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RESUMEN

Las peliculas comestibles son recubrimientos hechos a base de sustancias
biodegradables que son aplicados sobre un alimento, los cuales puede funcionar
como barrera frente a las condiciones externas y pueden ser adicionadas con
antimicrobianos naturales para inhibir el crecimiento de microorganismos y por lo
tanto eviten el deterioro de alimentos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad antifangica por contacto de vapor de antimicrobianos naturales
(carvacrol, cinamaldehido, eugenol y timol) adicionados a peliculas comestibles de
almidon. Se estudio el efecto de los antimicrobianos por separado a diferentes
concentraciones frente a Aspergillus niger, Fusarium sp., y Rhizopus sp., hongos
comunmente encontrados como contaminantes en los alimentos. El efecto
antifangico fue evaluado por el método de la placa invertida y la medicién del
crecimiento radial del hongo con la finalidad de obtener concentraciones minimas
inhibitorias. Ademéas se evalu6 el efecto antifingico de las mezclas binarias
posibles con los antimicrobianos antes mencionados. Se realiz6 un analisis
estadistico de los datos obtenidos con el modelo de Gompertz y un analisis de
varianza para determinar el comportamiento de los hongos frente a los
antimicrobianos. Se concluyé que los antimicrobianos estudiados cumplen con
actividad antifingica por contacto de vapor frente a Rhizopus sp. a 1600 mg/L.,
mientras que A. niger y Fusarium sp., son resistentes al contacto de vapor debido
a sus concentraciones muy altas de inhibicién, 5000 mg/L. Lo cual aplicaciones
reales podrian causar modificaciones en las propiedades sensoriales de los
alimentos. Las mezclas binarias son una buena opcion para disminuir las
concentraciones ya que hubo inhibicion en algunas de ellas a %2 de concentracién

minima inhibitoria.



1. INTRODUCCION

La busqueda de envases que permitan ofertar productos higiénicamente
frescos ha llevado a la diversificacion de los métodos de envasado, los
materiales y los tipos de tratamientos de conservacion. A esto se le une el
interés de los consumidores por la seguridad en los alimentos, lo que ha hecho
que en el momento actual, este tema sea centro de atencién de todos los
agentes que intervienen en la industria alimentaria. En los paises desarrollados
se demandan productos mas naturales, l0 mas semejantes posibles desde el
punto de vista organoléptico y nutritivo a los productos frescos, sin que hayan
sufrido un proceso severo y que a la vez, sean seguros desde el punto de vista
higiénico y que posean una vida util mas larga, cualidad que por a otra parte
resulta ser la preocupaciéon de la mayor parte de los productores, pues de ella

depende una eficaz distribucion de sus productos (Lopez-Alonso y col. 2004).

La forma indiscriminada del empleo de sustancias quimicas sintéticas por parte
de la industria alimentaria durante sus primeros afios de incorporacion a las
formulaciones de los productos alimenticios, planteo graves problemas
sanitarios relacionados con la aparicion de fendmenos toxicolégicos de tipo
crénico (Bello 2000). Ultimamente ha comenzado la investigacién de otro tipo
de sustancias con actividad antimicrobiana y que sean de origen natural
(Fellows, 2000; Pascual, 2005).

Como alternativa a este problema, se presentan las peliculas comestibles,
elaboradas a base de biopolimeros, con propiedades de flexibilidad,
transparencia, comestibles y con la importante capacidad de funcionar como
medio de transporte de estas sustancias antimicrobianas de origen natural
(Caamal y col., 2011). Estudios recientes han demostrado que los vapores
generados por aceites esenciales poseen efectos antimicrobianos (Lopez y col
2005, Gomez-Sanchez y col 2011) por lo que algunos investigadores (Aslan y
col. 2004, Avila-Sosa y col. 2012) proponen utilizarlos como alternativa de su

aplicaciébn como agentes antimicrobianos.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antifangica por contacto de vapor de antimicrobianos naturales

adicionados a peliculas comestibles de almidon.
2.2 Objetivos particulares

Elaborar peliculas comestibles de almidon adicionadas con antimicrobianos de

origen natural (timol, carvacrol, eugenol y cinamaldehido).

Evaluar la concentracion minima inhibitoria por contacto de vapor mediante el
meétodo de placa invertida de las peliculas comestibles de almidon adicionadas
con antimicrobianos de origen natural frente a Aspergillus niger, Fusarium sp. y

Rhizopus sp.

Elaborar peliculas comestibles adicionadas con mezclas binarias de los agentes

antimicrobianos.

Evaluar el efecto de mezclas binarias de los antimicrobianos de origen natural
adicionados a peliculas comestibles de almidén sobre Aspergillus niger, Fusarium

sp. y Rhizopus sp.



3. JUSTIFICACION:

Uno de los problemas principales en el campo de la conservacion de alimentos el
uso de productos quimicos, ya que actualmente los consumidores exigen cada vez
mas productos alimenticios libres de estos, puesto que su consumo se asocia con
enfermedades y alergias, ademas de no ser totalmente naturales. A pesar de las
diferentes técnicas de conservacion disponibles, la principal alteracion de los
alimentos la causan los microorganismos Yy procesos bioquimicos. En los
alimentos, el problema principal es el ataque de microorganismos, asi como, el
oscurecimiento enzimatico. La principal causa a esto es la resistencia generada a

algunos antimicrobianos por parte de los microorganismos.

Debido a lo anterior, es importante buscar nuevas técnicas de inhibicion y
eliminacién con una mayor posibilidad de aplicacion. Una alternativa a esta
problematica puede ser la elaboracion de peliculas comestibles adicionadas con
antimicrobianos de origen natural, que una vez incluidos en estas actien
inhibiendo el crecimiento de microorganismos y por lo tanto eviten el deterioro de

alimentos.



4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 Deterioro de alimentos

Todos los alimentos que proceden de plantas, tejidos u érganos animales, son
productos de caracter perecedero y por consiguiente estan expuestos al deterioro
gradual determinado por varias reacciones bioquimicas. El grado de deterioro
puede ser muy rapido o relativamente lento, dependiendo sobre todo del contenido
de agua biolégicamente activa. Los alimentos con una elevada cantidad de agua
como la carne, el pescado y los vegetales se deterioran en tan solo algunos dias
(Gil, 2010).

Los alimentos estan expuestos a alteraciones en mayor o en menor grado,
pudiéndose clasificar en: perecederos que son aquellos que se alteran facilmente,
semiperecederos permanecen estables durante cierto tiempo y los estables que se

conservan estables durante un tiempo prolongado (Pascual, 2005).

Entre las multiples causas que ocasionan el deterioro de los alimentos se
encuentran el crecimiento microbiano, los cambios quimicos resultados de
actividades enzimaticas y los cambios fisicos, todos estos efectos conllevan a la
pérdida del alimento o a la disminucion del tiempo de vida util del alimento. Con la
finalidad de evitar la proliferaciobn bacteriana, y minimizar asi las pérdidas de
produccion durante las distintas etapas se hace el empleo de numerosos procesos

tecnolégicos (Hernandez y Sastre, 2011).

Durante el periodo de poscosecha las principales causas de pérdidas econdémicas
se deben a las malas practicas de manejo y a la falta de aplicacion de tecnologias
para conservar los productos en fresco. Aunado a todo esto, es muy dificil, por no
decir imposible que los alimentos sean estériles, ya que contienen distintas
asociaciones microbianas. Estos microorganismos proceden tanto de la propia
microflora de la materia prima como de los que se van agregando durante los
diferentes procesos a los que pueden ser sometidos (Adams y Moss, 1997). Los

tipos y la cantidad de microorganismos dependen de las propiedades del alimento,



de la atmésfera donde se almacenan, de las caracteristicas propias de los
microorganismos y de los efectos del tratamiento. Las fuentes de contaminacion
de los alimentos pueden ser muchas: el propio alimento, las superficies con las
que entran en contacto, el medio ambiente, los seres vivos y los productos
derivados de éste. Dependiendo del agente causal, la contaminacion de los

alimentos puede ser de tres tipos: (Ingraham e Ingraham, 1998).

-Contaminacion bioldgica: provocada por la presencia de microorganismos

patdgenos, parasitos y productos toxicos de origen bioldgico.

-Contaminacion quimica: provocada por la presencia de productos o residuos

quimicos y contaminantes radioactivos.

-Contaminacion fisica: provocada por la presencia de particulas de contaminantes

fisicos, tales como tierra, plastico o vidrio.

