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizé por el
método de difusién en agar reportado por Prabuseenivasan et al., (2006). Se
realizé una solucion del EOU (30 mg/ml) en etanol al 60%, EA (50 mg/ml) con
agua HPLC y ETV (30 y 50 mg/ml) con metanol absoluto, todas las soluciones
se filtraron a través de una membrana con poro 0.22 um. Como controles para
cada una de las soluciones se utilizaron los solventes correspondientes sin los
extractos. En las placas de agar Mueller Hinton se hicieron pocillos con una
pipeta pasteur estéril sin llegar al fondo (8 mm de didmetro), a continuacion se
incubaron a 37 °C por 18—24 h como prueba de esterilidad.

Con cada una de las bacterias se prepararon indculos estandarizados al 0.5 en
la escala del nefelémetro de McFarland (102 UFC/ml) en solucién salina
fisiol6égica estéril. Cada uno de los in6culos se distribuyd masivamente en
placas de agar Mueller Hinton con pocillos, no excediendo un periodo de 15 min
desde la estandarizacion del in6culo. Inmediatamente después se depositaron
25 pl de cada solucion de los extractos y controles respectivos. Posteriormente
las placas se dejaron a temperatura ambiente (= 25 °C) durante 1 h y después
se incubaron a 37 °C por 18 a 24 h. Para evaluar la actividad antibacteriana de
los extractos se midieron los halos de inhibicibn en mm con una regla para cada

una de las cepas utilizadas.

Identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos mayoritarios presentes

en el extracto antibacteriano. La identificacion de los fenoles y flavonoides
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mayoritarios se realizé en el extracto con mayor actividad antibacteriana en un
HPLC Agilent serie 1100 equipado con una columna Zorbax 300 SB-C;g Narrow
Bore RR 2.1x100 mm 3.5 um acoplado a un detector UV y a un espectrémetro
de masas con detector VL y trampa de iones. Las condiciones utilizadas fueron
polaridad negativa y positiva, temperatura de secado de 350 °C, nebulizador de
40 psi, gas de secado de 8 L/min y un voltaje capilar de 105 V. Los compuestos
de identificaron en base a su masa molecular. El volumen de muestra del
inyector fue de 5 pl. La fase movil empleada fue metanol: agua acidificada al
1% con acido férmico, con gradiente de 5:95 a tiempo 0 min, 12:88 a 0.7 min,
18:82 a 1.1 min, 30:70 a 1.8 min, 100:0 a 3.2 min y 5:95 a 3.3 min. La velocidad
de flujo fue de 0.208 mi/min.

Una vez identificados los compuestos en el extracto, se procedid con su
cuantificacion por HPLC en fase reversa en un equipo Varian modelo 9012,
acoplado a un detector UV con arreglo de diodos y una estacion de trabajo
Galaxy, a longitudes de onda de 205, 210, 260, 275 y 280 nm. Se utilizé una
columna Supelco Cig 4.6 x 150 mm 5 um protegida con una precolumna Cjg. La
temperatura de la columna se controld6 a 35 °C. El volumen de muestra del
inyector fue de 20 pl. La fase mévil empleada para la EC, Cf y GEGC fue
metanol: agua acidificada al 1% con acido ortofosférico, con gradiente de 5:95 a
tiempo 0 min, 12:88 a 24.5 min, 18:82 a 39.5 min, 30:70 a 63.5 min, 100:0 a
110.4 min, 5:95 a 120 min y 5:95 a 140 min. La fase mévil para el AG fue agua:
metanol: &cido ortofosforico (79.9: 20: 0.1%) en condiciones isocréticas por 20
min. La velocidad de flujo fue de 1 ml/min.

La cuantificacion se realiz6 mediante curvas estandar con EC, Cf, GEGC y AG
disueltos en etanol al 20%. Las soluciones se prepararon a temperatura
ambiente protegidas de la luz. El rango de concentracién que se utilizo fue de 2
a 100 pg/ml. La ecuacion de la curva de cada compuesto se obtuvo por analisis
de regresion lineal graficando la concentracion contra el area bajo la curva
obtenida en el cromatograma. Las concentraciones de los compuestos fendlicos
y alcaloides se reportaron en mg de compuesto/g de extracto. Las

concentraciones de los compuestos se recalcularon en base a los solidos del
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extracto (6.69 g de extracto) recuperados del té en polvo (60.04 g) y se
reportaron en mg de compuesto/g de té.

Etapa Il

Elaboracion de las peliculas de PEBD con el extracto antibacteriano. Las
peliculas se fabricaron en el laboratorio de envases del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), unidad Hermosillo, Sonora de acuerdo al
método de Mejia-Félix (2007), con algunas modificaciones. Con pellets de
PEBD, se elaboré una pelicula testigo (control) y una pelicula con ETV al 4.35%
en un extrusor mono husillo de 2.5 Kg de capacidad provisto de cuatro zonas de
calentamiento y con un dado de salida circular. El perfil de temperatura de
procesamiento fue de 132, 139, 138 y 137 °C para las zonas I, Il, Il y 1V,
respectivamente, con una velocidad de tornillo de 55 rpm y un tiempo de
residencia de 10 min. La fabricacion de las peliculas se realiz6 en ausencia de
luz y en condiciones lo mas asépticas posibles. Las peliculas presentaron un
espesor final de 17.78 um, almacenandose a -20 °C en bolsas estériles y con
proteccion de luz.

