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RESUMEN

Las peliculas comestibles son una nueva forma de poder preservar los alimentos, y
al ser adicionadas con agentes antimicrobianos de origen natural, prolongaran aun
mas la vida de anaquel, y seran utiles para prevenir las ETA’s.

El objetivo de este trabajo fue realizar peliculas comestibles de almidon adicionadas
con carvacrol, cinamaldehido, eugenol, y timol, para evaluar la inhibicion de
bacterias Gram positivas como B. cereus y S. aureus, que son de los principales
microorganismos que originan ETA’s.

Las peliculas se realizaron formando una solucion homogénea compuesta por
almidon, sorbitol e hidroxido de sodio. A esta solucion se le adiciono el
antimicrobiano a diferentes concentraciones para después dejarlas secar en cajas
petri. Una de las propiedades que caracterizan a los antimicrobianos utilizados, es
que son compuestos fendlicos y volatiles, por lo que se aproveché esta propiedad
para inhibir los microorganismos, por medio de los vapores originados por la
volatilizacion, en un entorno cerrado a pH 5, ya que a este pH tienen un mayor
efecto antimicrobiano. La evaluacién del efecto de las peliculas fue de forma
cualitativa con la finalidad de obtener la concentracion minima con efecto
bactericida. También se evalué el efecto de mezclas binarias realizadas con los
antimicrobianos que presentaron efectos bactericidas.

En los resultados obtenidos en este trabajo, las dos bacterias presentaron efecto
bactericida a concentraciones iguales, teniendo como resultados, carvacrol 700
mg/L; cinamaldehido 600 mg/L; eugenol > 3000 mg/L y timol 700 mg/L.

En la evaluacion de las mezclas binarias para Bacillus cereus se realizaron 16
combinaciones de las cuales solo en una mezcla de cinamaldehido con timol se
obtuvo efecto sinérgico y el resto presento efecto aditivo. En el caso de
Staphylococcus aureus se evaluaron 9 mezclas, en las cuales no se obtuvo ninguna

mezcla con efecto sinérgico, sin embargo en la mayoria se obtuvo efecto aditivo.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) constituyen un importante
problema de salud publica, con implicaciones sociales, economicas, politicas y
culturales. Las ETA’s causan principalmente trastornos en el tubo intestinal, con
dolores abdominales, diarrea y vomito. Estas enfermedades son causadas por la
ingestion de alimentos que contienen cantidades considerables de bacterias
patdgenas o de productos toxicos (Bravo-Martinez, 2004). Por lo que, para
conservar un alimento pueden emplearse meéetodos de destruccion de
microorganismos o bien métodos que crean un ambiente desfavorable para el

crecimiento de estos microorganismos (Cervera, 2003).

Una de los métodos mas importantes que emplea la tecnologia alimentaria en la
prolongacion de la vida util de los alimentos es el uso de conservadores. Los cuales
son sustancias de distinta composicion que actian inhibiendo la accién o el
desarrollo y crecimiento de los agentes que deterioran los alimentos. Los
conservadores se diferencian, segun su naturaleza en quimicos y biolégicos. Los
quimicos, son &cidos, sales, u otros compuestos puros o0 mezclados con otras sales.
Los biolégicos, pueden proceder de varias fuentes, pueden ser de origen vegetal

como los extractos de semillas y frutas; y aceites esenciales (Santos, 2004).

Los aceites esenciales son una mezcla de sustancias quimicas arométicas que al
poseer propiedades antimicrobianas, en los Ultimos afios se ha investigado una
forma de aplicacién de estas sustancias, y uno de los métodos alternativos es la
incorporacion de estos agentes antimicrobianos a peliculas comestibles (Soliva y
Martin, 2001; Zekaria, 2010).

Las peliculas comestibles son definidas como una capa delgada formada sobre un
alimento. Su funcion principal es controlar la pérdida de humedad y mantener la
permeabilidad a gases, y al ser adicionadas con antimicrobianos representa una
buena alternativa a este problema, ya que se mantendra la integridad del alimento y
se podra disminuir la carga de microorganismos patdégenos que puedan estar

presentes (Ayranci y Tunc, 2001).



2. JUSTIFICACION

El uso de peliculas comestibles a base de almidén se ha convertido en una forma
innovadora y economica de poder proteger y mejorar la calidad de algunos
alimentos, que al tener una gran cantidad de nutrientes son susceptibles a que se
desarrolle una mayor carga de microorganismos patdégenos, haciendo mas rapida la
descomposicion del producto, causando algunas enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA). Por lo que las peliculas comestibles, al ser adicionadas con
agentes antimicrobianos de origen natural nos permitiran aumentar la vida atil de los
productos y la reduccion de microorganismos patdgenos, para poder asi mejorar la

seguridad alimentaria de los consumidores.

Algunos de los antimicrobianos naturales son compuestos volatiles, y gracias a esta
caracteristica son una posible alternativa para inhibir el crecimiento de

microorganismos por contacto indirecto mediante su volatilizacion.



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general:
o Evaluar la inhibicibn por contacto de vapor de Bacillus cereus vy
Staphylococcus aureus por peliculas comestibles de almidon adicionadas con
carvacrol, cinamaldehido, eugenol y/o timol.

3.2 Objetivos particulares:

Elaborar peliculas comestibles de almidén adicionadas con carvacrol,

o

cinamaldehido, eugenol y timol a pH de 5.

o Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) por contacto de vapor de
peliculas comestibles de almidon adicionadas con carvacrol, cinamaldehido,
eugenol y timol en Bacillus cereus y Staphylococcus aureus.

o Realizar peliculas comestibles de almidén con mezclas binarias de los
antimicrobianos utilizados en la concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

o Evaluar la inhibicién por contacto de vapor de las peliculas comestibles de
almidon adicionadas con mezclas binarias de carvacrol, cinamaldehido,

eugenol y/o timol sobre Staphylococcus aureus y Bacillus cereus.



4. MARCO TEORICO

4.1 Deterioro de alimentos

Todos los alimentos que proceden de las plantas o de algunos animales, son de
naturaleza bioldgica. Después de un tiempo, en condiciones de ambiente natural,
sufren una serie de deterioro que modifican las caracteristicas originales del
alimento, provocando cambios de aspecto, olor y sabor, llegan a producir su

alteracion nutritiva y sanitaria, obligando a desecharlos (Silla Santos, 2004).

El grado de deterioro puede ser muy rapido o relativamente lento. Algunos alimentos
presentan un proceso de deterioro que puede ser muy lento como es el caso de las
semillas o frutos secos; o extremadamente rapido, lo que impide que puedan ser
utilizados como alimentos pocas horas después. El deterioro puede tener un origen
intrinseco, es decir, esencial del propio alimento y su respuesta metabdlica. Pero
también puede tener un origen extrinseco, ya sea éste de causa fisica, quimica o

bioldgica (Salas-Salvado y col, 2005).

El deterioro fisico se asocia a cambios ocurridos en el alimento, como, por ejemplo,
golpes y cortes (los cuales pueden inducir deterioro bioquimico) ruptura o perdida de
la integridad, deshidratacion superficial por mal empaque y quemado del frio en
vegetales, ganancia de humedad (que puede inducir al deterioro bioldgico),
transferencia de olores entre productos, pérdida de peso por deshidratacion,

guemado por exceso de coccion y dafios causados por plagas (Santos, 2004).