Si un alimento no es procesado de manera adecuada y resulta contaminado con
algun tipo de microorganismo puede dar lugar a un brote, que se produce cuando
una persona 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 manipulacién y conservacion del alimento
involucrado (Ingraham e Ingraham, 1998). Existen varias modalidades de
procesos tecnoldgicos utilizados en la higienizacién, conservacion y modificacién
de la estructura de los alimentos; entre los principales objetivos de los procesos
tecnoldgicos aplicados a los alimentos estan: satisfacer las necesidades de los
consumidores en aspectos que se relacionan con la salubridad y la seguridad,
eliminar el riesgo de transmision de enfermedades asociado a la presencia de
microorganismos patdgenos, mejorar las caracteristicas organolépticas, aumentar

el tiempo de vida util y mejorar su valor nutritivo (Avendafio y col., 2006).
4.2 Alteracion de alimentos por hongos

Los hongos y las levaduras se encuentran ampliamente distribuidos en el

ambiente, pueden encontrarse como flora normal de un alimento, o como
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contaminantes en equipos mal sanitizados. Ciertas especies de hongos y
levaduras son Uutiles en la elaboracion de algunos alimentos, sin embargo también
pueden ser causantes de la descomposicién de otros alimentos. Debido a su
crecimiento lento y a su baja competitividad, los hongos junto con las levaduras se
manifiestan en los alimentos donde el crecimiento bacteriano es menos favorable.
Estas condiciones pueden ser bajos niveles de pH, baja humedad, alto contenido
en sales o carbohidratos, baja temperatura de almacenamiento, la presencia de
antibioticos, o la exposicion del alimento a la irradiacion. Por lo tanto pueden ser
un problema potencial en alimentos lacteos fermentados, frutas, bebidas de frutas,
especias, oleaginosas, granos, cereales y sus derivados y alimentos de humedad
intermedia como las mermeladas, cajetas, especias, etc. (Camacho y col., 2009).

Los hongos y levaduras pueden utilizar ciertos sustratos como pectinas,
carbohidratos como polisacéaridos, acidos organicos, proteinas y lipidos. También
pueden causar problemas a través de: (a) sintesis de metabolitos téxicos
(micotoxinas), (b) resistencia al calor, congelamiento, antibiéticos o irradiacion y
(c) habilidad para alterar sustratos no favorables permitiendo el crecimiento de
bacterias patdgenas. Pueden también causar malos olores y sabores asi como la

decoloracion de las superficies de alimentos (Camacho y col., 2009).
4.3. Hongos importantes en los alimentos y su caracterizacion
4.3.1 Aspergillus niger.

Aspergillus niger es un hongo sapréfito que puede comportarse como patégeno
agresivo. Los aspergilos son mohos muy abundantes. Algunas especies
intervienen en las alteraciones que experimentan los alimentos, mientras que otros
son de utilidad para preparar determinados alimentos. Se han reportado casi 50
especies de Aspergillus como productores de metabolitos téxicos denominados en

general micotoxinas. (Camacho y col. 2009).

Aspergillus niger se distribuye mundialmente, y es comdn que se encuentre

contaminando los granos de café pergamino (verde) al igual que otros alimentos



como cereales, cacahuates enmohecidos, vino, jugo de uva, cerveza y pan, asi
como en todo tipo de productos alimenticios de origen animal (Levi y col., 1974;
Pohland, 1993; Romani y col., 2000).

Taxonomia:  Ascomycota, Eurotiomycetes, Eurotiomyetidae, Eurotiales,
Trichocomaceae, Aspergillus niger.

Sus caracteristicas macroscopicas son, crecimiento radial ilimitado, forma una
colonia blanco amarillenta al inicio (1-2 dias) conviertiendoce a negra, con aspecto
arenoso, no presenta pigmentos. Su micromorfologia se caracteriza por tener un
micelio macrosifonado (2-4 um), septado y hialino, su reproduccion es a base de
microconidias redondas o elipticas de 2-5 um de diametro, contiene estructuras
especializadas, la cabeza aspergilar mide de 100 a 200 esta compuesta por
conidiéforos largos 100 a 250 una vesicula redonda, (50-100 um) donde nacen
alrededor en angulo de 360° dos series de fialides una de gran tamafio y una de

menor tamafo, no ha sido reportada una fase teleoformica (Bonifaz, 2010).
4.3.2 Fusarium

Constituye un género amplio y complejo de hongos causante de una gran variedad
de enfermedades de plantas, produce numerosas micotoxinas y se esta

convirtiendo en un importante patdgeno humano.

Fusarium sp., puede invadir asintoméaticamente raices de plantas como guisante,
lenteja (Haware y Nene, 1982), trigo (Galich, 1997) altramuz blanco, haba, judia,
meldn, patata, remolacha azucarera, y veza (Cabrera de la Colina y col., 1985;
1987), que proporcionan al patégeno un medio de sobrevivir parasiticamente
durante periodos de tiempo en que el suelo permanece libre de su huésped

cultivado.
Taxonomia: Ascomycota, Sordariomycetes, Nectriaceae, Fusarium

Es un hongo que se presenta principalmente como saprofito en el suelo, o también

como patdgeno especializado, segun la planta hospedante u hospedantes



relacionados que afecte. Sus caracteristicas macroscopicas, crecimiento radial
ilimitado, con color de blanco a colores naranja café o lila segun la especie, tiene
forma vellosa seca. Sus caracteristicas microscopicas son, micelio macrosifonado
de 1-2 um d diametro, septado y hialino, las hifas se organizan en coremium, su
reproduccion es a base de macroconidias fusiformes de 1-3 um de largo por 1 um
de ancho variando dependiendo la especie, presenta conidioforos largo de 5 a 10
UM y no se han reportado fase telomoérfica (Bonifaz, 2010).

4.3.3 Rhizopus.

Rhizopus spp., es un hongo fitopatégeno versatil que puede crecer y desarrollarse
en una amplia gama de temperaturas y humedades relativas. Su rapida velocidad
de crecimiento le permite colonizar la superficie de los productos agricolas y
causar la enfermedad conocida como pudricion blanda que ocasiona importantes

pérdidas econémicas (Northover y Zhou, 2002).

Durante varios afios se han empleado fungicidas sintéticos para controlar a este
microorganismo; sin embargo, en diversos estudios se ha demostrado que estos
compuestos han causado resistencia en las cepas y ademas representan un
riesgo potencial para la seguridad del medio ambiente y la salud humana. La
especie R. stolonifer, 0 moho del pan, es muy comun e interviene en la alteracion

de algunos alimentos: bayas, frutas, hortalizas, pan, etc. (Camacho et al. 2009).
Taxonomia: Glomeromycota, Mucorales, mucoraceae, Rhizopus.

Sus caracteristicas macroscopicas son: color de colonia blanquecino tornandose
en unos dias a gris oscuro con forma vellosa algodonosa y seca no presenta
pigmentos. Su micromorfologia es caracterizada por micelio macrosifonado de
entre 5-10 um de didmetro, cenocitico y hialino su reproduccion es a base de
esporangioesporas o endoesporas de 6-8 um de diametro, tiene esporangioforos
largos que nunca se ramifican, el esporangio llega a medir 100 a 200 um de
diametro. Contiene zigosporas como fase teleomorfica (Bonifaz, 2010).



4.4 Formas de conservacion de los alimentos

El concepto de conservacion de los alimentos comprende todo el conjunto de
medidas que se adoptan para evitar el deterioro de su calidad y garantizar, de este
modo, la estabilidad de un alimento durante todo el periodo que dura su vida
comercial. (Bello 2000).

La conservacion de alimentos utiliza mecanismos tradicionales asi como nuevas
tecnologias (Aguilar 2012). El uso de agentes quimicos (conservadores) es una
practica comun en la industria de los alimentos (Nychas, 1995). El objetivo
principal es preservar el sabor, los nutrientes, la textura, entre otros aspectos. Si
un producto no logra lo anterior, entonces la conservacion no cumple su propdésito
A pesar del avance de la tecnologia, todavia no existe un método que ofrezca una
conservacion ilimitada. Cualquier producto, natural o procesado tiene una fecha de
caducidad (Aguilar 2012). A continuacion, se muestran los métodos mas

utilizados en la figura 1.
4.4.1 Uso de agentes quimicos

Cuando se determina la composicion quimica de un alimento pueden aparecer
especies quimicas que no corresponden a lo aportado por las materias primas
usadas en su elaboracién. Estos casos se trata de sustancias que se encuentran
en el alimento por dos razones: a) han llegado al mismo por contaminacion. b)

responden a una adicion intencionada.

La industria alimentaria ha introducido el uso de agentes quimicos que se
adicionan con el propdsito de resolver alteraciones con deterioro en la calidad de
un alimento (Bello 2000). Sin embargo, la tendencia es cada vez consumir
productos mas frescos y sanos, y lo mas parecido a su forma original. Esto debido
a que se ha asociado el consumo de conservadores quimicos con intoxicaciones,
(cancer y otras enfermedades degenerativas) como son los benzoatos, nitritos y

nitratos, anhidrido sulfuroso (SO?), entre otros. Esto genera la necesidad de
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buscar alternativas de conservacion que cubran las mismas propiedades

antimicrobianas y compatibilidad con el alimento (Alvarez-Parrilla, 2005).