Evaluacion de la actividad antibacteriana de la pelicula adicionada con extracto
antibacteriano. La actividad antibacteriana de la pelicula adicionada con el
extracto se determind por el método ISO 22196: 2007. Se recortaron cuadros
de las peliculas control de 402 mm x 40+2 mm y cuadros de las peliculas con
los extractos de 50+2 mm x 50+2 mm. Los inoculos de las bacterias se
realizaron en caldo nutritivo 1/500 estandarizados a 6 X 10° células/ml. Se
colocaron 400 pl del inéculo sobre las peliculas para ser incubadas a 35 °C con
una HR del 90% por 24 y 48 h (figura 7).
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3 1 2 5 Dimensiones en milimetros

1 Pelicula de cubierta

2 Indculo de bacteria

3 Muestra (material tratado)

4 Placa Petri

§ Tapa de placa Petri

Figura 7. Inoculacion de la pelicula adicionada con extracto antibacteriano y
colocacién de la pelicula de cubierta. Imagen modificada de 1ISO 22196 (2007).
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Transcurrido este periodo se recuperaron las células de cada una de las
bacterias de las peliculas inoculadas, mediante un lavado con 9ml de caldo
soya-caseina con lecitina y Tween 80. Se realizaron diluciones seriadas con el
caldo del lavado en solucion salina fisiologica. De cada una de las diluciones se
transfirid 1 ml a placas de Petri estériles. Posteriormente se adicionaron = 15 ml
de agar para cuenta en placa y se homogenizaron las placas con movimientos
circulares. Finalmente las placas se incubaron a 35 °C por 40-48 h, los
resultados se expresaron como numero de bacterias viables recuperadas por
cm? de la pelicula, utilizando la ecuacién 1:
N =(100 xC xD xV)+A ()

Donde

N: es el nimero de bacterias viables (UFC) por cm? de la pelicula.

C: es el promedio del recuento en placa (duplicados).

D: es el factor de dilucion de las placas contabilizadas.

V: es el volumen en ml del caldo soya-caseina con lecitina y Tween 80

agregado a la muestra.

A: es el area de la superficie (mm?), de la pelicula de cubierta.

Para el célculo de la actividad antibacteriana se empleé la ecuacion 2:
R = (Ut —Uo) — (At — Uo) = Ut — At (2)

Donde
R: es la actividad antibacteriana
Ut: es la media del logaritmo comdn del nimero de bacterias viables, en
UFC/cm?, obtenido de las peliculas control inmediatamente después de la
inoculacion.
Uo: es la media del logaritmo comun del numero de bacterias viables, en
UFC/cm?, obtenido de las peliculas control después de 24 h.
At: es la media del logaritmo comun del nimero de bacterias viables, en
UFC/cm?, obtenido de las peliculas adicionadas con los extractos después de
24 h.
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Cuantificacién de los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en la
pelicula adicionada con extracto antibacteriano. La identificacion de los
compuestos remanentes en la pelicula se realizé por comparacion de la masa
molecular y tiempo de retencion de los compuestos detectados en el extracto
antibacteriano, utilizando un HPLC Agilent acoplado a un espectrometro de
masas y trampa de iones con la metodologia descrita en la etapa |. Una vez
identificados los compuestos remanentes, la cuantificacion se realiz6 en un
HPLC en fase reversa Varian, acoplado a un detector UV con arreglo de diodos
y una estacion de trabajo Galaxy, siguiendo la metodologia descrita en la etapa
l.

Para cuantificar los compuestos remanentes del extracto en la pelicula se
realizaron extracciones utilizando 0.6 g de pelicula (0.2 x 0.2 cm) en 20 ml de
metanol grado HPLC. Las extracciones se realizaron en ausencia de luz y con
agitacion constante a 40 °C por 24 h. Al terminar el periodo se separaron las
peliculas del solvente y se repitio la extraccién sucesivamente hasta que no se
detectaron compuestos. Las extracciones se realizaron por triplicado y se
concentraron a sequedad en un rotaevaporador a 25 °C. Cada una de las
extracciones concentradas de las peliculas se suspendieron en 1 ml de metanol
acidificado al 1% con &cido férmico.

La cuantificacion de los compuestos se realizé mediante curvas de calibracion
de los estandares, descritas en la etapa |. Los andlisis de regresion lineal se
realizaron graficando la concentracion de los compuestos contra el area bajo la
curva obtenida en el cromatograma. La recuperacion analitica de cada
componente del extracto remanente en la pelicula se realiz6 mediante
soluciones enriquecidas que contenian piezas de pelicula PEBD control con
una concentracion conocida del compuesto (1.6 mg). Las extracciones se
realizaron mediante la metodologia previamente descrita, los resultados
obtenidos mostraron una recuperacion de cafeina del 87.77+4.07%. La
concentracion se corrigié con el porcentaje de recuperacion y se reportdé en mg

de compuesto/ g de pelicula.
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Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto del procesamiento de extrusion en la concentracion de
cada uno de los compuestos mayoritarios identificados en el extracto
antibacteriano, se utilizd un disefio completamente al azar unifactorial con dos
niveles (con y sin procesamiento). El nivel sin procesamiento corresponde al
ETV y el nivel con procesamiento corresponde a la pelicula de PEBD
adicionada con ETV. Para establecer diferencias significativas se realizé un
andlisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza, mediante el programa
estadistico NCSS (Number Crunching Statistical System) version 2007. Se

utilizé el siguiente modelo matematico:

Yi=p+Ti+ &
Donde
Y;j : Concentracion de cada compuesto identificado antes y después de
procesar el PEBD (mg/g de Pelicula)
U : Media general
Ti : Efecto del procesamiento de extrusion

€ : Error aleatorio

Para evaluar el efecto del ETV en la actividad antibacteriana de las peliculas
elaboradas por el proceso de extrusion, se utilizd un disefio completamente al
azar unifactorial con dos niveles (con y sin ETV). El nivel sin extracto
corresponde a las peliculas de PEBD control y el nivel con extracto a la pelicula
de PEBD adicionada con ETV al 4.35%. Para establecer diferencias
significativas se realiz6 un ANOVA al 95% de confianza, mediante el programa

estadistico NCSS version 2007. Se utilizé el siguiente modelo matematico:

Yi=p+Ti+ &
Donde
Yj : Crecimiento bacteriano en las peliculas (UFC/cm?)
U : Media general
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T, : Efecto de la adicién de extracto de té verde
€ : Error aleatorio
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RESULTADOS Y DISCUSION