El deterioro quimico se manifiesta especialmente durante los procesos de
almacenamiento de los alimentos. Entre los cambios mas notables se encuentran: el
pardeamineto no enzimatico o reaccién de Maillard, que consiste en una serie de
reacciones complejas entre azlcares y compuestos nitrogenados, las cuales
generan pigmentos marrones, en general el calor y la desecacion lo favorecen. Otro
de los cambios es el enranciamiento de lipidos, que se produce por reacciones de
hidrdlisis y oxidacion, ocurre la formacion de compuestos volatiles, que dan olores y
gustos caracteristicos. El enranciamiento depende de la estructura de los lipidos,

siendo mas frecuente en grasas insaturadas (Salas-Salvado y col, 2005).
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El deterioro de alimentos mas importante son los del tipo bioldégico, en donde se
pueden clasificar en los de origen intrinseco (enzimas), y los extrinsecos
(microorganismos). En el deterioro intrinseco generalmente las enzimas sobreviven
a los propios organismos, pudiendo incluso aumentar su actividad, algunas enzimas
cambian la textura de los alimentos, pero pueden acabar provocando su
descomposicion. El deterioro de origen extrinseco es causado por microorganismos
como bacterias, hongos y levaduras. Estos microorganismos consumen los
nutrientes presentes en el alimento, multiplicAndose y produciendo diversas
sustancias como consecuencia de su metabolismo, las cuales pueden ser téxicas
para el ser humano. Ello se manifiesta, algunas veces, por la generacion de malos
olores, sabores, cambios de color y textura por lo que el deterioro por
microorganismos es de especial importancia desde el punto de vista de salud
publica, ya que ellos originan la mayoria de las ETA’s (Salas-Salvado, 2005,

Barreiro y col, 1994).

4.2 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S)

Las ETA"s son infecciones ocasionadas por distintas bacterias, hongos y parasitos, y
constituyen un importante problema de salud publica debido al incremento en su
ocurrencia. También se considera ETA’s a las intoxicaciones causadas por
contaminantes quimicos como metales pesados y compuestos organicos; sin
embargo, las causas mas frecuentes de intoxicacién de origen alimentario son por

microorganismos (Chin, 2001, Armada y Oliver, 2007).

Todos los alimentos se contaminan con microorganismos, la mayoria de los cuales
estan en la superficie de los alimentos. Los principales microorganismos que se
encuentran en los alimentos son las bacterias; las cuales se pueden clasificar en dos
clases: bacterias contaminantes, que reducen el valor nutritivo y hacen incomestible
al alimento; y bacterias patdgenas, que producen enfermedades al ser humano
(Granados, 1984). En la tabla 1 se mencionan las principales bacterias patdogenas

gue se pueden encontrar en los alimentos.
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Tablal: Principales géneros bacterianos en los alimentos

Tipo de bacteria Género
Gram negativos:
) . . ) Campylobacter
Bacilo microaerofilos espirales o curvos
Gram negativos: Brucella, Flavobacterium, Moraxella,
Aerobios de forma bacilar a cocacea Pseudomonas

. Aeromonas, Enterobacter, Escherichia,
Gram negativos: . .
_ _ _ Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella,
Bacilos anaerobios facultativos o o
Vibrio, Yersinia

Gram positivos:
Staphylococcus
Cocos

Gram positivos: ) o
_ Bacillus, Clostridium
Bacilos formadores de endosporas

Gram positivos: _ o
Lactobacillus, Listeria

Bacilos regulares no esporulados

(Escriche y Domenech, 2006)

Algunos factores que pueden beneficiar el crecimiento de microorganismos
patégenos y por lo tanto ocasionar ETA’s son (Bravo-Martinez, 2004):

1) Calentar, cocinar o mantener los alimentos incorrectamente

2) No refrigerar los alimentos de forma adecuada

3) Personas infectadas que lleven mala higiene en casa o en donde trabajan

4) Preparar alimentos sin el debido cuidado, con un dia o mas por adelantado, antes
de servirse

5) Agregar ingredientes crudos o contaminados a los alimentos sin cocinar

6) Dejar que los alimentos pasen demasiado tiempo a temperaturas inadecuadas

7) No recalentar los alimentos a temperaturas que maten las bacterias

8) Permitir la contaminacion cruzada por alimentos crudos

9) Equipo mal lavado o mal desinfectado, o personas que manejan incorrectamente
los alimentos

10) Deficiente desinfeccidon de legumbres, frutas y verduras

Es muy importante recalcar e insistir que las ETA’s se pueden prevenir, y son

provocadas generalmente por descuido y malos habitos de higiene.
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Segun el mecanismo de accion de los microorganismos patdgenos sobre los

alimentos, las enfermedades alimentarias se clasifican en (Armada y Oliver, 2007):

¢ Infecciones alimentarias: se producen cuando se consumen alimentos que
contienen microorganismos patdgenos. Estos colonizan el tracto digestivo y
causan una lesion tisular.

¢ Infestaciones alimentarias: son causadas por formas parasitarias.

¢ Intoxicaciones alimentarias: son resultado directo de la ingestion de alimentos
gue contienen toxinas producidas durante el crecimiento microbiano en los
alimentos.

e Toxiinfecciones alimentarias: son una combinacion de las dos anteriores, de
modo que se ingiere alimentos con microorganismos patégenos que

posteriormente desarrollan toxinas en el organismo.

Una vez que los alimentos contaminados microbiolégicamente son ingeridos, existe
una fase que precede a la aparicion de los primeros sintomas, el periodo de
incubacion oscila entre horas y dias. Los sintomas producidos dependen de la clase
de microorganismo involucrado en la enfermedad. Las enfermedades de origen
alimentario se diagnostican por los sintomas y de pruebas de laboratorio especificas
qgue logran identificar al microorganismo causante. Las enfermedades microbianas
de origen alimentario pueden dar lugar a brotes, que se producen cuando un grupo
de personas consume un alimento contaminado y dos o mas de ellas contraen la
misma enfermedad. Con frecuencia, en un brote concurren una serie de
circunstancias relacionadas con la manipulacion y conservacion del alimento
involucrado. Algunos casos de enfermedades microbianas de origen alimentario no

son brotes reconocidos sino casos individuales o esporadicos (Pascual, 2005).

La mayoria de las infecciones transmitidas por alimentos se deben a especies
bacterianas del género Salmonella, Campylobacter y Escherichia coli. Ademas de
enfermedades infecciosas, también existen otras ocasionadas por la presencia de
toxinas producidas por algunos microorganismos al crecer en un alimento, como es
el caso de las especies bacterianas Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum y

Bacillus cereus (Pascual, 2005).
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4.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus son cocos Gram positivos, de 0.5 a 1.5 um de didmetro, que
se agrupan de forma irregular (racimo de uvas). Son bacterias inmaoviles, no forman
esporas, no poseen capsula, son catalasa positiva, coagulasa positiva y DNAsa
positiva. En los medios de cultivo crecen de 18 a 24 horas de incubaciéon formando
colonias pequefias de 1 a 3 mm de didametro, las colonias son lisas, elevadas,
brillantes y de bordes enteros, presentan una consistencia cremosa, con una
coloraciéon amarillenta o dorada. En agar sangre presenta un halo de B-hemdlisis
alrededor de la colonia. Son bacterias muy resistentes al calor y la desecacion que
pueden crecer en medios con elevada salinidad (Pahissa, 2009).