Por muchos afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados quimicamente
redundando en un rechazo por parte de los consumidores de productos
procesados, por lo cual ha surgido la necesidad de buscar otras opciones. En esta
bdsqueda se han encontrado nuevos agentes antimicrobianos de origen natural,

como sustitutos de los tradicionalmente utilizados (Nychas, 1995).

Bajas _=Refrigeracion
Temperaturas | +Congelamiento

Alt | “Escaldado
as | .pasteurizacion
Temperaturas "

*Esterilizacion

Modificacion | +Deshidratacién
del contenido < +Liofilizacion
de Agua | +Concentracion

[ *Adicién de alcohol
o *Adicion de grasas
a) Modificaciénde | «Adicién de azucares

Métodos _C!e | las propiedades < «Adicién de sales

conservacion sensoriales «Ahumado

de alimentos Métodos - -Fermentaciones
Quimicos N

b) Nomodificalas | .Adicion de otras

propiedades < sustancias quimicas
sensoriales

+Altas presiones
*Campos eléctricos
*Campos magnéticos
Métodos | «pulsos luminosos
emergentes | «|radiacion
*Tratamientos de superficies y revestimientos comestibles
*Encapsulacién y liberacién controlada

Figura 1. Métodos utilizados en la conservacion de los alimentos (Aguilar 2012).
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4.5 Antimicrobianos de origen natural.

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana.
En estado natural, estos compuestos pueden desempefiar el papel de
prolongadores de la vida util de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido
estudiados por su potencial como antimicrobianos alimentarios directos. El uso de
aditivos alimentarios de origen natural implica el aislamiento, purificacion,
estabilizacion e incorporacion de dichos compuestos a los alimentos con fines
antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente a las caracteristicas
sensoriales, nutritivas y a su garantia sanitaria. Esto tiene que lograrse
manteniendo los costos de formulacion, procesamiento o comercializacién. Uno de
los sistemas antimicrobianos naturales es el de origen vegetal que incluye
compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores, acidos
organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas (Beuchat,
2001). Muchas hierbas y especias contienen aceites esenciales que son
antimicrobianos: se menciona que cerca de 80 productos de origen vegetal
contiene alto niveles de antimicrobianos con uso potencial en alimentos (Ismaiel y
Pierson, 1990).

4.6 Aceites esenciales

Los aceites esenciales 0 esencias vegetales son liquidos aceitosos derivados de
plantas, hierbas y especias que contienen un gran numero de sustancias que
inhiben la actividad metabdlica de las bacterias, levaduras y mohos. Son mezclas
complejas de ésteres fendlicos, aldehidos, cetonas y terpenos, ademas son muy
olorosos, solubles en alcohol y poco solubles en agua (Rodriguez, 2011). Estos
compuestos pueden ser letales para las células microbianas, o simplemente
funcionan como inhibidores en la produccién de sus metabolitos. La mayoria de
estos compuestos funcionan como las enzimas hidroliticas ya que pueden actuar
sobre las membranas, otras enzimas metabolicas y la sintesis de proteinas

(Ramos-Garcia y col. 2010).
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Las aplicaciones de los aceites esenciales son muy variadas, ya sea en
perfumeria, en medicina, en la industria cosmética y principalmente en la industria
alimentaria. Los aceites esenciales han sido utilizados durante mucho tiempo para
mejorar el sabor de los alimentos, sin embargo, las concentraciones necesarias
para que se ejerza una actividad antimicrobiana es mayor a los niveles
normalmente utilizados en los alimentos como saborizantes, debido a que cuando
un extracto es combinado con el alimento, el efecto antimicrobiano se ve reducido
a causa de la interaccion con los distintos componentes de éste. Comunmente el
tomillo y el orégano son utlizados en la industria como sazonadores y
conservadores culinarios ya que sus aceites esenciales poseen una actividad

antimicrobiana elevada (Solis-Campoverde, 2011).

Los aceites esenciales son la alternativa de conservadores naturales que
prometen competir con el amplio mercado de los agentes quimicos o sintéticos,
ademas de ser productos econdmicos, de facil aplicacion y de amplio espectro se
ha probado su eficacia frente a una gran variedad de microorganismos: bacterias,

hongos y parasitos (Solis-Campoverde, 2011).

Los aceites esenciales se pueden aislar de diferentes partes de la planta, como las
hojas, las raices, el pericarpio, las semillas, el tallo, las flores y los frutos. En la
tabla 1, se presentan los aceites esenciales mas utilizados, la parte de la planta de
donde son obtenidos y su principal componente con actividad antimicrobiana y que
son empleados como aditivos en algunos alimentos. La funcién conservadora de
los aceites esenciales se debe a que poseen, compuestos fenolicos o aldehidos
con poder antimicrobiano. (Petrone, 2002).
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Tabla 1. Aceites esenciales mas comunes y sus componentes con actividad

antimicrobiana.

Nombre cientifico Nombre comun | Parte Componente
Cinnamomumverum | Canela Hojas Cinamaldehido
Origanum vulgare Orégano Hojas Carvacrol
Syzygiuma Clavo Corteza y | Eugenol
romaticum hojas

Thymus vulgaris Tomillo Flor y hoja Timol
Eucalyptusglobulus | Eucalipto Hoja Cineol

(Zekaria, 2010)
4.6.1. Carvacrol

El carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) se encuentra presente en el aceite esencial
del orégano (60% a 70%) y es extraido de la variedad Origanum vulgare. También
presente en el tomillo (45%) en la variedad Thymus vwvulgaris. El carvacrol
pertenece a los compuestos fendlicos monoterpénicos y entre sus propiedades se
incluye que es antimicrobiano, antimutagénico, analgésico, antinflamatorio,
insecticida y muchas mas (Ardila y col., 2009). La figura 2 muestra la estructura

qguimica del carvacrol.

OH

Figura 2. Estructura quimica del carvacrol.
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Es un liquido incoloro con olor y sabor agradable, que es ligeramente soluble en
éter, etanol y agua. Ademas de sus usos en la medicina alternativa, actualmente
también es empleado en la industria cosmética, como desinfectante y como
conservador en comida. Asi como muchos otros aceites esenciales, el carvacrol
no tiene riesgos toxicos a largo plazo, sus efectos citotéxicos son la razén por la
cual funciona como un potente agente antimicrobiano y antiséptico (Amadio y col.,
2011).

4.6.2. Cinamaldehido

El cinamaldehido (3-fenil-2-propenal) es un aldehido o—f insaturado que esta
presente naturalmente en la corteza de los arboles del cinamomo y otras especies
del género Cinnamomum, como el alcanfor y la canela en una proporcién de 60-
70%. (Li et al. 1997). La estructura quimica del cinamaldehido se muestra en la

figura 3.

OH

Figura 3. Estructura quimica del cinamaldehido.

Desde hace mucho tiempo la canela ha sido utilizada para preservar los alimentos,
debido a su accién antibacteriana. Yang y col. (2011) realizaron un estudio de las
propiedades de la canela, comparando la actividad de los extractos procedentes
de distintas partes de la Cinnamomum cassia sobre Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa Yy Acinetobacter baumannii. Los compuestos
responsables con mayor actividad antimicrobiana fueron cinamaldehido,

ometoxicinamaldehido, cumarina y eucaliptol.
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4.6.3. Eugenol

El Eugenol es un derivado fendlico con férmula Ci10H202 presente en grandes
cantidades en la esencia del clavo (Syzygiuma romaticum) entre 82 y 88% aunque
también puede extraerse de la pimienta, hojas de laurel, canela, alcanfor y otras
plantas (Almay col. 2007). Es de consistencia liquida y aceitosa, de color amarillo
claro, con aroma caracteristico, poco soluble en agua y soluble en alcohol. El
aceite de clavo ha sido utilizado desde el siglo XVI como antiséptico y anestésico.
Entre las muchas propiedades de este compuesto se pueden destacar sus
propiedades antiacidas antifingicas, bactericidas, anestésicas, sedativas,
aromatizantes e insecticidas (Chaieby col.,2007). Estudios han confirmado la
actividad antibacteriana de eugenol contra varios patdgenos tales como E. coli, B.
cereus, Helicobacter pylori, S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus pneumoniae
y S. pyogenes entre numerosos otros (Ali y col., 1990; Leite y col., 2007). La

figura 4 muestra la estructura quimica del eugenol.

OH

Figura 4. Estructura quimica del eugenol.

