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Resumen

La evaluacion de peliculas biodegradables activas de 4cido polilactico (PLA) incorporado de aceites esenciales para
inhibir la adhesién microbiana se realizé mediante un disefio exploratorio fraccionario 2‘\5,_ ! combinando los factores,
cantidad de plastificante PEG 400 (10 y 20%), cantidad de aceite esencial de canela (0,5 y 1%), cantidad de aceite
esencial de orégano (0,5 y 1%), concentracién en unidades formadoras de colonias (UFC) de Salmonella spp. (103 y 10*
UFC mL~!) y concentracién de Staphylococcus aureus (10° y 10* UFC mL~"). Los resultados del ensayo de inhibicién a
la adhesiéon microbiana mostraron que el porcentaje maximo de inhibicién alcanzé el 73,82 £ 0,35 %, correspondiente
al experimento 7 (bce), el cual contiene 10 % PEG 400, 1% aceite esencial de canela, 1% aceite esencial de orégano, 10°
UFC mL~! de concentracién de Salmonella spp. y 10* UFC mL~! de concentracién de Staphylococcus aureus. El analisis
estadistico determiné que existe evidencia significativa (valor p = 0,0283) que indica que la concentracién de Staphy-
lococcus aureus influye en el porcentaje de inhibicién a la adhesién microbiana; asi como también, que la interaccién
del aceite esencial de canela-Salmonella spp. tiene poca evidencia significativa (valor p = 0,0711) que influye en el
porcentaje de inhibicién. Los resultados de inhibicién estdn en funcién del tipo de bacteria, siendo mayor para las
Gram positivas. Los resultados de inhibicién superiores al 60 % tienen como factor comtn la concentracién mas alta
de Staphylococcus aureus. Por lo tanto, las peliculas biodegradables activas de PLA con mayor porcentaje de inhibicién
pueden usarse potencialmente en la industria alimentaria como mecanismo de barrera para evitar contaminacién bac-
teriana.

Palabras clave: Biopolimero, alimento, barrera, patégenos.
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Evaluacion de peliculas biodegradables activas de PLA incorporada de aceites esenciales para
inhibir adhesion microbiana.

Abstract

An evaluation of incorporated polylactic acid (PLA) active biodegradable films of essential oils to inhibit microbial
adhesion was performed using a 23! fractional exploratory design, combining the factors, amount of PEG 400 plasti-
cizer (10 and 20 %), amount of cinnamon essential oil (0.5 % and 1 %), amount of oregano essential oil (0.5 % and 1 %),
Salmonella spp. concentration (103 CFU mL~! and 10* CFU mL~"') and Staphylococcus aureus concentration (10° CFU
mL~! and 10* CFU mL~"). The results of microbial adhesion inhibition test showed that the maximum inhibition per-
centage reached 73.82 £ 0.35% corresponding to experiment 7 (bce), which contains 10 % of PEG 400, 1% of cinnamon
essential oil, 1% of oregano essential oil, 10> CFU mL~! of Salmonella spp. concentration, 10* CFU mL~! of Staphylococ-
cus aureus concentration. Statistical analysis determined that there is strong significant evidence (p — value = 0.0283)
that Staphylococcus aureus concentration influences the inhibition percentage to microbial adhesion; as well as that the
cinnamon essential oil- Salmonella spp. interaction has little significant evidence (p — value = 0.0711) that influences
the inhibition percentage. Inhibition results greater than 60 % have the highest concentration of Staphylococcus aureus
as a common factor. PLA active biodegradable films with a higher inhibition percentage can potentially be used in the
food industry as a barrier mechanism to avoid bacterial contamination.

Keywords: Biopolymer, food, barrier, infectious agent.
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1 Introduccion