Staphylococcus aureus es un importante patégeno que causa una gran variedad de
sindromes clinicos, dentro de las principales estan las intoxicaciones alimentarias
debido a la produccion de enterotoxinas que son estables a temperaturas de
ebullicion, la cual se excreta en los alimentos antes de que estos sean consumidos;
el tiempo de incubacion es muy corto, de dos a cuatro horas después de la ingestion
y los sintomas suelen durar poco tiempo (Koneman y Allen, 2008; Ingraham J;
Ingraham C; 1998). Los sintomas que suelen presentarse en esta intoxicacion son:

vomito, diarrea, espasmos abdominales y nauseas (Gil, 2010).

La mayoria de las intoxicaciones tiene su origen durante la elaboracion de un
alimento o su almacenamiento, asi, los Staphylococcus aureus suelen contaminar
los alimentos a partir de las personas que los preparan, ya que se encuentran
habitualmente en mucosa o en la piel. El 25 - 40 % de la poblacién es portadora

asintomatica de Staphylococcus aureus (Gil, 2010).

Algunos de los alimentos ligados a intoxicaciones por Staphylococcus aureus son
carnes, aves, pescados y mariscos, salsas, pasteles, ensaladas, huevo, leche y
derivados. Debido a que la enterotoxina es termoestable, la coccion de los alimentos

no va a eliminar la toxina (Mencias y Mayero, 2000).

Las medidas preventivas constituyen la via principal para controlar la intoxicacion, ya
que el tratamiento con antibioticos no tiene ninguna utilidad debido a que los
sintomas estan causados por la toxina y no por el desarrollo del microorganismo.
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Por otro lado, las medidas preventivas son faciles de ejecutar, ya que un cuidadoso
lavado de manos puede evitar la transmision del Staphylococcus a los alimentos

(Ingraham J e Ingraham C, 1998).

4.4 Bacillus cereus

Bacillus cereus es una bacteria perteneciente a la familia de las Bacillaceae. Son
microorganismos de forma bacilar y miden aproximadamente de 1-1.2 por 3-5 um.
Son esporulados, y normalmente movil por flagelos peritricos, aunque existen
variantes inmoviles. Las colonias crecidas en agar tienen aspecto mate y
escarchado. Esta bacteria es anaerobia facultativa, Gram positiva, catalasa positiva.
Es un microorganismo ubicuitario, abundante en la naturaleza. Se encuentra
frecuentemente en el suelo, polvo, vegetales, cereales, harinas, especias, plantas y
en algunos alimentos crudos o procesados. En condiciones normales y cuando su
namero es limitado, no se considera patdgeno; sin embargo, es capaz de producir

enfermedades en el hombre si concurren ciertas condiciones (Forbes, 2009).

Al igual que S. aureus; Bacillus cereus puede causar intoxicaciones alimentarias.
Los sindromes producidos por B. cereus se debe a dos tipos distintos de toxinas
(Pascual A. My Calderon V, 2000):

e Toxina diarreica

e Toxina emética

La toxina diarreica, es una molécula proteica que se elabora en la fase exponencial
del crecimiento. Se libera en los alimentos o en el intestino delgado. Se puede
inactivar por la exposicion a 56 °C durante 30 minutos, es sensible a la accién de
acidos y alcalis. La toxina emética es un pequefio péptido con peso molecular
inferior a 5000 Dalton. Es resistente al calor (120 °C durante 90 minutos), a los
acidos, alcalis y enzimas proteoliticas. Se produce en la fase estacionaria del
crecimiento. Por sus caracteristicas, esta toxina es la que con mas frecuencia se ve

involucrada en casos de intoxicacion (Koneman y Allen, 2008).

En el sindrome diarreico, los sintomas se presentan entre las 8 — 16 horas. Se
manifiesta clinicamente con diarrea acuosa profusa, dolor abdominal, nauseas, rara

vez vomitos y tenesmo rectal. Los sintomas desaparecen, normalmente, antes de 24
15



horas. En el sindrome emético los sintomas se presentan entre los 30 minutos y las
6 horas que siguen a la ingestion del alimento. Van acompafiados principalmente de
nauseas y vomitos, con o sin diarrea o dolor abdominal (Pascual A. M y Calderén V,
2000).

Las intoxicaciones asociadas con B. cereus puede evitarse mediante la coccion
suficiente de los alimentos, sobre todo las carnes y con un almacenamiento

refrigerado correcto (Koneman y Allen, 2008).

4.5 Métodos de conservacion de alimentos

Como ya se menciona anteriormente las razones del deterioro de los alimentos son
diversas. Por un lado, se pueden contaminar por microorganismos procedentes del
exterior; por otro lado, la accién de diferentes factores fisicos y quimicos pueden
alterar la estructura quimica, y ocasionar pérdidas de sabor, textura y coloracion

natural e incluso del valor nutritivo (Armada y Oliver, 2007).

La conservacion de alimentos se basa en la manipulacion de las condiciones
ambientales para disminuir o eliminar el crecimiento de microorganismos. Diversos
métodos de conservacién, permiten aumentar la vida Ut de los alimentos,
disminuyendo la carga de microorganismos presentes (LOpez-Barreras, 2007; Gil,
2010)

Los métodos de conservacion pueden dividirse en dos grupos: fisicos y quimicos:
Los métodos fisicos modifican menos el valor nutritivo y la calidad sensorial del
alimento. Los meétodos quimicos se logran por la adicion de sustancias que producen
una transformacion quimica del producto; bajo esta denominacion a veces se incluye
el uso de aditivos alimentarios que es, en rigor, un recurso tecnologico para mejorar
la estabilidad y conservacion de los alimentos mas que un método de conservacion

propiamente dicho (Hernandez, 1999).
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(Armada y Oliver, 2007).
Figura 1: Principales técnicas de conservacion de alimentos

Como se puede observar en la figura 1 se muestran las principales técnicas de
conservacion aplicadas en la industria alimentaria. Sin embargo en los ultimos afios
la técnica mas utilizada es la adicién de aditivos. Los aditivos se encuentran hoy en
dia en practicamente todos los alimentos y se afiaden no sélo para evitar la
descomposicion por el crecimiento microbiano, sino también para mantener las

condiciones fisico-quimicas y evitar la oxidacion (Morcillo y col, 2013).

Los aditivos pueden ser sintéticos y naturales. Los aditivos sintéticos son estructuras
guimicas sintetizadas en el laboratorio. En la mayoria de los paises sélo se pueden
utilizar como aditivos alimentarios los compuestos que hayan sido comprobados de
modo exhaustivo hasta demostrar su seguridad. Los aditivos naturales son
sustancias quimicas contenidas en las especias, 0 en aceites esenciales con una
actividad multifuncional no limitada a su accion conservadora (Bello-Gutiérrez, 2000;
Morcillo y col, 2013).