4.6.4. Timol

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un isomero del carvacrol figura 5, también
pertenece a la familia de los compuestos fendlicos monoterpénicos con capacidad
insecticida, bactericida, fungicida y nematicida. Este fenol se encuentra en la
planta hasta en un 50%, siendo mayor su proporcion que la del carvacrol. Es una
sustancia cristalina incolora con olor caracteristico (Ardila y col., 2009). La figura 5

representa la estructura del timol.
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OH

Figura 5. Estructura del timol.

Tanto el timol como su homodlogo el carvacrol tienen efectos antioxidantes y
efectos antimutagénicos. Estos efectos antioxidantes se deben a que el timol
aumenta la produccién de &cido nitrico, lo que mejora la funcion endotélica. Por su
sabor agradable se usa en la formulacion de diversos enjuagues bucales y pastas
de dientes (Ortega y col., 2011). También se ha demostrado que el timol tiene una
mayor actividad a temperatura ambiente que el carvacrol como antioxidante de
lipidos, y a esto se debe su potencial empleo como antioxidante de alimentos
(Amadio y col., 2011).

4.7 Peliculas y recubrimientos comestibles

Las peliculas y recubrimientos comestibles se definen como matrices continuas
que pueden ser formadas por proteinas, polisacaridos y/o lipidos (Banker, 1966),
no pretenden sustituir a los empaques sintéticos disefiados para alimentos con
tiempo de almacenamiento prolongado. Su utilidad recae en la capacidad de
actuar como un accesorio que mejora la calidad de un alimento, extendiendo su
vida en anaquel y la posibilidad de aumentar la eficiencia de los empaques de
alimentos, mediante la incorporacion de diversas sustancias que enriquecen sus

propiedades funcionales (Kester y Fennema, 1986).
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Las peliculas y recubrimientos comestibles estan formados por tres componentes
principales: polimero, solvente y plastificante. Se considera al polimero como el
componente mayoritario de wuna pelicula comestible. Las peliculas vy
recubrimientos comestibles se preparan a partir de polimeros como hidrocoloides
o lipidos y se hacen peliculas compuestas cuando éstos se mezclan (Donhowe y
Fennema, 1994; Cha y Chinnan, 2004). En cuanto al solvente, es necesario el uso
de un compuesto que sea adecuado e inocuo para alimentos. Generalmente se
limita al uso de agua con una gran variedad de valores de pH para poder
solubilizar al polimero; en raras ocasiones se utilizan soluciones acuosas de etanol
(Guilbert, 1996). El plastificante, a pesar de que se encuentra en menor proporcion
en la formulacion de peliculas y recubrimientos comestibles, es un componente
muy importante para poder formarlas. El uso de plastificantes tiene como objetivo
principal emulsificar fases que no son miscibles, ademas de impartir
caracteristicas particulares a la pelicula como flexibilidad y cierta resistencia. Es
importante que el plastificante sea miscible en el polimero, generalmente se
utilizan compuestos con bajo peso molecular y alto punto de fusiéon (Guilbert, y
col., 2002; Cagri y col., 2004)

Las peliculas comestibles tienen la capacidad de incorporar agentes
antimicrobianos para proveer estabilidad microbiolégica a los alimentos; ya que
sirven como acarreadoras de un amplio numero de compuestos (Lin y Zhao, 2007;
Ozdemir y Floros, 2008).

En los ultimos afios con el avance de las técnicas analiticas ha puesto en duda la
inocuidad de algunas sustancias que se consideraban seguras para el ser
humano, generando el rechazo hacia ciertos aditivos quimicos, por lo que se han
tratado de disefar peliculas antimicrobianas que muestren efecto sin la migraciéon
de los componentes activos, o se ha buscado afiadir antimicrobianos de tipo

natural (Ozdemir y Floros, 2008).

Recientemente se han descubierto propiedades antimicrobianas contra
microorganismos patdgenos. Zivanovic y col. (2005) incorporaron aceites
esenciales de orégano, albaca y anis, en diferentes concentraciones, a peliculas
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de quitosano; observaron un efecto inhibitorio en Listeria monocytogenes y E. coli
0157:H7. Resultados similares presentaron Rojas-Grat y col. (2007), quienes
elaboraron peliculas de alginato-puré de manzana adicionadas con aceites
esenciales de té limén, canela y orégano. De igual manera Maizura y col. (2007),
presentaron resultados similares mediante la aplicaciéon de aceite de té limén a
peliculas de almiddn, en las cuales no se vieron afectadas las permeabilidades a

gases y al vapor de agua.

También se han desarrollado investigaciones en las que este tipo de peliculas
adicionadas con aceites esenciales se aplicaron como recubrimientos a diferentes
tipos de alimentos. Oussalah y col. (2004) aplicaron aceites esenciales de orégano
y chile a recubrimientos de suero de leche en carne magra de res, inhibiendo a E.
coli O157:H7. Estos investigadores también desarrollaron, para el mismo alimento,
recubrimientos de alginato adicionados con aceites de orégano y canela. Los
resultados mostraron que en el caso de la carne magra de res, la vida en anaquel
se prolong6 un 10% y hubo una reduccién de 0.95 a 1.34 ciclos logaritmicos de
Pseudomonas spp. (Oussalah y col., 2006). Recientemente se aplicé aceite de
orégano a recubrimientos para embutidos (Chi y col., 2006), en los cuales se
utilizaron peliculas de quitosano, aumentando el tiempo de almacenamiento y la
inhibicién microbiana. En ninguno de estos productos hubo evidencia de migracion
de sustancias fendlicas al alimento y en ambos casos se logré un buen nivel de

aceptacion sensorial.
4.8 Inhibicién por contacto de vapor

Existe poca informacion acerca del efecto inhibitorio en fase de vapor por aceites
esenciales adicionados a peliculas comestibles (Avila-Sosa y col. 2012), sin
embargo existen reporte de aceites esenciales como canela, te limén y clavo que
son capaces de inhibir tanto hongos como bacterias patdgenas en
concentraciones menores a las que comunmente se utilizarian cuando estan en
contacto directo con el patégeno (Inouye y col., 2001a; Tunc y col., 2000). Algunos
investigadores han incorporado aceites esenciales a empaques activos de
polipropileno para inhibir el crecimiento de hongos sobre la superficie de pan
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incrementando tres veces el tiempo util en anaquel de dichos productos (Gutiérrez
y col., 2009).

El grado de actividad antimicrobiana en fase de vapor de los diferentes aceites
esenciales depende directamente del tipo de polimero utilizado ya que tiene la
capacidad de retener o liberar de manera gradual los componentes activos. Las
peliculas comestibles de almiddn tienen una estabilidad la cual le da capacidad
para liberar estos compuestos activos y tener un efecto fungistatico o fungicida
dependiendo de las concentraciones que se tengan, que suelen ser menores que

cuando se utilizan para inhibir de manera directa(Avila-Sosa y col., 2010).

La generacion de vapores de aceites esenciales se basa en la creacion de una
atmosfera a una cierta temperatura, o0 un microambiente dado por los propios
aceites (L6pez y col.,, 2005). Hasta el momento no se ha encontrado una
metodologia estandar para evaluar la inhibicion microbiana por medio del contacto
con vapores de aceites esenciales sin embargo existen algunos métodos

reportados, dentro de los cuales destacan .

1) Uso de caja Petri invertidas, lo cual consiste en colocar los agares
inoculados con el microorganismo de prueba de forma separada de los
aceites esenciales previamente disueltos sobre papel filtro y manteniendo
una temperatura controlada. Su principio se basa en la rapida volatilizacion
de los vapores los cuales entran en contacto con el microorganismo. Por lo
gue esta técnica es mayormente utilizada para bacterias las cuales tienen
mayor velocidad de crecimiento en comparacion con los mohos (Inouye y
col., 2001b; Edris y Farrag, 2003; Suhr y Nielsen, 2003; Inouye y col., 2006)

2) Creacion de una atmadsfera a partir de aceites esenciales, lo cual consiste
en utilizar camaras de plastico con tapa transparente selladas
hermeticamente en su interior y en el centro se coloca cierta concetracion
de aceites esenciales, sobre una rejilla se colocan los agares incoulados,
las camaras se mantien a una temperatura controlada en condiciones
estandar para mohos, 25 °C por 72 horas ( Suhr y Nielsen, 2003; Gomez-
Sanchez y col., 2011) y 37°C por 18- 24 hrs para bacterias (Kloucek y col.,
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2011). De tal manera que los vapores generados por los aceites
escenciales entran en contacto con los microorganismos, Yy
consecuentemente su evaporacion en el interior del microambiente puede
generar zonas de inhibicion. Este método se usa principalmente para

mohos ya que su velocidad de crecimiento es lenta.