La extensién en el uso de envases biodegradables
para reemplazar las poliolefinas de baja tasa de de-
gradabilidad es uno de los desafios centrales de la
industria de alimentos, al igual que los esfuerzos
orientados a reducir el nimero de personas afecta-
das por enfermedades transmitidas por alimentos,
mediante el incentivo en la aplicacién de biocontro-
les y demds mecanismos de barrera que garanticen
seguridad alimentaria a los consumidores (Tauxe
y col., 2010; Jahid y Ha, 2012), en especial en alimen-
tos minimamente procesados o frescos, tomando en
cuenta que, por ejemplo, en los ultimos afios los
brotes de enfermedades producidas por Salmonella
spp. han sido vinculados a la contaminacién de pe-
pinos, papaya frescas, melén y pifia cortados, pollo,
huevos, atin crudo, carne de res molida, carne de
pavo molida, y muchos otros alimentos (Centers for
Disease Control and Prevention, 2020).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), es-
tima que las enfermedades de transmisién alimen-
taria afectan a una de cada diez personas a nivel
mundial, y ocasionan 420 000 muertes al afio, sien-
do los principales agentes etiolégicos, Norovirus,
E. coli, Campylobacter spp., y Salmonella no tifoidea
(WHO, 2016). Los Centros de Control y Prevencién
de Enfermedades estiman que cada afio, solamen-
te en Estados Unidos, 48 millones de personas son
afectadas por enfermedades transmitidas por ali-
mentos, de las cuales 128.000 son hospitalizadas
y 3.000 mueren (Centers for Disease Control and
Prevention, 2019). Del total de afectados, 9,4 mi-
llones personas (20%) se enferman a causa de 31
patégenos conocidos transmitidos por los alimen-
tos, y 38,4 millones (80 %) son afectados por agentes
no especificados que estan en los alimentos y cuya
sintomatologia comienza con gastroenteritis aguda.
Las cifras estimadas indican que las enfermedades
transmitidas por alimentos son causadas por virus
(59 %), bacterias (39 %) y parasitos (2%). Los pat6-
genos que causan la mayoria de las enfermedades
son el Norovirus (58 %), Salmonella spp. (11 %), Clos-
tridium perfringens (10%), Campylobacter spp. (9 %),
y Staphylococcus aureus (3%). Del total de hospitali-
zaciones estimadas, el 64 % son causadas por bacte-
rias, siendo el 35% debido a Salmonella spp. y 15%
a Campylobacter spp. Del total de muertes estimada,
el 64% es causado por bacterias, de las cuales el
28% corresponde a Salmonella spp., 19 % Listeria mo-
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nocytogenes, y 6% Campylobacter spp. (Scallan y col.,
2011).

El uso de aceites esenciales es una opcién para
mejorar las propiedades de las peliculas o envases
biodegradables, otorgando propiedades antibacte-
rianas contra patégenos que producen enfermeda-
des alimentarias (Calo y col., 2015). Entre estos acei-
tes esenciales estan el aceite de orégano (Origanum
vulgare) y el aceite esencial de canela (Cinnamomum
zeylanicum), ambos categorizados GRAS (General-
mente reconocido como seguro) por la Agencia de
Drogas y Alimentos (FDA) (FDA, 2020)

El aceite esencial de canela es considerado ttil
para la preservacién de los alimentos por sus pro-
piedades antioxidantes, antifingicas y antibacte-
rianas. Estas propiedades son consecuencia de su
contenido de Cinamaldehido (94,65% - 65%), D-
Limoneno (3,55%) y Eugenol (1,8%) (Burt, 2004;
Cardoso-Ugarte, Lopez-Malo y Sosa-Morales, 2016;
Echegoyen y Nerin, 2015). Estudios sobre el meca-
nismo de accién y concentraciones minimas inhi-
bitorias contra Yersinia enterolitica (0,075 mg mL™"),
Listeria monocytogenes (2,5 mg mL™"), Bacillus cereus
(2,5 mg mL™'), Escherichia coli (5 mg mL™"), Salmo-
nella enterica serovar Typhimurium (5 mg mL™') y
Staphylococcus aureus (5 mg mL~!), han determinado
que la liberacién de iones de potasio intracelular, la
reduccién de la actividad metabdlica y de replica-
cién fueron secuelas de la accién del aceite esencial
(Duan y Zhao, 2009; Silveira y col., 2012).