4.6 Antimicrobianos naturales

La presién publica para la disminucion del uso de sustancias de origen sintético en la
industria alimentaria ha llevado a la busqueda de antimicrobianos alternativos de
origen natural, tales como los extractos de plantas. Los principales agentes naturales
antimicrobianos son los aceites esenciales de las hierbas aromaticas y especias
(Ayala-Zavala y col, 2005; Soriano del Castillo, 2007).
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Los antimicrobianos naturales, constituyen cada vez una nueva forma de garantizar
alimentos seguros, manteniendo inalterables la calidad del alimento. Estos
antimicrobianos pueden ser compuestos sintéticos adicionados de manera
intencional o de ocurrencia natural que pueden ser utilizados comercialmente como

aditivos para la preservacion de los alimentos (Bauchet y Golden, 1989).

Los antimicrobianos de origen natural pueden clasificarse por su origen: 1) Animal,
gue incluyen proteinas, enzimas liticas tales como lisozima, hidrolasas como lipasa y
proteasa; 2) Microbiano; 3) Vegetal, que incluye los extractos de plantas y aceites

esenciales (Rodriguez, 2011):

4.6.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales de las plantas aromaticas son una mezcla compleja de
muchos componentes. En muchos de ellos se han encontrado entre 100 y 150
compuestos y en algunos mas de 300. Estas sustancias aromaticas se encuentran
concentradas en diferentes partes de la planta: hojas, raiz, flores, tallo y semillas.
Estos aceites son compuestos volatiles, insolubles en agua y poseen propiedades
terapéuticas; tienen aplicacion en aromaterapia, cosméticos, perfumes y el area
farmacéutica. (Olaya y Méndez, 2003; Primo, 2007). En la tabla 2 se muestran

algunos de los principales aceites esenciales.

Tabla 2: Aceites esenciales y sus componentes con actividad antimicrobiana

Nombre cientifico Nombre comun Parte Componente
Cinnamon Canela Hojas Carvacrol
Origanum Oregano Hojas Carvacrol
Syzygium Corteza

) Clavo _ Eugenol
aromaticum Hojas
) Flor _
Thymus vulgaris Tomollo _ Timol
Hoja
Eucalyptus ) _ _
Eucalipto Hoja Cineol
globulus

(Zekaria, 2010)
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Los aceites esenciales derivados de plantas son conocidos por su elevada actividad
antimicrobiana contra un amplio rango de bacterias y hongos; sobre todo sobre
bacterias Gram positivas; ademas de potenciar la actividad antioxidante de los
propios productos tratados. Estos compuestos pueden ser letales para las células
microbianas o simplemente servir como inhibidores de la produccién de metabdlitos.
La accion de los antimicrobianos dependen de gran medida del pH, cuanto méas
acido es un alimento, mas activo es contra los microorganismos (Bello-Gutiérrez,
2000; Rodriguez, 2011).

La funcién conservadora que los aceites esenciales tienen se debe a la composicion
gue poseen, estos estan caracterizados por dos o tres componentes mayoritarios,
usualmente oxigenados, con una concentracion entre el 20 y 70% comparados con
el restos de los componentes que estan presentes en mucho menor proporcion,
algunos de estos aceites estan constituidos por monoterpenos, sesquiterpenos y

fenilpropanos (Rodriguez, 2011; Guarnizo y col, 2009).

En la tabla 3 se mencionan algunos de los principales componentes de los aceites
esenciales, el cual el grupo de los fenoles posee el coeficiente antibacteriano mas
elevado, luego siguen los otros grupos moleculares. Dentro del grupo de los fenoles
los que presentan mayor actividad antimicrobiana es el carvacrol, timol y eugenol. El
siguiente grupo con mayor actividad son los derivados del finilpropano en el cual
destaca el aldehido cindmico (Romero, 2004).
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Tabla 3: Principales componentes de los aceites esenciales

Propiedades

Nombre comUn

Principio activo

Fenoles Estimulantes, Tomillo, mejorana, | Timol,  carvacrol,
bactericidas, orégano, albahaca, | eugenol, mentol,
fungicidas, clavo de olor borneol
inmunomodulantes

Derivados del | Estimulantes, Canela, clavo, | Aldehido cinamico,

fenilpropano antisepticos, albahaca, anis, | metileugenol,

antiespasmodicos

nuez moscada

anetol, miristicina

Cetonas Citofilactico, Menta, romero Pinocarvona,
mucolitico, verbenona,
cicatrizante pulegona,

mentona, carvona

Aldehidos Sedantes, Te limén, citronela, | Neral, geranial
antisepticos palmarosa

Alcoholes Energetizantes, Lavanda, palo de | Linalol, citronelol,

(monoterpénicos, antimicrobianos, rosa, eucalipto, | mentol, cedro,

sesquiterpénicos) | antivirales, cedro santolol, nerolidol
diureticos

Esteres Sedantes, Manzanilla, Acetato de
antiespamodicos, lavanda, salvia camazuleno,

antifangicos

(Romero, 2004)

4.6.2 Carvacrol

El carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) es un compuesto fendlico presente en el aceite
esencial del orégano (60-70%) y del tomillo (45%). Es un liquido incoloro,
ligeramente soluble en agua y soluble en etanol y éter. Es una sustancia con
actividad antibacteriana, antifingica, antihelmintica, insecticida, analgésico vy
antioxidante. Actualmente es empleado como desinfectante y como conservador de
comida, no tiene riesgos téxicos a largo plazo, sus efectos citotdéxicos son la razon
por la cual funciona como un agente antimicrobiano y antiséptico. En la figura 2 se
muestra la estructura quimica del carvacrol (Yagasaki y col, 2004; Ahmad y Aqil,

2009; Amadio y col, 2011).
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Figura 2: Estructura quimica del carvacrol

El carvacrol en su mecanismo de accion es capaz de desintegrar la membrana
externa de las bacterias, permitiendo la salida de liposacaridos e incrementando la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica. Cuando la concentracién de carvacrol
aumenta, mayor cantidad de este componente es acumulado en la membrana y por

consiguiente el dafio a la membrana es mayor (Garcia, 2008).
4.6.3 Cinamaldehido

El aceite esencial de la canela consiste en un 60 a 75 % de cinamaldehido el cual es
el responsable de brindarle su sabor y olor caracteristico. ElI cinamaldehido es un
hipotensor, espasmolitico e incrementa el flujo sanguineo; presenta actividad
antifangica, antibacteriana y antiviral (Fonnegra y Jiménez, 2007).

El cinamaldehido tiene formula molecular CgHgO y masa molecular 136.2 g/mol, en
la figura 3 se muestra la estructura quimica del cinamaldehido; este se encuentra
presente en la naturaleza, y esta compuesto por un aldehido insaturado unido a un
grupo fenil; por ello se debe su aromaticidad. A temperatura ambiente es un liquido
aceitoso de color amarillo palido, y presenta baja solubilidad en agua, siendo muy

soluble en aceites.

21



Ny R H
o

Figura 3: Estructura quimica del cinamaldehido
4.6.4 Eugenol

Eugenol con formula C;0H120, es un derivado fendlico que se encuentra del 80 — 85
% en el aceite esencial del clavo de olor, puede extraerse también de pimienta,
hojas de laurel, canela y alcanfor. Es de consistencia liquida aceitosa con aroma

caracteristico, es poco soluble en agua y soluble en alcohol (Gonzéalez, 2002).