Etapa |

Actividad Antibacteriana de los Extractos de Orujo de Uva, Apio y Té
Verde

Los resultados de la actividad antibacteriana de los extractos se presentan en
los cuadros 1y 2. Los controles de los extractos (solventes sin los extractos) no
presentaron actividad antibacteriana en ninguna de las bacterias analizadas.
Conforme a los datos obtenidos, ninguna de las bacterias probadas fue sensible
al EA, es decir no presentaron halos de inhibicion. Estos resultados difieren con
lo reportado por Edziri et al. (2012), donde un extracto acuoso presentd
actividad contra S. aureus, P. aeruginosa y E.coli (10° UFC/ml), con una
concentracion minima inhibitoria de 5 mg/ml. La actividad antibacteriana del
extracto fue atribuida a los compuestos fendlicos presentes. Aunque la
concentracion utilizada en nuestro estudio fue 10 veces mayor (50 mg/ml), la
ausencia de actividad antibacteriana del extracto puede atribuirse a diferencias
en la concentracién de los compuestos presentes, asi como el método y partes
del vegetal utilizados para la obtencién del extracto. Debido a que se utilizdé un

extracto comercial se desconoce la informacion al respecto.
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Cuadro 1. Actividad antimicrobiana de extractos naturales contra bacterias Gram positivas

Diametros de zonas de inhibicion (mm)*
Bacteria EA ETV ETV EOU
(50 mg/ml) (50 mg/ml) (30 mg/ml) (30 mg/ml)
S. aureus ATCC 25923 Nd 11.33+0.27 % 10.00 + 0.27 ° 9.50 +0.34°
S. aureus ATCC 6538P Nd 22.00+1.63% 20.00 +1.63° 10.00 +2.00°
S. epidermidis Nd 12.66 +0.69 2 11.33+0.692 10.00 £ 0.85 2
L. monocytogenes Nd 12.00+1.322 16.50 +1.32% 9.00 +1.32°
L. ivanovii Nd 27.00+1.00% Nd 11.00 + 1.00 °

EA: Extracto de apio, ETV: Extracto de té verde, EOU: Extracto de orujo de uva, Nd: No detectado. *Valores promedio

de 3 repeticiones, letras diferentes en mismo rengléon representan diferencias significativas (p<0.05). Pocillos utilizados

de 8 mm de diametro.
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Cuadro 2. Actividad antimicrobiana de extractos naturales contra bacterias Gram negativas

Diametros de zonas de inhibicién (mm)*

Bacteria EA ETV ETV EOU
(50 mg/ml) (50 mg/ml) (30 mg/ml) (30 mg/ml)
P. aeruginosa Nd 13.33+0.62 2 11.00+0.62 2 Nd
E. coli Nd Nd Nd Nd
E. coli O157:H7 Nd Nd Nd Nd
S. tiphymurium Nd Nd Nd Nd
S. cholerasuis Nd Nd Nd Nd

EA: Extracto de apio, ETV: Extracto de té verde, EOU: Extracto de orujo de uva, Nd: No detectado.* Valores promedio de 3

repeticiones, letras diferentes en mismo renglén representan diferencias significativas (p<0.05). Pocillos utilizados de 8 mm de

diametro.
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El EOU solamente present6 actividad antibacteriana contra las bacterias Gram
positivas analizadas. Los diametros de inhibicion obtenidos para S. aureus
fueron superiores (9.5 y 10 mm) a los publicados por Ozkan et al., (2004) para
extractos de orujo de uva (al 5%) variedades Emir y Kalecik kalasi (7 y 5.67
mm, respectivamente), considerando que utilizaron pocillo de 4 mm de
diametro. Ademés otros estudios tambien reportan un efecto superior del
extracto en bacterias Gram positivas (como S. aureus y Bacillus cereus)
comparado con Gram negativas (como E. coli y Salmonella poona) (Cheng et
al., 2012; Serra et al., 2008). También Oliveira et al. (2013), reportaron para un
extracto etandlico de orujo de uva (20 mg/ml) la ausencia de halos de inhibicion
en E. coli. La actividad antimicrobiana de los extractos de hollejo de uva se ha
relacionado con su contenido total de fenoles (como flavonoides que
representan el 74%), acidos fendlicos (como el &cido galico) y estilbenos
(principalmente astrignina). Sin embargo, este contenido depende de la
variedad de uva, lugar de crecimiento, condiciones climaticas, madurez y
tiempo de fermentaciéon  (Katalini¢ et al., 2010; Yu y Ahmedna, 2013). La
interaccion de los compuestos fendlicos se asocia a las caracteristicas de las
membranas celulares de las bacterias contra la que actien, estas interacciones
se ven limitadas por la presencia de peptidoglucanos adosados a la bicapa
lipidica (Oliveira et al., 2013).

El ETV presentd una mejor actividad antibacteriana contra S. aureus ATCC
6538P en comparacion con el EOU, ya que a una misma concentracion de 30
mg/ml presenté un mayor halo de inhibicibon (Cuadro 1). Los resultados
obtenidos para S. aureus y S. epidermidis son similares a lo publicado por Yam
et al.,, (1997). Encontraron que diversas cepas resultaron ser sensibles
presentando zonas de inhibicibn mayores a 10 mm, esta actividad se atribuyo
principalmente a la GC, EGC, GEGC, Tfy su 3-galato y 3,3'-digalato presentes
en el extracto. Los resultados obtenidos contra L. monocytogenes coinciden con
lo publicado por Mbata et al. (2008), quienes obtuvieron un didmetro de

inhibicion de 15 mm para una concentracion de 10 mg/ml del extracto. Estos
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autores también atribuyen la actividad antimicrobiana a las catequinas y
polifenoles que contiene el té verde.