En cualquier técnica utilizada posteriormente al periodo de incubacion, la
concentracion minima inhibitoria (CMI) se expresa como la minima cantidad de
vapor que inhibe el crecimiento visible ya sea de mohos, levaduras o bacterias
( Lopez y col., 2005, 2007; Tullio y col., 2007)
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6. MATERIAL Y METODOS:
6.1. Material y reactivos de grado analitico.

Los necesarios para cada determinacién

Carvacrol, cinamaldehido, eugenol y timol obtenidos de sigma aldrich.

6.2. Material bioldgico:

Cepas obtenidas del cepario de la facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP

Aspergilus niger, Fusarium sp., y Rhizopus sp.
6.3. Métodos

Tabla de métodos y referencias

Determinacién Método

Referencia

Elaboracion de peliculas .
. Vertido en placa
comestibles

Avila-Sosa y col. 2010

Evaluacion de la o o
L _ Medicion de crecimiento
sensibilidad a la sustancia _ ) _
o . radial del microorganismo
antimicrobiana

Du y col. 2009

Disefio de mezclas Determinacion del indice

binarias FIC

Davidson, 2005

Andlisis de parametros de
o Modelo de Gompertz
crecimiento

Char y col. 2007
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6.4. Metodologia
6.4.1. Preparacién de suspensién de esporas.

Esta suspension se realiz6 mediante el vertido de 9 ml de agua fisiologica estéril
en la superficie de la placa de agar inoculado, seguido de un raspado suave
usando un asa estéril para suspender la maxima cantidad de esporas posible, la
suspension se transfirid a tubos estériles. El nUmero de esporas presente en la
suspension se determind utilizando un hemocitobmetro y un microscopio 6ptico, y

expresado como el nimero de esporas por mililitro (esporas / ml).

6.4.2. Elaboracion de peliculas comestibles de almidén, adicionadas con una

solucién madre de carvacrol, cinamaldehido, eugenol y timol

Las peliculas se realizaron en condiciones estériles, agregando cada uno de los
componentes: agua estéril, almidon, sorbitol y acido fosférico por separado. Se
mezclaron hasta que se obtuvo una mezcla totalmente homogénea, se ajustaron a
pH 5; al final, se agreg6 la solucion madre de los antimicrobianos antes
mencionados, en concentraciones previamente definidas, mientras que algunas
peliculas no se les agrego ningun antimicrobiano con la finalidad de utilizarlas
como control. Se continu6 homogeneizando y una vez listas, se vertieron en las
tapas de cajas Petri. Se introdujeron las placas en una estufa de vacio a 36°C, y
se dejaron ahi aproximadamente de uno a dos dias para su secado. Las
concentraciones que se realizaron son: 200, 400, 800, 1600, 3200, 4000 y 5000

mg/l de cada antimicrobiano.
6.4.3. Evaluacion de actividad antifungica.

Se adicionaron 10 pl de la suspension de esporas en el centro de la placa de agar
papa dextrosa y se secaron en una campana de flujo laminar en condiciones
asépticas a temperatura ambiente durante 30 min, después se cubrieron las cajas
Petri que contienen el agar inoculado con las tapas preparadas con las peliculas
antimicrobianas correspondientes, consecuentemente la evaporacion de los

antimicrobianos. Se midié el crecimiento radial cada 24 horas durante 8 dias de
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incubacion a temperatura ambiente, con esto se determinaron las concentraciones

minimas inhibitorias.

6.4.4. Elaboracién de las mezclas binarias de carvacrol, cinamaldehido,

eugenol y timol

Una vez que se determind las concentraciones minimas inhibitorias de los
antimicrobianos correspondientes para las cepas problema se realizaron las
mezclas binarias correspondientes, tomando como ejemplo el modelo de ajedrez.
En la tabla 2 se muestran las mezclas binarias obtenidas y que posteriormente se

adicionaron en las peliculas comestibles.

Tabla 2. Ejemplo de la elaboracion de mezclas binarias.

Antimicrobiano 1
Antimicrobiano 2 | 3/4 1/2 1/4
3/4 Ya+ Ya Yo+ ¥ Ya+ ¥
1/2 Yot Yo Yo+ Y Ya+ Y2
1/4 Yo+ Ya Yo+ Ya Ya+Ya

6.4.5. Elaboracion de peliculas comestibles adicionadas con mezclas

binarias y evaluacion del efecto antifungico sobre las cepas problema.

Las peliculas se elaboraron de la misma manera como se describié en el paso

6.4.2 y se adiciono la mezcla adecuada correspondiente para cada concentracion.

El efecto de las mezclas binarias se evalu6 del mismo modo que el descrito en el
paso 6.4.3, se realizaron los mismos métodos y las pruebas de manera
simultanea. Al final se tomo lectura de las concentraciones minimas inhibitorias,

como se describié en el mismo paso para cada concentracion y para cada cepa.
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6.4.6. Analisis de datos de crecimiento de A. niger, Fusarium sp. y Rhizopus

sp.

Debido a que se observdé un comportamiento no lineal en las condiciones
evaluadas, los datos de crecimiento fueron modelados utilizando la ecuacion

modificada de Gompertz reportada por Char y col. (2007)

Lﬂ% = dexp{—exp[(v,, -e/ A)A—1)+1]}
Q

Donde Dt (cm) es el didmetro de las colonias en el tiempo t, y Do (cm) es el
diametro de las colonias en el tiempo inicial; (A) es el crecimiento maximo del
hongo alcanzado durante la fase estacionaria (cm), 1, es la tasa maxima de
crecimiento especifico (cm/dias), A es el tiempo (dias) alcanzado en la fase de
retraso y e = exp. Con los datos obtenidos de la regresion no lineal de las curvas
de crecimiento radial, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y una
comparacion de medias (LSD) con un nivel de confianza de 95%. Dichos analisis
estadisticos se realizaron usando el programa Kaleidagraph (version 4.0) y Minitab
(version 16).

6.4.7. Calculo del indice de FIC (Concentracion fraccional inhibitoria).

Este calculo sirvid para determinar si las mezclas binarias de carvacrol y timol
poseen una accidén sinérgica, aditiva o antagodnica, utilizando la ecuacién de

Davidson y Parish (Santiesteban-Lopéz y col., 2007) ejemplo:
FIC timol= CMI timol en presencia de carvacrol/ CMI timol individual
FIC carvacrol= CMI carvacrol en presencia de timol/ CMI carvacrol individual
Indice FIC = FIC timol + FIC carvacrol
7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Concentraciones minimas inhibitorias
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Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) por contacto de vapor de los
antimicrobianos naturales adicionados a peliculas comestibles de almidon,
obtenidos por el método de placa invertida y medicion del crecimiento radial del
microorganismo se muestran en la tabla 3. Se observO que para las
concentraciones dadas eugenol y cinamaldehido no mostraron efecto inhibitorio
sobre A. niger y Fusarium sp., mientras que carvacrol y timol presentaron efecto
inhibitorio a 5000 mg/L. Para Rhizopus sp., los 4 antimicrobianos mostraron efecto
inhibitorio a 1600 mg/L.

Dao y col. (2008) afirman que los vapores generados por los aceites esenciales
atacan al ciclo de vida de mohos en etapa de germinacion, en la de crecimiento de
la hifa y en la etapa de esporulacion. La inactivacion del conidio por los vapores de
aceites esenciales es el proceso clave de la inhibicion, dado que el conidio
(suspendido en el aire) es estable al calor, a la luz y a los compuestos quimicos,
siendo muy dificil de eliminar. Este efecto solo se ha observado en vapores de
aceites esenciales, y no de forma directa ya que pueden unirse a la hifa

reproductiva a diferencia del contacto con una solucion (Suhr y Nielsen, 2003).

Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias (mg/L) de carvacrol, cinamaldehido,

eugenol, y timol, sobre Aspergillus niger, Fusarium sp., y Rhizopus sp.

Aspergillus niger Fusarium sp. Rhizopus sp.

Carvacrol 5000 5000 1600
Cinamaldehido > 5000 > 5000 1600
Eugenol > 5000 > 5000 1600
Timol 5000 5000 1600

7.2. Andlisis de parametros de crecimiento.
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Se realizaron los calculos de los parametros de Gompertz para todas las cepas
estudiadas con el fin de comparar los efectos inhibitorios de las concentraciones
de antimicrobianos naturales afiadidas a las peliculas de almidén sobre el
crecimiento. La figuras 6 y 7 muestran los cambios en el crecimiento radial de A.
niger y Fusarium sp. en presencia de las peliculas de almidon afadidas con
carvacrol y timol, mostrando diferencias significativas (p<0.05) en los valores tanto
de la fase lag (A) como del crecimiento maximo (A) a las concentraciones dadas
comparados con los valores de crecimiento sin antimicrobianos. Estos resultados
indican una relacion inversamente proporcional entre la concentracion del
antimicrobiano y el crecimiento micelial de los hongos, observandose un efecto
fungistatico a concentraciones altas. En el caso de los antimicrobianos
cinamaldehido y eugenol, no se observé efecto inhibitorio aunque los parametros
de Gompertz muestran diferencias significativas (p<0.05) para fase lag (ver

anexo).