Este compuesto es usado como agente aromético en una gran variedad de
productos farmacéuticos y alimenticios, pero su principal aplicacion es como
componente de cementos dentales en combinacion del oxido de zinc. Ademas
presenta actividad antimicrobiana frente a diversos microorganismos y cierta
actividad antiagregante y antipirética. En la figura 4 se muestra la estructura quimica
del eugenol (Rojo, 2008).

HO

MeaD

Figura 4: Estructura quimica del eugenol
4.6.5 Timol

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un componente quimico, el cual su estructura es
similar a la del carvacrol cambiando Unicamente la posicion del grupo hidroxilo por lo

gue son isémeros, en la figura 5 se muestra la estructura quimica. Pertenece a la
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familia de los compuestos fendlicos monoterpénicos con capacidad insecticida,
bactericida, fungicida y nematicida. Este es el componente principal del tomillo se
encuentra en un porcentaje mayor del 50%; siendo mayor su proporcion que la del
carvacrol. Es una sustancia cristalina incolora con olor caracteristico (Ardila y col,
2009).

El timol al igual que el carvacrol tiene efectos antioxidantes y efectos
antimutagénicos. Por su sabor agradable se usa en la formulacion de enjuagues

bucales y pastas dentales (Ortega y col, 2011).

El timol es capaz de desintegrar la membrana externa de las bacterias, permitiendo
la salida de polisacéaridos e incrementando la permeabilidad de la membrana. Su
efecto inhibitorio es mayor a pH acido, ya que a valores bajos de pH el agente
antimicrobiano no esta disociado, logrando unir mejor las partes hidrofobias de las
proteinas y, por lo tanto, facilitando la disolucién de las fase lipidica de la membrana
(Garcia-Garcia, 2008).

Figura 5: Estructura quimica del timol

Una caracteristica de los antimicrobianos anteriormente mencionados es que son
hidrofobicos, por lo que para que se pueda emplear en alimentos, deberan de estar
en un medio el cual les permita realizar su funcion. Una de las formas innovadoras y
econdémicas es el uso de peliculas comestibles. Al estar contenido en la pelicula
permite la liberacién controlada del agente antimicrobiano, prolongando su actuacion

al transporte y al almacenamiento de los alimentos (Quintavalla y Vicini, 2002).
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4.7 Peliculas comestibles

Las peliculas comestibles se definen como una matriz preformada, delgada que se
dispone sobre una superficie alimentaria o ubicada entre los componentes del
mismo, para mejorar la calidad y aumentar la vida util. Representa una alternativa de
empaque sin costos ambientales y sin efectos adversos sobre la salud (Guilbert,
1996; Miranda y col, 2004).

El recubrimiento con materiales comestibles para conservar la calidad y extender la
vida de anaquel de las frutas es una practica que data de siglos. En la actualidad, el
empleo de peliculas comestibles se ha intensificado como una medida de
conservacion de frutas. La funcion principal de la peliculas es controlar la perdida de

humedad y el intercambio respiratorio por permeabilidad de gases (Ulloa y col, 2007)

Otras funciones de las peliculas comestibles son: reducir la migraciéon de aceites y
grasas, reducir el transporte de solutos, mejorar las propiedades mecanicas y de
manejo de los alimentos, proveer integridad estructural a los alimentos, retener los

componentes volatiles y contener aditivos (Quintero y col, 2010).

Las peliculas que sean comestibles han de cumplir con una serie de caracteristicas:
e No ser téxicas para la salud humana
e Que las propiedades sensoriales sean compatibles con la propia naturaleza
sensorial del alimento
e Buena adhesion a la superficie del alimento
e Bajo costo de materia prima
e Facilidad de fabricacion y facilidad de aplicacion.

e Estabilidad bioquimica, fisico-quimica y microbiol6gica

Las peliculas estan formadas por tres componentes principales: polimero, solvente y
plastificante. El polimero es el componente mayoritario de la pelicula; el solvente
debe ser un compuesto adecuado e inocuo para los alimentos, generalmente se
limita al uso de agua a diferentes valores de pH para poder solubilizar el polimero; el
plastificante es el componente que se encuentra en menor proporcién en la
formulacion sin embargo es importante para poder emulsificar fases que no son

miscibles, ademas de proporcionar flexibilidad y resistencia, los principales
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plastificantes utilizados en alimentos son el sorbitol, glicerol y manitol (Lopez-Malo y
col, 2008)

Las propiedades que ofrecen las peliculas, dependen de los componentes
mayoritarios de los cuales estén elaborados. Los componentes utilizados para la
preparacion de peliculas se puede clasificar en tres (Bourtoom, 2008):

e Hidrocoloides, tales como proteinas y polisacaridos

e Lipidos, como acidos grasos, acilglicerol y ceras

e Films compuestos

Los hidrocoloides se caracterizan por su facilidad para adquirirlos por lo que son una
buena solucion para formar peliculas. Son de naturaleza hidrofilica por lo que no son
una buena barrera para el vapor de agua. Por el contrario, se presentan como una
buena barrera para los gases como etileno, O, y CO, y también para lipidos. El
intercambio gaseoso hace que se prolongue la vida util de los alimentos, como en el
caso de las frutas y verduras, en las que si consigue un retraso de la madurez (Ortin,
2011).

Las peliculas elaboradas de lipidos se suelen utilizar con la finalidad de aportar
hidrofobicidad a la superficie y hacer una barrera efectiva frente a la humedad,
ademas también se utilizan como soporte de aditivos liposolubles y proteccion contra
la abrasién de frutas durante el transporte. La baja polaridad de los compuestos
lipidicos y su capacidad para formar una red molecular densa tras un enfriamiento,
explican las excelentes propiedades como barrera contra la humedad (Soliva y
Martin, 2001)

Los films compuestos son una mezcla de hidrocoloides y lipidos, buscando
complementariedad. Se obtienen generalmente por emulsion o por superposicion de
capas (Ortin, 2011).

Ultimamente se ha incrementado el interés por el desarrollo de peliculas a base de
almidon, debido al bajo costo que éste representa y su alta disponibilidad. Las
peliculas hechas de almidén tienen caracteristicas equiparables a las hechas de
polimeros sintéticos, tales como ser transparentes, inodoras, semipermeables y

resistentes al oxigeno, las cuales mezcladas con algun plastificante forman peliculas
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resistentes y duraderas con buenas caracteristicas organolépticas. Es importante
que las peliculas comestibles no sean totalmente limitantes en el intercambio de

gases ya que ello puede provocar ciertos desordenes fisiolégicos (Ulloa y col, 2007).

Debido a que una de las funciones de las peliculas comestibles es el intercambio de
gases, tienen la capacidad de incorporar agentes antimicrobianos, los cuales van a
extender la vida de anaquel y reducir el riesgo de crecimiento de microorganismos
patdogenos en la superficie de los alimentos. Cuando se elaboran peliculas
comestibles adicionadas con antimicrobianos se espera que tengan la capacidad de
migrar hacia la superficie del alimento o permanecer retenida en la pelicula. Ambos
fenomenos determinan la efectividad antimicrobiana de la pelicula y se presenta en
antimicrobianos sintéticos como naturales. La difusion de estos esta influenciada por
el tipo de polimero, plastificante, proceso de elaboracion, caracteristicas del
alimento, propiedades hidrofilicas de la pelicula, tiempo de almacenamiento y
condiciones de temperatura (L6pez-Malo, 2008).