La actividad antimicrobiana del ETV se debe a la interaccion de las catequinas
con la superficie celular, con ello se inhibe la absorcion y eliminacion de
sustratos, consecuentemente se impide su crecimiento y division celular
(Nakayama et al., 2012). En modelos de membranas formadas con
fosfatidiletanolamina y fosfatidil-DL-glicerol, se demostré que principalmente el
GEGC (seguido de GEC y EC) provoca un alto grado de disrupcion y
desestabilizacion de la estructura. En esos modelos se observé que las
catequinas galatoaciladas se encontraban inmersas en la capa de los
fosfolipidos intercalandose en las cadenas hidrocarbonadas (Caturla, 2003). En
la membrana de las bacterias, la GEGC se une a los residuos de arginina en el
interior de los canales de porina mediante puentes de hidrégeno. Al bloguear
los canales se impide el transporte pasivo de moléculas hidrofilicas (como la
glucosa) y por lo tanto inhibe el crecimiento de la bacteria (figura 8) (Nakayama
et al., 2013).
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Figura 8. Mecanismo propuesto de la actividad antibacteriana de GEGC.
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El ETV fue el Gnico con actividad contra P. aeruginosa, sin embargo, no mostré
actividad inhibitoria contra L. ivanovii a la misma concentracion del EOU. P.
aeruginosa es un patdégeno oportunista que ha demostrado una alta prevalencia
en ensaladas a base de vegetales (55.6%) y frutos (66.7%) muestreadas en la
India (Viswanathan y Kaur, 2001). Considerando que alimentos no sometidos a
tratamientos térmicos pueden ser contaminados con microorganismos
patdgenos, una opcion para disminuir su prevalencia puede ser el envasado en

la pelicula plastica adicionada con ETV.

Compuestos Fendlicos Mayoritarios Presentes en el Extracto de Té Verde

La cromatografia liquida acoplada a masas fue el método seleccionado para la
identificacion de los compuestos. Los cromatogramas HPLC-DAD a 210 y 275
nm, obtenidos para el ETV se muestran en las figuras 9 y 10, respectivamente.
Se realizé una comparacion de los tiempos de retencion (Tgr) de los picos con
estdndares comerciales para su confirmacion. Se identificaron 5 compuestos
mediante la presencia de iones de moléculas desprotonadas/ protonadas ([M -

H] / [M + H]") y los iones de los fragmentos principales (NI/ PI) (cuadro 3).
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acido galico (AG) (B) a 210 nm.
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Cuadro 3. Tiempo de retencion, caracteristicas espectrales de masas, identidad y concentracion de los
compuestos fendlicos presentes en el ETV.

Pico Tr Compuesto [M-H]/[M+H] NI/ Pl Concentracion Concentracion
(min) b (m/z) (m/z) (mglg de ETV)* (mglg de té)*
1 9.61 AG 169/ - - 0.58 +0.11 0.07 £0.01
2 35.95 GGC 457/ - -/- 24.32 — 33.02 2.71 - 3.68%
3 38.27 GEGC 457/ - 305, 169 133.59 + 20.18 14.90 + 2.25
4 39.47 EC 289/ 292 245, 179/- 27.96 £ 2.80 3.12+0.31
5 40.78 Cf -1195 -/138, 110 98.27 £ 12.31 10.96 + 1.37

*: Valores promedio de tres repeticiones + desviacion estandar. AG: acido galico,

epigalocatequina, EC: epicatequina, Cf: cafeina. *: Estimacién del contenido.

GGC: galato de galocatequina, GEGC: galato de
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La identificacion de AG, GEGC, EC, Cf y GGC en el ETV se realiz6 por
comparacion de los espectros de masa con sus respectivos estandares y lo
reportado en otras investigaciones (Del Rio et al., 2004; Lin et al., 2008; Wang
et al., 2008). Para el AG (pico 1) se obtuvo un ion molecular de 169 m/z
coincidiendo con lo reportado por Dou et al., (2007), SAnchez-Rabaneda et al.,
(2003) y Del Rio et al.,, (2004), quienes reportan un fragmento de 125 m/z
correspondiente a la pérdida de CO;, (figura 11).

Se especula que el pico 2 (Tr 35.95 min) corresponde a GGC, para el que se
obtuvo un ion molecular de 457 coincidiendo con lo reportado por Zhang et al.,
(2011) y (Spacil et al., 2010).

La presencia de GEGC (pico 3, Tr 38.27 min) se verific6 mediante comparacion
con lo reportado en otras investigaciones (Dou et al., 2007; Zhang et al., 2011),
en modo negativo presentd un ion molecular de 457 m/z y fragmentos de 305
m/z (corresponde a EGC) y 169 m/z (pertenece al acido galico) (figuras 12 y
13).
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Figura 11. Fragmentacion propuesta para el acido galico. Imagen modificada de He
etal., (2014).
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Figura 13. Fragmentacion propuesta para galato de epigalocatequina. Imagen
modificada de Spadcil et al., (2010).
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De igual manera la presencia de EC (pico 4, Tr 39.47 min) se verifico por
comparacion con lo reportado en otras investigaciones. En modo negativo
presentd un ion molecular de 289 m/z y fragmentos de 245 m/z y 149 m/z;
también se detectaron fragmentos de otros compuestos (figura 14). De acuerdo
con Dou et al., (2007) para el ion molecular de EC se tienen fragmentos de 245
m/z (por pérdida de CO,), 205 m/z (pérdida de C4H40,), 203 m/z (pérdida de
C4HsO2) vy 137 m/z (pérdida de CgHgOs). Sanchez-Rabaneda et al., (2003)
indicaron que el fragmento 245 m/z se debe a la pérdida de C,H,0O, (figura 15).
La presencia de Cf (pico 5, Tg 40.78 min) se confirmd por comparacion con el
estandar que en modo positivo presentaron un ion molecular de 195 m/z y un
fragmento de 138 m/z (figura 16). Castro et al., (2010) reportaron valores
similares para Cf en té verde, en modo positivo un ion molecular de 194 m/z y
fragmentos de 165, 138 y 108 m/z. De igual manera Pellegrini et al. (2007),
obtuvieron en modo positivo un ion molecular de 195 m/z y un fragmento

mayoritario de 138 m/z, correspondiente a la pérdida de C,H3NO (figura 17).
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Cuantificacion de Compuestos Fendlicos por HPLC

El contenido de los compuestos identificados en el ETV se presento en el
cuadro 3. El orden de los compuestos identificados en el extracto de acuerdo a
la concentracion cuantificada es GEGC>Cf>GGC>EC>AG.