—s— contral
-m— ¢ 1600 /L
—— ¢ 3200 rmoiL
- -&--C 4000 rmafL

. -e. . 5000 rrafl
- B— 11600 rmgil
- - — 13200 mol
--4&— 14000 moil
: —-s-- 1 5000 gl
4L
g
g8 °r
=
.
1
0 & i i i i i 1
a 2 4 f g 10 12 14

Tiempo (dias)

Figura 6.Efecto de carvacrol y timol sobre Aspergillus niger a diferentes concentraciones.
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Figura 7. Efecto del carvacrol y timol a diferentes concentraciones sobre Fusarium

sp.

Dao y col. (2008) demostraron que la actividad antimicrobiana en fase de vapor de
aceites esenciales es efectiva a concentraciones altas. Lo anterior se refuerza con
lo reportado por Inouye y col. (2001a) quienes demostraron que los mayores
efectos inhibitorios de aceites esenciales de tomillo y canela se debe a la
presencia mayoritaria de fenoles y aldehidos los cuales son carvacrol, eugenol,

timol y cinamaldehido.

Para el caso de Rhizopus sp. (Figura 8), muestra los cambios en el crecimiento del
hongo a diferentes concentraciones de los antimicrobianos. Los parametros de
Gompertz para los 4 antimicrobianos muestran diferencias significativas (p<0.05)
para la fase lag. A pesar de que el crecimiento radial en la placa no se vio
demasiado afectado a concentraciones menores que 1600 mg/L, el crecimiento
micelial no se desarroll6 con las mismas caracteristicas que el crecimiento control.

Se observaron efectos fungistaticos a concentraciones menores que a 1600 mg/L.
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Edris y Farrag (2003) reportan que los vapores pueden unirse a la hifa
reproductiva y debido a su crecimiento superficial es mas susceptible a los mismos

esto explica el bajo crecimiento micelial de Rhizopus sp.
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Figura 8. Efecto de antimicrobianos naturales a diferentes concentraciones sobre

Rhizopus sp.

7.3. Evaluacion antifungica por contacto de vapor de mezclas binarias de

antimicrobianos.

Con los resultados anteriores, se determind hacer solo una mezcla binaria de
carvacrol y timol para A. niger con 9 combinaciones, siendo 3750 mg/L de
carvacrol con 2500 mg/L de timol la Unica efectiva para este hongo mostrando

inhibicion del crecimiento (Tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones inhibitorias de la mezcla binaria timol/carvacrol sobre A.

niger.
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Timol (mg/L)
Aspergillus niger

1250 2500 3750
Carvacrol (mg/L)
1250 C C C
2500 C C C
3750 C NC C

(C= crecio, NC= no crecio).

La evaluacion de parametros Gompertz sobre A. niger (ver anexo) muestra
diferencias significativas (p<0.05) sobre el crecimiento maximo. Por lo tanto se
observé un efecto fungistatico a las concentraciones mas altas de esta mezcla. La
figura 9 muestra el efecto en el crecimiento de este hongo en presencia de la
mezcla binaria. Se realizaron los calculos del indice de FIC para determinar la
capacidad aditiva, sinérgica o antagonica de las mezclas, los resultados se
compararon con los datos que se muestran en la tabla 5. Para la combinacion de
timol y carvacrol sobre A.niger se obtuvo un indice de FIC= 1.25 (tabla 5) la cual
muestra un efecto aditivo, esto se refiere a que el efecto combinado de ambas
sustancias es igual a la suma de los efectos observados en los dos agentes de
manera independiente, es decir que, los antimicrobianos logran inhibir a
concentraciones menores de las requeridas cuando el antimicrobiano se emplea

por separado.

La evaluacién de la combinaciéon de distintos agentes antimicrobianos es
necesaria, ya que un microorganismo puede ser resistente a la eliminacién o
inhibicion por dosis convencionales de un solo antimicrobiano, pero si se

combinan los agentes se puede aumentar la actividad antimicrobiana.

Tabla 5. Rangos del indice de FIC y su efecto producido.
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Rango de indice FIC EFECTO

<0.90 Sinérgico
<090-1.1 Aditivo
>1.1 Antagonico

Para el caso de Fusarium sp., la mezcla binaria a evaluar también fue de timol y
carvacrol con 9 combinaciones de concentraciones siendo efectivas 1250 mg/L de
timol con 2500 mg/L de carvacrol y 2500 mg/L de timol con 2500 mg/L de
carvacrol, la tabla 6 muestra el efecto de las mezclas binarias sobre el hongo.
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Figura 9. Efecto de algunas mezclas binarias sobre Aspergillus niger. C= carvacrol y T=

timol.
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Tabla 6 .contracciones inhibitorias de la mezcla binaria timol carvacrol sobre Fusarium sp.

Timol
Fusarium sp.
1250 2500 3750
Carvacrol
1250 C C C
2500 NC NC C
3750 C C C

(C= crecio, NC= no crecio).

Los parametros de Gompertz para Fusarium sp., indican diferencias significativas
(p<0.05) en la fase lag para las combinaciones con mayor concentracion de
antimicrobianos mostrando un efecto fungistatico de esta mezcla sobre el hongo.
La figura 10 muestra el crecimiento del hongo en presencia de las peliculas

adicionadas con la mezcla binaria.
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Figura 10. Efecto de la mezcla binaria timol/carvacrol sobre Fusarium sp.

El indice de FIC de la mezcla de timol/carvacrol dio un resultado de 0.75 (ver
anexo, tabla A5) mostrando un efecto sinérgico, esto se refiere a que el efecto
combinado de ambas sustancias es mayor a la suma de los efectos observados
en los dos antimicrobianos aplicados por separado. A pesar de que no existe
suficiente informacion sobre el efecto por contacto de vapor de mezclas binarias
Lambert y col. (2001), Campomanes (2003), y Garcia (2005) encontraron un
efecto sinérgico entre mezclas binarias de timol y carvacrol sobre diferentes
microorganismos. De igual forma Lambert y col., (2001) y Burt y col., (2007)
describen que el elevado efecto antimicrobiano por parte de carvacrol y timol es
provocado por sus elevadas hidrofobicidades, sin embargo Ultee y col., (2000)
reportan que el contenido de un grupo hidroxilo y un sistema deslocalizador de
electrones en timol y carvacrol son caracteristicas que les confiere una mayor

actividad antimicrobiana.
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El efecto inhibitorio de carvacrol, cinamaldehido, eugenol y timol evaluados sobre
Rhizopus sp., dio pauta para evaluar las 6 mezclas binarias posibles con 9
combinaciones de concentracion cada una, siendo efectivas las mezclas de 800
mg/L de carvacrol con 800 mg/L de cinamaldehido, 800 mg/L de eugenol con 400
mg/L de timol y 800 mg/L de eugenol con 1200 mg/L de timol mostrando efecto
inhibitorio (Tabla 7 y 8).

Tabla 7. Resultados de las mezclas binarias de carvacrol y cinamaldehido

adicionadas en peliculas comestibles de almidon sobre Rhizopus sp.

Cinamaldehido

Rhizopus sp.
400 800 1200
400 C C C
Carvacrol 800 C NC C
1200 C C C

(C= crecid, NC= no crecio).

Tabla 8. Resultados de las mezclas binarias de eugenol y timol adicionadas en

peliculas comestibles de almidon sobre Rhizopus sp.

Timol
Rhizopus sp.
400 800 1200
400 C C C
Eugenol 800 NC C NC
1200 C C C

(C= crecio, NC= no crecio).
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Los parametros de Gompertz para las mezclas binarias timol/eugenol y
carvacrol/cinamaldehido muestras diferencias significativas (p<0.05) en la fase lag
donde se demostré un efecto inhibitorio. El indice de FIC para la mezcla de
carvacrol/cinamaldehido fue de 1 y para la mezcla de eugenol/timol fue de 0.75 lo
cual nos indica un efecto aditivo para la primera mezcla y un efecto sinérgico para
la segunda mezcla se puede observar que timol aumento su efecto inhibitorio
disminuyendo la concentracion, lo cual confirma los efectos aditivos y sinérgicos
de las mezclas binarias. A pesar de que no se tiene informacion suficiente sobre
el efecto combinado de antimicrobianos naturales en alimentos, Santiesteban-
Lopéz y col. (2007) sefalan que los antimicrobianos mas efectivos contra algunos
microorganismos son carvacrol, timol y eugenol en un intervalo de 100 a 3000
ppm .Las figuras 11 y 12 muestran los cambios en el crecimiento de Rhizopus en

presencias de las peliculas binarias mayormente efectivas.
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Figura 11. Efecto de la mezcla binaria carvacrol/cinamaldehido sobre Rhizpous

sp. c= carvacrol, ci= cinamaldehido.
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Figura 12. Efecto de mezcla timol/eugenol sobre Rhizopus sp.
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8. CONCLUSIONES

Se puede afirmar que los antimicrobianos estudiados cumplen con actividad
antifingica por contacto de vapor frente a Rhizopus sp., en condiciones in vitro.
Las aplicaciones reales sobre alimentos necesitan mas investigacion para evaluar
el modo de accion sobre estos, las modificaciones que podrian sufrir los productos

y su produccién a nivel industrial.