4.8 Contacto por vapor

Los componentes activos de los aceites esenciales se caracterizan por ser
compuestos fendlicos. Estos constituyentes activos de los aceites son normalmente
compuestos volatiles e hidrofébicos, por lo tanto utilizando estas caracteristicas se
estd estudiando la inhibicion de microorganismos por fase de vapor (Rodriguez
Sauceda, 2011).

Los compuestos fendlicos y/o antimicrobianos naturales tienen efecto sobre los
hongos, levaduras y bacterias. Actian desnaturalizando las proteinas de las células
y causando dafio a la membrana celular. Estos compuestos pueden ser bactericidas
o bacteriostaticos, dependiendo de la concentracion en que se utilicen. Se han
publicado algunos estudios con respecto a la inhibicion de microorganismos por
aceites esenciales por fase de vapor. La generacion de vapores de los componentes
de los aceites esenciales se basa en la creacion de una atmdsfera a una cierta
temperatura, o un microambiente. Hasta el momento no se ha encontrado una
metodologia estandar para evaluar la inhibicibn microbiana por medio del contacto
con vapores, sin embargo existen algunos métodos reportados (Avila-Sosa y col,
2011, Reyes-Jurado, 2012).
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Uso de cajas invertidas: el cual consiste en colocar los agares inoculados con
el microorganismo de forma separada de los aceites esenciales disueltos en
acetato de etilo u otro solvente; sobre papel filtro y manteniendo la
temperatura controlada. Debido a que la volatilizacion de los antimicrobianos
es rapida, se recomienda para bacterias, las cuales tienen mayor velocidad
de crecimiento.

Creacidon de una atmosfera a partir de aceites esenciales: en el cual el agar
inoculado y los aceites esenciales se colocan por separado en un entorno
sellado, de tal manera que los vapores generados en el microambiente entran

en contacto con el microorganismo generando zonas de inhibicion.
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5. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO
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Identificacion de cepas
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con las mezclas binarias

Evaluacion de la inhibicion de las mezclas
binarias

Conclusiones y resultados
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material

e Material de vidrio y reactivos de grado analitico necesarios para cada

determinacion.

e Medios de Cultivo (los necesarios para cada cepa y para realizar cada una de

las pruebas)

6.2 Material Biologico

e Cepas obtenidas del cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP

o Staphylococcus aureus

o Bacillus cereus

6.3 Equipos

En la tabla 4 se incluyen el equipo utilizado, asi como la marca y el modelo.

Tabla 4: Equipos utilizados.

EQUIPO MARCA MODELO
Balanza Ac ADAM | AQT 600
Autoclave AESA CV 30
Microscopio 6ptico Carl. Zeiss | 1061-030 40X
Estufa del cultivo BG. E-41

Estufa de secado BG. E-41
Campana de flujo laminar | Eseve CFI V-102
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6.4 Métodos

Tabla 5: Determinaciones y técnicas utilizadas.

Determinacion

Técnica

Referencia

Confirmacion de las cepas

Staphylococcus aureus y Bacillus

Siembra en agar

selectivo y tincion de

Forbes vy col,

2009
cereus Gram
. ) _ _ Avila-Sosa y
Elaboracion de peliculas comestibles Vaciado en placa
col, 2011
Determinacion de CMI por contacto de | Técnica de la placa | Avila-Sosa y
vapor invertida col, 2011

Elaboracion de mezclas binarias

Mezclas por tablero de
ajedrez

Davidson, 2005

30




7. METODOLOGIA

7.1 Identificacion de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus

Las cepas se obtuvieron del cepario de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
BUAP. A cada una se le hizo las pruebas necesarias para corroborar que eran las
cepas adecuadas.

Las pruebas que se realizaron para identificar a Staphylococcus aereus fue la
siembra en agar sal y manitol, agar sangre y posteriormente su tincion de Gram.
Para la identificacion de Bacillus cereus se sembrd en agar sangre y se realizo la

tincion de Gram.

7.2 Elaboracion de peliculas comestibles a base de almidén adicionadas con

antimicrobianos naturales

Las peliculas se realizaron en condiciones estériles, agregando cada uno de los
componentes: agua, hidroxido de sodio, almidén y sorbitol, estos componentes se
agitaron hasta obtener una mezcla totalmente homogénea. Se adiciond é&cido
fosférico hasta ajustar a pH 5. Posteriormente se agregaron los antimicrobianos
naturales, en concentraciones definidas, mientras que unas peliculas no se le
adiciondé ningun antimicrobiano con la finalidad de utilizarlas como control. Se
continué homogeneizando para que después se vertieran en las tapas de cajas
Petri. Las placas se colocaron en una estufa de vacio a 37°C, y se dejaron ahi
aproximadamente 24 horas para su secado. Las concentraciones que se utilizaron
fueron: 250, 300, 400, 500, 600 y 700 mg/L para carvacrol, cinamaldehido y timol; en
el caso de eugenol las concentraciones que se utilizaron fueron: 500, 750, 1000,
1500, 2000, 2500 y 3000 mg/L.

7.3 Evaluaciéon de la inhibicién bacteriana

Para poder evaluar la inhibicion bacteriana se inocul6 una colonia de cada cepa en
un tubo con caldo Todd-Hewitt y se incub6 a 37°C por 24 horas. Transcurrido este
tiempo se midid la turbidez y se estandariz6 a 0.5 en la escala de McFarland. Se
sembraron placas de agar nutritivo con 200 ul del caldo Todd-Hewitt previamente

inoculado. Las placas inoculadas, se taparon con las placas que contienen las
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peliculas con su respectivo antimicrobiano. Al estar en un entorno sellado, los
antimicrobianos se volatilizaron, haciendo contacto indirecto con el agar inoculado, y
generando la fase por vapor. Las placas ya inoculadas se dejaron incubar a 37°C
por 24 horas y se comparo el crecimiento bacteriano entre las placas con peliculas

adicionadas con el antimicrobiano y los controles.

7.4 Elaboracion de mezclas binarias

Una vez que se determind la CMI para cada antimicrobiano, se realizaron las
mezclas binarias correspondientes, tomando como ejemplo el modelo de tablero de
ajedrez. En la tabla 6 se muestra el ejemplo de como se realizarén las mezclas

binarias.

Tabla 6: Elaboracién de mezclas binarias

Antimicrobiano
Y, s ¥
o _ Ya Yol Y Vol Yy Yl Yy
Antimicrobiano
L) Yal s Yo [ s 7K
A Yal ¥ Yo | 3 Yl 3

7.5 Elaboracion de peliculas comestibles adicionadas con las mezclas binarias

Las peliculas se elaboraron de la misma manera como se describié anteriormente y
se adicion6 la mezcla binaria correspondiente para cada concentracion.
Posteriormente se evalud la inhibicion de las mezclas binarias de la misma forma

descrita para cada una de las mezclas

7.6 Determinacion del indice FIC (Concentracion Fraccional Inhibitoria)

De los resultados obtenidos en la evaluacion de las mezclas binarias se calcul6 el
indice de FIC.