El &cido fendlico cuantificado es AG (pico 1, Tr 9.61 min), para el que se obtuvo
una concentracion de 0.58+0.11 mg/g de ETV (0.07 mg/g de t€). Los resultados
obtenidos son similares a lo reportado por Del Rio et al., (2004) de 0.108 mg/g
de té. Se han reportado en otras investigaciones contenidos ligeramente
mayores a los encontrados en el presente estudio, Wang et al., (2000)
obtuvieron 0.39 y 0.37 mg/g de té, Wu et al., (2012) de 0.59 mg/g de té variedad
Ziya y Li et al., (2012) de 0.7 mg/g de té. Por otra parte Lépez de Dicastillo et
al., (2013) obtuvieron un contenido superior de 13.7 mg/g de té comparado con
los resultados de esta investigacion.

Se sospecha que el compuesto identificado por su masa molecular en el
extracto puede tratarse de una catequina tipo GGC (pico 2, Tg 35.95 min)
debido a la similitud con las catequinas identificadas, para el cual se estimé un
contenido de 2.71 a 3.68 mg/g de té. Debido a que no se observo el pico del
estandar correspondiente con el método analitico utilizado, la estimacion se
realizd en base a las curvas de calibracién de la EC y GEGC por su semejanza
estructural.

De las catequinas presentes en el ETV, la mayoritaria fue el GEGC (pico 3, Tr
38.27 min) con un contenido de 133.59+20.18 mg/g de ETV (14.90 mg/g de té),
este comportamiento concuerda con otras investigaciones (Ahmad et al., 2014;
Horzi¢ et al., 2009; Komes et al., 2010; Neilson et al., 2006). Los resultados
obtenidos en este trabajo son similares a los reportados por El-Shahawi et al.,
(2012) de 1.01 a 43.3 mg/g de té. Otras investigaciones han reportado
contenidos mayores a los obtenidos en este trabajo de 24.5 a 36.1 mg/g
(Rahim, Nofrizal, & Saad, 2014); 20.3 a 42.6 mg/g de té (Khokhar et al., 2002),
49.1 a 87.1 mg/g de té (Nishitani y Sagesaka, 2004), 61.3 mg/g de té (Li et al.,
2012), 77.1 a 103.5 mg/g de té (Cabrera et al., 2003), 94.6 mg/g de té (Jin et al.,
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2014), 144.21 mg/g de té (Zhao et al., 2011) y 145 mg/g de té (Park et al.,
2007). Ademas Pelillo et al., (2004) reportaron un contenido superior de 390.7
mg/g de extracto al obtenido en este trabajo. Ahmad et al., (2014) reportan que
el contenido de GEGC y EC es afectado significativamente por el tipo de
solvente y tiempo de extraccidén aplicado, obteniéndose una méaxima extraccion
de catequinas con etanol (174 mg/g de té) comparado con agua y metanol.
Otra de las catequinas cuantificadas en el ETV es la EC, de la que se obtuvo
27.96x2.79 mg/g de ETV (3.12 mg/g de té). Nuestros resultados se encuentran
dentro de los valores reportados por El-Shahawi et al., (2012) de 0.577 a 10.2
mg/g de té. Se han reportado contenidos ligeramente mayores en trabajos
realizados por Khokhar y Magnusdottir, (2002) de 4.4 a 9.5 mg/g de té; Nishitani
y Sagesaka, (2004) 4.3, 4.5y 9.7 mg/g de té; Park et al., (2007) 6.01 mg/g de
té; Jin et al, (2014) 7.9 mg/g de té; Li et al., (2012) 9.0 mg/g de té; Rahim et al.,
(2014) 5.56 a 9.08 mg/g. Ademés contenidos mayores han sido publicados por
Del Rio et al., (2004) 13.28 mg/g de té; Zhao et al., (2011) 15.40 mg/g de té;
Vuong et al., (2013) de 19.5 mg/g de té, Cabrera et al., (2003) 8.1 a 21.2 mg/g
de té y LOpez de Dicastillo et al., (2013) de 38.7 mg/g de té. De igual manera
Pelillo et al., (2004) obtuvieron un contenido mayor (55.7 mg/g de extracto) de
EC al reportado en esta investigacion.

En el extracto se obtuvo un contenido de Cf de 98.27+12.31 mg/g de ETV
(10.96 mg/g de té). El contenido obtenido es similar a los publicados por
Khokhar y Magnusdottir, (2002) de 11.5 a 19.5 mg/g de té. Ademés este
resultado es congruente con lo sefialado por Pan et al., (2003) y Jun (2009),
quienes obtuvieron una concentracion mayor de cafeina utilizado metanol en la
extraccidbn comparado con agua, etanol y acetona. Otras investigaciones han
reportado valores superiores de Cf como Olmez y Yilmaz, (2010) 14.6 a 21.4
mg/g de té, Zhang et al., (2011) 20.04 mg/g de té; Rahim et al., (2014) de 20.4 a
38.7 mg/g de té; Cabrera et al., (2003) 25.7 a 38.3 mg/g de té; Li et al., (2012)
46.4 mg/g de té y Lépez de Dicastillo et al., (2013) de 94.5 mg/g de té. De
manera contraria Vuong et al., (2013) reportan un contenido menor de Cf, 7.3
mg/g de té denominado como descafeinado. La variedad, integridad, origen de
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las hojas y método de procesamiento influyen significativamente en la
concentracion de la cafeina (Ost'adalova et al., 2014). Estas variaciones
también se asocian con la edad de las hojas de té y el solvente utilizado en la
obtencion del extracto (Komes et al., 2009; Pan et al., 2003).