Debido a las concentraciones minimas inhibitorias muy altas sobre Aspergillus
niger y Fusarium sp., estos pueden ser considerados resistentes al contacto de
vapor de antimicrobianos naturales en condiciones in vitro, abriendo oportunidad
para nuevas investigaciones sobre las aplicaciones de otros antimicrobianos y
mezclas de estos para obtener resultados favorables a menores concentraciones
de antimicrobianos. Las aplicaciones reales podrian causar modificaciones en las

propiedades sensoriales de los alimentos.

Las mezclas binarias son una buena opcion para disminuir las concentraciones de

antimicrobianos naturales en la aplicacion de peliculas adicionadas con estos.
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9. SUGERENCIAS

Evaluar el efecto antimicrobiano a concentraciones mayores a 5000 mg/l de

cinamaldehido y eugenol sobre cepas de Aspergillus sp., y Fusarium sp.

Evaluar las posibles pérdidas por volatilizacion de los antimicrobianos carvacrol,
cinamaldehido eugenol y timol en la etapa de elaboracion y secado de peliculas

comestibles de almidon.

Determinar si a concentraciones altas la fase de vapor de antimicrobianos
naturales altera las propiedades organolépticas de productos recubiertos con

peliculas comestibles de almidén.

Evaluar la rentabilidad de aplicar carvacrol, cinamaldehido, eugenol y timol a nivel

industrial sobre productos susceptibles a contaminacion por Rhizopus sp.

Evaluar la actividad antifangica de los antimicrobianos antes mencionados en
conjunto con otros antimicrobianos con el fin de reducir las concentraciones

utilizadas.
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ANEXOS

Tabla Al. Resultados de las mezclas binarias de carvacrol y eugenol adicionadas en

peliculas comestibles de almidén sobre Rhizopus sp.

Eugenol
Rhizopus sp.
400 800 1200
400 C C C
Carvacrol 800 C C C
1200 C C C

(C= crecio,).

Tabla A2. Resultados de las mezclas binarias de carvacrol y timol adicionadas en

peliculas comestibles de almidén sobre Rhizopus sp.

Timol
Rhizopus sp.
400 800 1200
400 C C C
Carvacrol 800 C C C
1200 C C C

(C= crecio,).
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Tabla A3. Resultados de las mezclas binarias de cinamaldehido y eugenol adicionadas en

peliculas comestibles de almidén sobre Rhizopus sp.

Cinamaldehido

Rhizopus sp.
400 800 1200
400 C C C
Eugenol 800 C C C
1200 C C C
(C=crecit,).

Tabla A4. Resultados de las mezclas binarias de cinamaldehido y timol adicionadas en
peliculas comestibles de almidén sobre Rhizopus sp.

Timol
Rhizopus sp.
400 800 1200
400 C C C
Cinamaldehido 800 C C C
1200 C C C

(C=creci6,).
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Tabla A5. indices FIC para las mezclas binarias.

indices FIC
A. niger Fusarium sp. Rhizopus sp.
Carvacrol/ ] ] L
Cinamaldehido

Carvacrol/Eugenol - - 2
Carvacrol/Timol 1.25 0.75 2
Cinamaldehido/Eugenol - - 2
Cinamaldehido/Timol - - 2

Eugenol/Timol - - 0.75
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Tabla A6. Parametros de Gompertz (media + desviacién estandar) de las curvas de crecimiento de A. niger.,

sometido a diferentes antimicrobianos naturales.

Aspergillus niger

A Vmax A
Control 5.29+0.02° 5.23+0.17a,b 1.14+0.002°
Carvacrol
200 4.81+0.05° 6.47+0.20 #P¢ 1.24+0.023°
400 4.81+0.04° 5.68+0.14 2bcde 1.17+0.01°
800 4.73+0.04° 5.13+0.34 odef 1.14+0.01°
1600 4.48+0.05°¢ 4.43+0.20 eFehi 1.13+0.01°
3200 4.60+0.10° 4.85+0.59 defeh 1.17+0.022
4000 3.98+0.09%¢ 3.33+1.391 2.03+0.15°
5000 - - >14¢
Cinamaldehido
200 4.69+0.03° 6.69+0.46 2 1.27+0.02%°
400 4.76+0.03° 6.58+0.33 *° 1.17+0.02°
800 4.76+0.01° 5.29+0.28 bedef 1.15+0.01°
1600 4.77+0.00° 4.22+0.00 &fehi 1.15+0.00*°
3200 4.78+0.03° 4.05+0.15 fehii 1.16+0.01°
4000 4.82+0.04° 2.66+0.31! 1.01+0.042
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5000 4.61+0.22° 3.07+0.41% 1.08+0.062
Eugenol

200 4.79+0.08° 6.58+0.19 2P 1.25+0.02%°
400 4.64+0.09°¢ 6.02+0.33 @bcd 1.18+0.022
800 4.75+0.01°¢ 4.99+0.03 ¢ef8 1.14+0.00°
1600 4.85+0.09¢ 4.22+0.12 fehii 1.15+0.022
3200 4.85+0.02¢ 4.10+0.09 fehii 1.14+0.01°
4000 4.83+0.09¢ 3.41+0.29 1.09+0.032
5000 4.76+0.04¢ 3.43+0.10 " 1.08+0.022
Timol

200 4.80+0.02° 6.53+0.02 2P 1.26+0.02%
400 4.69+0.02° 5.76+0.13 2bcde 1.17+0.012

800 4.77+0.05° 5.10+0.30 cdef 1.15+0.02°
1600 4.76+0.07° 3.05+0.22 1.03+0.022
3200 4.71+0.06° 3.39+0.58 M 1.05+0.062
4000 3.95+0.28¢ 3.69+1.06g M 1.46+0.72%°
5000 - - >14¢
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Tabla A7. Parametros de Gompertz (media + desviacidn estandar) de las curvas de crecimiento de Fusarium

sp., sometido a diferentes antimicrobianos naturales.

Fusarium sp.
A Vmax A
Control X
Carvacrol 4.08+0.08°  3.36+0.43 < 2.07+0.04°
Carvacrol
200 4.21+0.01° 4.73+0.28 20 1.16+0.01°
400 4.71+0.06>¢  2.99+0.15°¢  1.03+0.00 P
800 4.62+0.06°¢  4.02+1.022>¢  1.10+0.06 >4
1600 4.65+0.01°¢  3.29+0.01*>¢  1.05+0.00 P
3200 4.62+0.02°¢  3.06+0.15°¢  1.03+0.01 P<d
4000 4.66+0.08>¢  3.75+0.52 @b¢ 2.08+0.04 °
5000 - - >142
Cinamaldehido
200 4.16+0.08*  4.59+0.60 *° 1.15+0.03 ¢
400 4.76+0.04>  3.31+0.16**¢  1.08+0.00 ><¢
800 4.55+0.09°¢  4.01+0.13*¢  1.11+0.01 ¢
1600 4.75+0.06>¢  3.40+0.29*"¢  1.06+0.04 ¢
3200 4.71+0.07°¢  4.02+0.88 "¢ 2.09+0.06 °
4000 4.65+0.02°¢  3.81+0.03 #P¢ 2.10+0.06 ®



5000 4.68+0.03°¢  3.57+0.61%P¢ 2.07+0.04°
Eugenol

200 4.19+0.05° 4.96+0.16° 1.17+0.01°
400 4.76+0.02° 2.96+0.54 ¢  1.02+0.03 b

800 4.23+0.27°  3.21+1.71**¢  0.97+0.26 *¢
1600 4.70+0.04,>¢  3.40+0.31**¢  1.06+0.02 >°¢
3200 4.66+0.02°¢  2.96+0.26°¢  1.03+0.02 ¢
4000 4.75+0.03¢  4.58+0.54 2 2.12+0.02°
5000 4.71+0.02°¢  3.94+0.55 #b¢ 2.07+0.04 °
Timol

200 4.21+0.00° 4.50+0.01 2* 1.15+0.00 ¢
400 4.69+0.03>¢  3.71+0.46**¢  1.09+0.02 ><¢
800 4.60+0.19°¢  3.16+0.58°¢  1.09+0.04 ¢
1600 4.50+0.11° 3.07+0.55%¢  1.04+0.06 ¢
3200 4.59+0.03°¢ 2.42+0.22°¢ 0.95+0.03¢
4000 4.08+0.08°  3.36+0.43%bc 2.07+0.04 2
5000 - ; 514

Tabla A8. Parametros de Gompertz (media + desviacidon estandar) de las curvas de crecimiento de

Rhizopus sp., sometido a diferentes antimicrobianos naturales.