El indice de FIC se determina a cada una de las mezclas para indicar el efecto
aditivo, sinérgico y antagonico con la ecuacion de Davidson y Parish (Santiesteban-

Lopez y col, 2007).
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FICa = CMI compuesTo A En Presencia DE B / CMI compuESTO A INDIVIDUAL (1)

FICg = CMI compuesTo B En PreseNciA DE A | CMI compuEsTO B INDIVIDUAL (2)

Ya calculado el FIC por separado, posteriormente se calcula el indice FIC:

indice FIC = FIC, + FICg (3)

Los datos obtenidos para cada mezcla, se compararon con la tabla 7.

Tabla 7: Valores del indice FIC para determinar el efecto de las mezclas binarias

Rango de indice Efecto
<0.90 Sinérgico
0.90-1.3 Aditivo

>1.3 Antagdnico




8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Evaluacion de los antimicrobianos en peliculas comestibles

La determinacion de las CMI para este trabajo, consistio en la observacion del
crecimiento o inhibicion de los microorganismos en placas petri con agar nutritivo

previamente inoculado.

Las CMI obtenidas para B. cereus y S. aureus se pueden apreciar en la tabla 8. Se
puede observar que el efecto bactericida para ambos microorganismos, se presento
en las mismas concentraciones originadas por carvacrol, cinamaldehido y timol. Sin
embargo eugenol inhibe a concentraciones mayores de 3000 mg/L para las dos
bacterias, siendo el antimicrobiano menos efectivo. Por otro lado el cinamaldehido

es el mas eficaz de los cuatro estudiados ya que inhibié a 600 mg/L.

Las concentraciones obtenidas son mayores a los reportados por Falcone y
colaboradores (2005) y Rodriguez Sauceda (2011), esto debido a que proponen
diversos métodos para evaluar la eficacia de los antimicrobianos, exponiéndolos a
contacto directo con los microorganismos, por lo tanto se presenta una mayor
interaccién entre ellos y por ende una menor concentracion para poder tener un

efecto inhibitorio.

Tabla 8. Concentraciones minimas inhibitorias de los antimicrobianos naturales para

B. cereus y S. aureus

CMI mg/L
Antimicrobiano |B. cereus |S. aureus
Carvacrol 700 700
Cinamaldehido 600 600
Eugenol >3000 >3000
Timol 700 700

8.2 Evaluacién de las mezclas binarias

Ya que para B. cereus y S. aureus se obtuvieron las mismas concentraciones

inhibitorias, se realizaron las mismas mezclas binarias para estos microorganismos.
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En la tabla 9 se puede observar las mezclas binarias que se realizaron con carvacrol
y cinamaldehido. Para B. cereus se puede apreciar que de las nueve mezclas
realizadas, en dos se obtuvo un efecto bacteriostético y en cinco de las mezclas se
obtuvo un efecto bactericida, mientras que dos de estas mezclas no presento ningun
efecto ya que hubo crecimiento.

En el caso de S. aureus se puede observar que de las nueve mezclas binarias
hechas con carvacrol y cinamaldehido, la mayoria present6 efecto bacteriostético y

solo tres de esas mezclas presentaron el efecto bactericida.

Tabla 9. Evaluacién de la inhibicién de B. cereus y S. aureus en mezclas binarias de

carvacrol y cinamaldehido

B. cereus S. aureus
_-8 Carvacrol _8 Carvacrol
5 @
S mg/L 175 350 525 XS] mg/L 175 350 525
S| 150 2 2 0 S| 150 2 2 1
S| 300 1 1 0 g 300 1 1 0
O 450 o] O o] O 450 1 o] o]
O: Bactericida 1: Bacteriostatico 2: Crecio
En la tabla 10 se muestran las mezclas binarias realizadas con carvacrol y timol,
estas mezclas para B. cereus se puede decir que tienen menor efecto
antimicrobiano, ya que de las nueve mezclas realizadas solo se obtuvo el efecto
bactericida en cuatro, en comparacién con la mezcla de carvacrol y cinamaldehido
donde se obtuvieron cinco mezclas con este efecto.
Para S. aureus se puede apreciar que dos mezclas presentaron efecto
bacteriostatico, tres mezclas con efecto bactericida y cuatro mezclas en las que
hubo crecimiento.
Tabla 10. Evaluacion de la inhibicion de B. cereus y S. aureus en mezcla binaria de
carvacrol y timol
B. cereus S. aureus
Carvacrol Carvacrol
S mg/L 175 350 525 S mg/L 175 350 525
£ 175 2 2 O £ 175 2 2 2
= 350 2 1 0 = 350 2 1 0
525 1 O O 525 1 O O
O: Bactericida 1: Bacteriostatico 2: Crecio




La tabla 11 muestra las mezclas realizadas con cinamaldehido y timol para B.
cereus, se observa que con la combinacion de estos dos antimicrobianos se obtiene
siete mezclas con efecto bactericida, y dos mezclas en las cuales hubo crecimiento.
Por lo tanto se puede decir que esta mezcla fue la mas efectiva.

En el caso de S. aureus se puede observar que solo tres mezclas presentaron efecto

bactericida, tres con efecto bacteriostatico y tres mezclas con crecimiento.

Tabla 11. Evaluacion de la inhibicion de B. cereus y S. aureus en mezclas binarias

de cinamaldehido y timol

B. cereus S. aureus
Cinamaldehido Cinamaldehido
S mg/L 150 300 450 S mg/L 150 300 450
£ 175 2 O O £ 175 2 2 1
= 350 2 o) o) = 350 2 1 o)
525 @) O O 525 1 O O
O: Bactericida 1: Bacteriostatico 2: Crecio

Si se comparan las dos bacterias estudiadas, la que presenta menor resistencia es
B. cereus; en la cual se esperaba menor efecto inhibitorio de las mezclas, ya que un
mecanismo de resistencia que presenta esta bacteria es la formacién de esporas,
sin embargo, de todas las mezclas que se realizaron para este microorganismo la
que tuvo mayor efecto fueron las peliculas adicionadas con cinamaldehido y timol
esto coincide con lo reportado por Garcia-Garcia (2008), donde menciona que el
timol puede inhibir algunos de los diferentes procesos involucrados en la transicion
de espora a célula, como la germinacion, crecimiento y multiplicacion.

Para S. aureus, de las veintisiete mezclas realizadas, solo inhibié en nueve mezclas,
por lo cual los antimicrobianos utilizados en las peliculas no se volatilizaron lo
suficiente como para poder inhibir en mas mezclas, esto se puede deber a que los
antimicrobianos no se difundieron bien en el entorno que se formo, segln Avila-Sosa
y col. (2008) menciona que la difusion de los antimicrobianos en las peliculas esta
influenciada por el tipo de polimero, plastificante y proceso de elaboracién; las
propiedades hidrofilias de la pelicula; las condiciones de temperatura y tiempo de

almacenamiento.

Goni y col. (2009) reportaron las concentraciones obtenidas de la inhibicion de la

mezcla de cinamaldehido y aceite esencial de clavo en cuatro bacterias Gram
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positivas, obteniendo que B. cereus es mas sensible que las otras tres bacterias
estudiadas. A pesar de que no hay muchos reportes del estudio de la inhibicion en
mezclas de antimicrobianos para estos dos microorganismos, otros autores como
Lépez y col. (2007) reportan las concentraciones minimas inhibitorias del
cinamaldehido, carvacrol y timol en fase de vapor para las bacterias estudiadas,
obteniendo que S. aureus se inhibe a concentraciones mayores que las obtenidas

por B. cereus.