El contenido de catequinas en los tés se asocia con el proceso de elaboracion y
con el grado de fermentacién, siendo el té verde el de mayor contenido
comparado con el oolong y negro. Las catequinas constituyen la mayoria de los
sélidos solubles de las hojas de té, no obstante, durante el proceso de
extraccion pueden estar combinadas con azUcares y proteinas. La degradacion
de estos compuestos es afectada por la oxidacion, las altas temperaturas de
procesamiento y condiciones alcalinas (Ahmad et al., 2014). El proceso de
elaboracion del té verde consiste en someter a las hojas al vapor o asado, lo
que impide su fermentacion e inactiva a la polifenol oxidasa. Al evitar se lleve a
cabo la fermentacibn no se cataliza la polimerizacién oxidativa de las
catequinas, esta polimerizacion o condensacion provoca cambios
conformacionales y modifica sus propiedades (Astill et al., 2001; Olmez y
Yilmaz, 2010; Sharif et al., 2014). Es por ello que el contenido de catequinas, Cf
y AG esta relacionado con la calidad de las hojas de té y el grado de
fermentacion durante su manufactura (Cabrera et al., 2003). Otros factores que
influyen en su contenido son el estado de madurez de las hojas, el grado de
exposicion a los rayos solares y la estacion del afio en la que se colectan las
hojas de té (Jin et al., 2014; Lin et al., 2008). Es por todo lo anterior que el
contenido de compuestos fendlicos es variable entre las diversas

investigaciones realizadas.
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Etapa Il

Actividad Antibacteriana de la Pelicula de PEBD Adicionada con ET V

El aspecto de las peliculas elaboradas mediante extrusion se presenta en la
figura 18, en la que se observa que la pelicula adicionada con ETV presento
una ligera coloracibn comparada con la pelicula control, la cual fue
transparente. Una vez elaboradas las peliculas se procedi6 a evaluar su
actividad antibacteriana para determinar su potencial como envase activo.

En el cuadro 4 se muestran los resultados de la actividad antibacteriana de la
pelicula adicionada con ETV. Se observo un efecto significativo (p<0.05) de la
pelicula adicionada en L. monocytogenes comparada con la control con una
reduccion en el crecimiento del 39.22% en 48 h de contacto. Dicha bacteria
resultd ser mas sensible a los componentes del té presentes en la pelicula
comparado con el resto de las bacterias. En cambio no se observé efecto de la

pelicula adicionada con el ETV en el crecimiento de P. aeruginosa y S. aureus.
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Figura 18. Peliculas de polietileno de baja densidad (PEBD) elaboradas. A:
PEBD control; B: PEBD adicionado con ETV.
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Cuadro 4. Actividad antibacteriana de las peliculas de PEBD control y adicionadas con ETV en
contacto directo contra tres bacterias.

_ Incubacién por 24 h Actividad
Bacteria Pelicula b _ _
(UFC/cm?) antibacteriana R°®

PEBD" 5

Pseudomona aeruginosa 6.6x10 -0.022
PEBD+ETV® 7.0x10°
PEBD 5

Staphyloccocus aureus 9.4x10 0.046
PEBD+ETV 9.3x10°
PEBD 6

Listeria monocytogenes 1.7x10 0.263
PEBD+ETV 9.7X105*f

2 Actividad analizada mediante 1SO 22196:2007.": Valor promedio de tres piezas independientes. ®:Valor de R
calculado “:PEBD, polietileno de baja densidad. ®: ETV, extracto de té verde. f: Incubacion por 48 h. Indculo inicial
3.3x10° UFC/cm®. *Diferencias significativas (p<0.05) entre peliculas para la misma bacteria.
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Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana para L. monocytogenes
son similares a los reportados por Otero et al., (2014) quienes obtuvieron un
valor de R de 0.20, lo que representa una reduccion del 38% en el crecimiento
de E. coli O157:H7 aplicando un recubrimiento de aceite esencial de orégano
en una pelicula de polipropileno. A pesar de que no se utilizé el mismo
procesamiento para la elaboracion de la pelicula activa, el efecto del ETV y el
aceite esencial de orégano sobre el crecimiento de una bacteria permite
apreciar el envase activo con mayor potencial de aplicacion comercial.

L. monocytogenes es causante de listeriosis, enfermedad de baja incidencia
pero alta mortalidad (20-30%); por su habilidad de sobrevivir en un amplio rango
de condiciones ambientales (temperatura -1.5 a 50 °C, sal y acido) es
considerado un patdégeno alimentario importante (Oliveira et al., 2014; Saludes
et al., 2015; Shi et al., 2015). Se asocia a diversos alimentos como leche,
guesos, embutidos, pescados, mariscos, vegetales crudos y alimentos listos
para consumir sin tratamientos térmicos. En los ultimos 30 afios éstos son
considerados los principales alimentos involucrados en brotes de L.
monocytogenes, con una prevalencia de 2.97 a 25% (Saludes et al., 2015; Shi
et al., 2015). Siendo los alimentos no sometidos a tratamientos térmicos los
principales vehiculos para esta bacteria y la magnitud del riesgo a la salud que
representa, la implementacion de un envase activo antibacteriano permitird

disminuir los brotes asociados a su consumo.

Compuestos Presentes en la Pelicula de PEBD Adicionada con ETV

Los cromatogramas HPLC-iones totales (TIC) obtenidos para la pelicula de
PEBD control y adicionada con ETV en modo negativo y positivo se muestran
en las figuras 19 y 20, respectivamente. Para identificar los compuestos

provenientes del extracto y del plastico, se realiz6 una comparacién de los

76



cromatogramas obtenidos para la pelicula PEBD control (sin ETV) con la
pelicula PEBD+ETV, comparando los Tr y la presencia de iones de moléculas
desprotonadas/ protonadas ([M - H] / [M + H]") y los iones de los fragmentos
principales (NI/PI) de los picos (cuadro 5).