Rhizopus sp.

55



A Vmax A
0 5.41+0.01° 5.79+0.40°b 1.19+0.013°
Carvacrol
200 5.32+0.05° 8.59+0.32° 2.18+0.007
400 5.40+0.02° 5.97+0.157 1.17+0.01°
800 5.42+0.02° 5.34+42.19%®  1.52+0.59%°
1600 - - >5b
Cinamaldehido
200 5.38+0.01° 6.00+0.237 1.19+0.01°
400 5.36+0.01*®  6.21+0.01**  1.18+0.00°
800 5.34+0.03° 6.56+0.08% 1.20+0.01°
1600 - - >5b
Eugenol
200 5.24+0.027 9.01+0.34° 2.18+0.007
400 5.38+0.05°° 6.14+0.05%° 1.18+0.00°
800 5.46+0.04° 5.07+0.69%° 1.16+0.01°
1600 - - >5b
Timol
200 5.21+0.027 8.68+0.187 2.20+0.007
400 5.38+0.012° 6.27+0.14%° 1.18+0.00°
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800 5.36+0.00*®  6.08+0.23**  1.17+0.01°

1600 - - >5P

Tabla A9. Parametros de Gompertz (media + desviacion estandar) de las curvas de crecimiento de

A.niger., sometido a mezcla de carvacrol y timol.

Aspergillus
niger
timol/carvacrol A Vmax A

0 5.29+0.02° 5.23+0.18% 1.14+0.00°
3750/3750 4.61+0.03>¢ 3.79+0.13° 1.15+0.02?
3750/2500 4.54+0.03° 4.02+0.23° 1.13+0.01°
3750/1250 4.55+0.05° 3.83+0.36° 1.11+0.03°
2500/3750
2500/2500 4.58+0.01° 4.23+0.27° 1.13+0.02°
2500/1250 4.72+0.08° 3.64+0.26° 1.13+0.01°
1250/3750 4.67+0.10°¢ 3.92+0.21° 1.15+0.03?
1250/2500  4.58+0.02°¢ 4.11+0.50° 1.13+0.02?
1250/1250 4.65+0.02°¢ 3.82+0.33° 1.12+0.02°
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Tabla A10. Pardmetros de Gompertz (media + desviacidén estandar) de las curvas de crecimiento de

Fusarium sp., sometido a mezcla de carvacrol y timol.

Fusarium sp.

timol/carvacrol A Vmax A

0 4.08+0.08*¢ 3.36+0.43% 2.07+0.04°
3750/3750  4.44+0.15>°¢ 3.23+0.74* 1.38+0.63°
3750/2500  4.53+0.12°° 3.97+0.31° 1.12+0.02°
3750/1250  4.67+0.04°¢ 3.57+0.52° 1.12+0.01°
2500/3750  3.76+0.21¢ 4.90+0.38° 2.16+0.02°
2500/2500
2500/1250  4.80+0.02° 4.29+0.40° 2.13+0.02°
1250/3750  4.40+0.24*° 3.45+1.13* 2.04+0.10°
1250/2500
1250/1250  4.82+0.08° 3.98+0.35° 2.12+0.02°
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Tabla A11. Pardmetros de Gompertz (media + desviacidn estandar) de las curvas de crecimiento de

Rhizopus sp., sometido a diferentes mezclas binarias.

Rhizopus sp.

car/cin A Vmax A
0 5.41+0.01° 5.79+0.40° 1.19+0.01°
1200/1200 5.44+0.00° 16.37+0.00° 1.14+0.00°
1200/800 5.39+0.01*° 16.10+0.50° 1.14+0.01°
1200/400 5.41+0.05*° 17.68+1.15° 1.13+0.01%°
800/1200 5.36+0.01° 16.17+0.00°  1.14+0.00°
800/800 - - 0.00+0.00,°
800/400 5.41+0.03° 19.73+1.06*° 1.13+0.00°
400/1200 4.91+0.00** 131.91+0.00° 1.03+0.00°
400/800 5.38+0.04° 18.70+1.81** 1.13+0.01°

400/400 4.91+0.00*" 131.91+0.00°¢ 1.03+0.00*°

Rhizopus sp.

eug/cin A Vmax

0 5.41+0.01° 5.79+0.40°

1200/1200 5.37+0.02® 14.55+1.53°

1200/800 5.38+0.04* 14.41+2.05°

1.19+0.01°

1.10+0.01°

1.10+0.01°
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1200/400 5.38+0.07° 14.22+0.47®° 1.10+0.01°
800/1200 5.36+0.09° 14.19+3.12° 1.09+0.02°
800/800 5.41+0.00° 14.48+0.60° 1.10+0.00°
800/400 5.43+0.00° 15.32+0.54* 1.10+0.00°
400/1200 5.40+0.05* 14.50+5.28* 1.09+0.02°
400/800 5.42+0.02° 15.16+0.13* 1.10+0.00°
400/400 5.41+0.00° 13.94+0.78* 1.10+0.01°
Rhizopus sp.

tim/cin A Vmax A

0 5.41+0.01° 5.79+0.40° 1.19+0.01°
1200/1200 5.37+0.05° 17.46+0.38° 1.13+0.0°
1200/800 5.41+0.05° 17.05+0.60° 1.13+0.01°
1200/400 5.40+0.01° 17.72+0.36° 1.14+0.00°
800/1200 5.40+0.01* 17.28+1.03* 1.14+0.01°
800/800 5.38+0.01* 18.05+0.07a 1.14+0.00°
800/400 5.34+0.05° 17.21+1.14* 1.14+0.01°
400/1200 5.40+0.01° 17.14+0.67° 1.15+0.01°
400/800 5.39+0.01® 17.12+0.99° 1.13+0.01°
400/400 5.44+0.00° 17.37+0.62° 1.14+0.01°
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Rhizopus sp.

tim/car A

Vmax

0 5.41+0.01°

1200/1200 5.31+0.12°

1200/800 5.44+0.00°

1200/400 5.42+0.00°

800/1200 5.37+0.00°

800/800  5.34+0.05°

800/400  5.36+0.06°

400/1200 5.37+0.02°

400/800  5.38+0.03°

400/400  5.40+0.03*

5.79+0.40°

18.16+0.38°

16.87+0.31°

17.80+0.55%

18.09+0.03°

18.55+1.22°

18.69+1.16°

17.96+0.77°

19.57+0.93°

19.3740.82°

1.19+0.01°

1.13+0.00°

1.13+0.01°

1.13+0.00°

1.13+0.01°

1.13+0.01°

1.13+0.01°

1.13+0.01°

1.13+0.01°

1.13+0.01°

Rhizopus sp.

tim/eug A

Vmax

0 5.41+0.01°

1200/1200 5.34+0.14°

1200/800 -

1200/400 5.39+0.06°

5.79+0.40°

17.85+1.69°

17.85+0.16°

1.19+0.01°

1.13+0.00°

>7°

1.14+0.00°
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800/1200 5.44+0.00° 17.19+0.76° 1.13+0.01°
800/800  5.35+0.00° 15.57+0.00° 1.13+0.00°
800/400 5.44+0.00° 16.10+0.00° 1.14+0.00°
400/1200 5.44+0.00° 16.92+0.38° 1.14+0.02°
400/800 0.00+0.00° 0.00+0.00a 0.00+0.00°
400/400 5.44+0.00° 17.60+0.89° 1.13+0.01°
Rhizopus sp.

eug/car A Vmax A

0 5.41+0.01®° 5.79+0.40° 1.19+0.01b
1200/1200 5.41+0.03® 16.61+0.49° 1.15+0.01
1200/800 5.38+0.03° 15.48+0.98° 1.13+0.01
1200/400 5.40+0.02° 15.20+1.88* 1.15+0.00
800/1200 5.44+0.00° 17.17+0.00* 1.15+0.00
800/800  5.42+0.03° 16.49+0.37° 1.14+0.00
800/400 5.44+0.00* 19.10+0.54* 1.13+0.01
400/1200 5.44+0.00° 17.38+0.77° 1.14+0.00
400/800  5.43+0.00° 17.61+1.09° 1.11+0.00
400/400  5.09+0.02° 137.07+1.05° 1.03+0.00