8.3 Determinacion del indice FIC

B. cereus

En las tablas 12, 13 y 14 se muestran los indices FIC para las mezclas en las cuales

obtuvieron efecto bactericida.

Tabla 12. indice FIC para B. cereus en mezcla de carvacrol y cinamaldehido

Carvacrol mg/L
Cinamaldehido 175 350 505
mg/L
150 - - 1
300 - - 1.25
450 1 1.25 1.5

Tabla 13. indice FIC para B. cereus en mezcla de carvacrol y timol

Carvacrol mg/L
Timol
mg/L 175 350 525
175 - - 1
350 - - 1.25
525 - 1.25 1.5

Tabla 14. indice FIC para B. cereus en mezcla de cinamaldehido y timol

Cinamaldehido mg/L
Timol
mg/L 150 300 450
175 - 0.75 1
350 - 1 1.25
525 1 1.25 1.5
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De acuerdo a los criterios de Davidson y Parish, en las mezclas evaluadas para B.
cereus, se obtuvo una mezcla con efecto sinérgico, la cual fue la combinacion de
cinamaldehido 300 mg/L con timol 175 mg/L; doce mezclas con efecto aditivo, que
ocurre cuando la actividad antimicrobiana de un compuesto no mejora ni se reduce
en presencia de otro agente; tres mezclas con efecto antagonico, esto ocurre
cuando la actividad antimicrobiana de un compuesto se reduce con la presencia del
segundo agente.

Por lo tanto se puede decir que la pelicula con la mezcla de cinamaldehido 300 mg/L
con timol 175 mg/L es la ideal para poder inhibir a B. cereus, ya que presenta un
efecto sinérgico, en el cual el efecto observado en combinacién es mayor a la suma
de los efectos observados con los dos agentes de manera independiente, por lo cual
se va a obtener el efecto bactericida deseado utilizando concentraciones pequefias

de antimicrobiano.

S. aureus

En las tablas 15, 16 y 17 se muestran el indice de FIC para cada una de las mezclas

binarias con efecto bactericida

Tabla 15. indice FIC de mezclas binarias de carvacrol y cinamaldehido para S.

aureus
Carvacrol mg/L
Cinamaldehido
mg/L 175 350 525
150 - - -
300 - - 1.25
450 - 1.25 1.5

Tabla 16. indice FIC de mezclas binarias de carvacrol y timol para S. aureus

Carvacrol mg/L
Timol
mg/L 175 350 525
175 - - -
350 - - 1.25
525 - 1.25 1.5




Tabla 17. indice FIC de mezclas binarias de cinamaldehido y timol para S. aureus

Cinamaldehido mg/L
Timol
mg/L 150 300 450
175 - - -
350 - - 1.25
525 - 1.25 1.5

Para S. aureus de las mezclas evaluadas, no se obtuvieron efectos sinérgico, que
era el efecto que se esperaba, ya que el efecto observado en combinacién es mayor
a la suma de los efectos observados con los agentes de manera independiente, por
lo que al realizar las peliculas se emplearian menores concentraciones de ambos
antimicrobianos lo cual podria economizar la elaboracion de las peliculas y aun asi
se obtendria la inhibicion total de la bacteria. En cambio, se obtuvieron seis mezclas
con efecto aditivo, que se presenta cuando los antimicrobianos empleados cumplen
con su funcién por separado; y en tres de las mezclas evaluadas obtuvieron efecto
antagonico. Por lo que se cumple con lo reportado por Monzén y col (2001), “no
necesariamente los agentes que son buenos inhibidores en forma individual o
mezclados en ciertas concentraciones, lo son mezclados con otros agentes o

favorecen situaciones sinérgicas”.

Como ya se menciond anteriormente Gofii y col. (2009) y Lopez y col. (2007),
reportan las concentraciones minimas inhibitorias para antimicrobianos a base de
vapor para bacterias Gram positivas y Gram negativas, sin embargo la técnica
utilizada es diferente a la empleada a este proyecto. La técnica que utilizan consiste
en humedecer un disco de papel filtro de 10 mm de didmetro con éter etilico y el
antimicrobiano a utilizar, este se coloca en la tapa de la placa y se sella usando cinta
adhesiva, para generar la fase de vapor. A pesar de que son técnicas diferentes, en
ambas se obtuvieron resultados con concentraciones menores de inhibicién para B.

cereus a comparacion de S. aureus.

A pesar de que para las dos bacterias estudiadas se obtuvieron CMI iguales, en la
evaluacion de las peliculas con las mezclas binarias se obtuvieron diferentes
resultados para ambas bacterias, esto se puede deber a los diferentes mecanismos

de defensa que presentan a los antimicrobianos.
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Por lo que si se desea inhibir a los dos microorganismos, las peliculas que se
utilizarian, serian las que estén adicionadas con las mezclas en las cuales se
obtuvieron efectos aditivos para S. aureus; ya que las concentraciones utilizadas en
las peliculas con esas mezclas binarias, también se obtuvieron efectos aditivos para
B. cereus por lo que cualquiera de esas mezclas es capaz de poder inhibir el

crecimiento de las dos bacterias.

Reyes-Jurado (2012) menciona que las bacterias Gram negativas presentan mayor
susceptibilidad que las bacterias Gram positivas. El hecho de que las Gram positivas
sean mas resistentes, se debe a la estructura y composicion de la pared celular. La
pared celular de las bacterias Gram negativas son delgadas y ricas en lipidos,
mientras que las Gram positivas contienen una pared celular con acidos teicoicos

gue las hacen mas resistentes.
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9. CONCLUSIONES

La evaluacion de la inhibicion de B. cereus y S. aureus por contacto de vapor en
peliculas comestibles a base de almiddn, mostré que al no haber un contacto directo
del antimicrobiano con el microorganismo, se tuvo que utilizar concentraciones mas
elevadas de antimicrobianos para obtener el efecto bactericida. Presentando iguales
CMI para ambas bacterias, carvacrol 700 mg/L, cinamaldehido 600 mg/L, y timol 700
mg/L.

En las peliculas con mezclas binarias, se utilizaron concentraciones menores a la
obtenida en la CMlI, por lo que al determinar qué tipo de actividad presentaban de
acuerdo al indice de FIC, se pudo apreciar que para B. cereus la mezcla idonea a
utilizar es la de cinamaldehido 300 mg/L con timol 175 mg/L, ya que presentd efecto
sinérgico. En cambio para S. aureus, las mezclas evaluadas presentaron actividad
aditiva, por lo que cualquier mezcla con este efecto es ideal a utilizar, ya que aun asi
se utilizaran concentraciones pequefias de los antimicrobianos obteniendo el efecto

deseado.
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10. SUGERENCIAS

o Evaluar el efecto bactericida de las peliculas comestibles adicionadas con los
antimicrobianos en diferentes bacterias Gram positivas causantes de
deterioro de alimentos.

o Evaluar el efecto bactericida de las peliculas comestibles in vivo.

o Determinar los costos de las peliculas comestibles adicionadas con los
antimicrobianos y con las mezclas binarias.

o Evaluar el efecto bactericida de otros antimicrobianos sobre Bacillus cereus y
Staphylococcus aureus.
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