Se identificaron 2 compuestos en la pelicula, GEGC (Tg 6.1 min, modo
negativo) y Cf (Tr 6.2 min, modo positivo) procedentes del ETV. Ademés se
detectaron 9 compuestos como probables productos de degradacion de
componentes del extracto, debido a que sus iones moleculares no
corresponden a compuestos fendlicos previamente reportados en el té verde, y
se intentd identificarlos en este estudio. Considerando que los compuestos
fendlicos constituyen el 30% de la composicion general de té, el resto
corresponde a proteinas, aminoacidos, carbohidratos, pigmentos y minerales
(Lin et al., 2003; Belitz et al., 2009). También se detectaron 4 compuestos
provenientes del plastico que corresponden a los Tg de: 11.1 y 15.3 min en
modo negativo (figura 19), 14.7 y 17.1 min en modo positivo (figura 20). Estos
compuestos pueden ser agentes antioxidantes que actlan como protectores
contra la deterioracion ocasionada por agentes atmosféricos (como gases,
radiacion, temperatura, agua, entre otros) (Robertson, 2012). Los picos que se
observan posteriores a los 17.5 min corresponden al comportamiento de la fase

movil bajo las condiciones del gradiente indicadas en la metodologia.
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Figura 19. Cromatograma HPLC-iones totales (TIC) de peliculas de

PEBD+ETV (A) y control (B), modo negativo. Identificacién de picos: (1,2 y 5 al 14) No
identificados, (3) galato de epigalocatequina.
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Figura 20. Cromatograma HPLC-iones totales (TIC) de peliculas de

PEBD+ETV (A) y control (B), modo positivo. Identificacién de picos: (4) Cafeina, (13 y
15) No identificados.
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Cuadro 5. Tiempo de retencion, caracteristicas espectrales de masas e
identidad de los compuestos fendlicos presentes en la pelicula de PEBD+ETV.

' TR [M-H]/[M+H]

Pico _ Compuesto NI/ Pl (m/z)

(min) (m/z)
1 1.6 N.i 192/ - 170, 126/-
2 3.8 N.i. 185/ - 126/-
3 6.1 GEGC*® 457/ - 288, 169/-
4 6.2 Cafeina® - 1195 -/138, 110
5 7.1 N.i. 463/ - 300/ -
6 8.8 N.i. 461/ - 308, 170/-
7 9.7 N.i. 445/ - 291, 170/-
8 10.3 N.i. 483/ - 445, 291/-
9 11.7 Proveniente de PEBD 424/ - 398, 328, 167/-
10 12.3 N.i. 761/ - 608, 320/-
11 13.6 N.i. 304/ 306 181, 152/ 183
12 14.6 N.i. 287/ - 227/ -
13 14.7 Proveniente de PEBD -/ 557 -[ 247,122
14 15.3 Proveniente de PEBD 469/ - 314, 223/ -
15 17.1 Proveniente de PEBD -/ 607 -/ 535, 305,
244

2 Previamente reportado en té verde. ° Identificado por comparacién con estandar. PEBD:
Polietileno de baja densidad. N.i.: No identificado. GEGC: galato de epigalocatequina.
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De las extracciones realizadas de la pelicula PEBD+ETV se efectu6 la
cuantificacion de Cf, como Unico compuesto recuperado y corregido por el
porcentaje de recuperacion. Al igual que en el extracto, presentd un ion
molecular de 195 m/z y un fragmento de 138 m/z en modo positivo. A pesar de
que se detectd la presencia de GEGC en la pelicula no se obtuvo una
concentracion suficiente para llevar a cabo su cuantificacion. Los compuestos
denominados como “no identificados”, podrian tratarse de productos de
degradacion de componentes del ETV no relacionados con compuestos
fendlicos o con Cf. La identidad de estos compuestos se desconoce debido a
que sus iones no coinciden con los de los componentes identificados
frecuentemente en té verde, tanto en los reportados en este trabajo asi como en
otras investigaciones publicadas. Ademas se ha descartado que provengan del
PEBD por comparacion con la pelicula control.

En el cuadro 6 se muestra el efecto del proceso de extrusion de la pelicula en la
concentracion de Cf. El contenido de Cf fue de 1.41+0.09 mg/g de PEBD, que
corresponde al 32.91% inicialmente adicionada. De lo anterior se observo una
disminucién del 67.09% de Cf en la pelicula, atribuida a su degradacién durante
el proceso de extrusién. Este comportamiento es similar al obtenido por Colin-
Chavez et al., (2012), quienes reportan una retencidn de astaxantina del
36.02% en peliculas de PEBD elaboradas por este mismo proceso. En cambio,
IAiguez-Franco et al., (2012) reportaron valores mayores de retencion para C
(72.5%) y EC (70.3%) en peliculas de PLA extruidas en dado plano.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observo que el proceso de extrusion
ejerce un efecto significativo en la degradacién de los compuestos presentes en
el ETV utilizado para la fabricacion de la pelicula de PEBD, confirmandose con
la ausencia de actividad antibacteriana contra S. aureus y P. aeruginosa.
Debido a que se ha reportado actividad antibacteriana de alcaloides de origen
vegetal contra bacterias Gram positivas y negativas (Cushnie, et al., 2014), se
podria asociar a la Cf presente en la pelicula PEBD+ETV con la reduccion del

crecimiento de L. monocytogenes.
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Cuadro 6. Efecto del proceso de extrusion en la concentracion de cafeina (Cf) en la pelicula.

ETV o Cf cuantificada en PEBD
o Cf adicionada
Pelicula adicionado
) (mg/g) y
(%) mg/g % de retencion
PEBD 0 0 0 0
PEBD+ETV 4.35 4.28 1.41+0.09* 32.91

ETV: extracto de té verde PEBD: polietileno de baja densidad. * Valor promedio + desviacion estandar de tres

repeticiones.
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CONCLUSIONES

Los EOU y ETV presentaron actividad contra L. monocytogenes y S. aureus
spp. Ademas el ETV también presentd actividad contra P. aeruginosa. Por el
contrario el EA no presentd actividad contra ninguna de las bacterias

analizadas.

Se utilizd el ETV para la fabricacion de peliculas de PEBD por presentar
actividad antibacteriana contra un mayor rango de bacterias comparado con el
EOU Yy EA.

En el ETV se identificaron 4 compuestos que conforme a su concentracion

cuantificada en el extracto corresponden a GEGC>Cf >GGC>EC>AG.

La pelicula de PEBD adicionada con ETV presentd actividad antibacteriana
contra L. monocytogenes con una reduccion del 39.22% del crecimiento en 48 h

de contacto.

Se identificaron dos compuestos en la pelicula PEBD+ETV, correspondientes a

GEGC en una concentracion no cuantificable y Cf con un 32.91% de retencion.

El proceso de fabricacién por extrusion, para la obtenciéon de una pelicula de
PEBD, degradé los compuestos fendlicos presentes en el ETV disminuyendo su

espectro de accion antibacteriana.
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RECOMENDACIONES

Para verificar el efecto de la Cf en la actividad antibacteriana de la pelicula
adicionada con ETV, se recomienda realizar los ensayos de difusion en agar

contra L. monocytogenes.

Debido a que en los ensayos in vitro la pelicula de PEBD adicionada con ETV
presentd actividad antibacteriana contra L. monocytogenes, se recomienda
realizar los ensayos en alimentos. Estos ensayos permitiran estudiar la
interaccion de los componentes del alimento con la Cf retenida en la pelicula, y
con esta informacién se puede controlar la liberacién de la Cf hacia el alimento

y consecuentemente disminuir el crecimiento de la bacteria en su superficie.

Otra accion que se puede realizar para lograr actividad antibacteriana de la
pelicula activa es la adicidbn de una concentracidon mayor del extracto (8%) al
PEBD, de tal manera se logre una cantidad remante de las catequinas

suficiente para ejercer un efecto positivo para aplicaciones comerciales.

Proceder con la identificacion de los compuestos procedentes del PEBD vy
probables productos de degradacion del ETV detectados en la pelicula
adicionada con ETV.

Para evitar la degradacion de los componentes del extracto por efecto del
procesamiento de extrusion se podria disminuir la temperatura y tiempo de
residencia. Esto permitira que compuestos como el GEGC, EC y AG subsistan
durante la extrusidon y posteriormente al interaccionar con el alimento se liberen

de manera gradual hacia su superficie.
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EAG
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EGC
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GEC
GEGC
GGC
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HPLC
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ISO
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log
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Nd
N.i.
Pa
PEBD
psi
rpm
Tf

APENDICES

Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico

Acido galico

Andlisis de varianza

Acido ribonucleico

Catequina

Cafeina

Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
Extracto de apio

Equivalente de &cido galico
Epicatequina

Epigalocatequina

Extracto de orujo de uva

Equivalente de catequina

Extracto de té verde

Galocatequina

Galato de epicatequina

Galato de epigalocatequina

Galato de galocatequina

Extracto de semilla de uva
Cromatografia liquida de alta resolucion
Humedad relativa

International Organization for Standarization
Isoquercetina

Logaritmo

Number Crunching Statistical System
No detectado

No identificado

Pascal

Polietileno de baja densidad
Libra-fuerza por pulgada cuadrada
Revoluciones por minuto

Teaflavina
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Temperatura de transicion vitrea
Temperatura de fusion

Tiempo de retencion

Agar tripticasa de soya

Unidades formadoras de colonias
Ultravioleta

Volts
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Estructuras moleculares de los compuestos fendlicos y flavonoides

HO
OH

HO
OH Acido galico (AG), peso molecular: 170.12, formula
(OH)3CeH,CO2H.

aC
Hﬂw OH
OH

OH

Catequina (C), peso molecular: 290.3, férmula
C15H140es.

aC;
NRN0H

Epicatequina (EC), peso molecular: 290.3, formula
C15H140es.

Galocatequina (GC), peso molecular: 306.3, férmula
C15H1407.
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OH

o
HO 0N
\Q/\)""’DH

OH Epigalocatequina (EGC), peso molecular: 306.3,

formula C15H1407.

o
HD D n‘t"" OH
0.0

OH

HO OH

CH Galato de epicatequina (GEC), peso molecular:

442 4, formula C22H18010.

Galato de epigalocatequina (GEGC), peso molecular:
458.4, formula C22H18011.
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Teaflavina (Tf), peso molecular: 564.5, formula
C29H24012.

HO
OH

Acido 5-O-cafeoilquinico, peso molecular:
354.31, formula C16H1500.

Procianidina B1, peso molecular: 578.5, formula
C30H26012.
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OH
CH,OH

Isoquercetina (ISQ), peso molecular:
464.38, formula Co1H20015.

Quercetina 3-glucésido, peso molecular:
464.38, formula C21H20012.

OH

OH Acido clorogénico, peso molecular:

35431, formula ClGngog.

HO
X OH

HO Acido cafeico, peso molecular: 180.16, formula
(OH)2C6H3CH:CHC02H.
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H
3CO ™ OH
HO Acido ferdlico, peso molecular: 194.18, férmula
HOCeHg(OCHg)CH:CHCOZH.
0O
N oH
HO

Acido p-cumérico, peso molecular: 164.16, formula
HOCeH4CH=CHCOH.

OH

Apigenina, peso molecular: 270.24, férmula
C15H100s.

OH O Luteolina, peso molecular: 286.24, formula
C15H100es.
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Kaempferol, peso molecular: 286.24, férmula
C15H100es.

CHs

/:\ .
HsC™  “CHz  Limoneno, peso molecular: 136.23, formula C1oHa6.

a-pineno, peso molecular: 136.23, formula C1oH1s.
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