El aceite esencial de orégano posee un alto po-
der antioxidante y antimicrobiano que favorece la
preservacion de la calidad quimica, sensorial, nu-
tricional y microbiolégica de los alimentos, debido
al efecto de sus principales componentes, Carvacrol
(0.5-88,7 %), Timol (3,1-82%), 1,8-Cineol (0,1-14%),
p-Cimeno (2,7-28,0%) (Franz y Novak, 2009; Ven-
tura y col., 2011; Teixeira y col., 2013; Rostro-Alanis
y col.,, 2019). Las bacterias Gram-negativas, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae Salmonella en-
terica serovar Typhimurium, Salmonella choleraesuis, y
las bacterias Gram-positivas, S. aureus, Listeria mo-
nocytogenes y B. cereus, han sido utilizadas para eva-
luar la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de orégano y sus principios activos, y de ellas sélo
Pseudomonas aeruginosa ha mostrado una alta re-
sistencia (Albado Plaus, Saez Flores y Grabiel Atau-
cusi, 2001; Oussalah y col., 2007; Emiroglu y col.,
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2010; Sung y col., 2013; Calo y col., 2015). Este ac-
cionar bactericida se debe a sus principios activos
que aumentan la permeabilidad de la membrana ci-
toplasmética de los microorganismos, causando la
muerte celular (Lambert y col., 2001; Rhayour y col.,
2003; Sung y col., 2013; Calo y col., 2015).

Ye y col. (2013) demostrado un buen efecto an-
tibacteriano sinérgico de Cinamaldehido y Carva-
crol, especialmente contra E. coli y S. aureus; de esta
manera, el uso de aceites esenciales que contengan
estos compuestos puede originar el desarrollo de
biopolimeros de gran actividad bactericida para la
preservacion de alimentos.

El cuanto al desarrollo de peliculas biodegrada-
bles, el biopolimero semicristalino dcido polilécti-
co (PLA), por sus caracteristicas de transparencia,
inocuidad, biodegradabilidad y facilidad de proce-
sado se presenta como un polimero idéneo para el
envasado alimentario (Jamshidian y col., 2010; La-
lanne y col., 2011; Burgos, Martino y Jiménez, 2013;
Blanot, 2017; Salazar, Domenek y Ducruet, 2014;
Ruellan y col., 2015).

Biopeliculas de PLA con aceites esenciales (ber-
gamota, limoncillo, romero, clavo, mirto, tomillo,
canela, ajo, y orégano) han sido elaboradas con re-
sultados positivos tanto en el aspecto reolégico,
térmico, antioxidante y antibacterial (Ahmed, Hi-
remath y Jacob, 2016; Qin y col,, 2017; Yahyaoui
y col., 2016; Anuar y col., 2017; Scaffaro y col., 2018;
Zeid y col., 2019), logrando biopeliculas con adecua-
da transparencia, menos rigidas y flexibles, menos
permeables al vapor de agua y oxigeno, sin afectar
significativamente el perfil de degradacién térmi-
ca del PLA, y con actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

Sin embargo, la evaluacién de la incorporacién
de estos aceites esenciales ha sido en forma inde-
pendiente, por lo que es necesario establecer posi-
bles combinaciones de aceites esenciales en biopo-
limeros para obtener mejores efectos de barrera y
de control contra microorganismos patoégenos que
desarrollan biopeliculas sobre diferentes superficies
y que provocan enfermedades alimentarias, consi-
derando posibles efectos positivos en la sinergia de
los aceites esenciales empleados y las interacciones
entre éstos y los demas componentes del polimero
(Calo y col., 2015).
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Ante la necesidad mundial de producir envases
biodegradables y debido a que los microorganismos
patégenos usan a los alimentos y empaques como
transporte para afectar a la salud de los consumido-
res, este estudio tiene como objetivo evaluar la ac-
tividad antimicrobiana de peliculas biodegradables
activas de PLA incorporadas con aceites esenciales
de orégano y canela.

2 Materiales y Métodos

El 4cido polilactico (PLA-Ingeo’™ Biopolymer
2003D) fue adquirido en Nature Works®Co. LLC
(Estados Unidos). El plastificante polietilenglicol
(PEG 400) y el solvente cloroformo fueron adqui-
ridos en Loba Chemie Pvt. Ltd (India). El etanol
absoluto fue obtenido en Sigma-Aldrich (Estados
Unidos).

Los aceites esenciales de orégano (Origanum vul-
gare) y canela (Cinnamomum zeylanicum) fueron ad-
quiridos en Nowfoods (Bloomingdale, IL, Estados
Unidos), fueron 100% puros, y se obtuvieron por
el método de destilaciéon por vapor. De acuerdo a
las especificaciones técnicas, el aceite esencial de
orégano (gravedad especifica: 0,937-0,955 g mL™!
a 20°C; indice de refraccion: 1,498-1,521 nD; 75%
Carvacrol) fue extraido de hierba de flores secas,
y el aceite esencial de canela (gravedad especifi-
ca: 1,010-1,030 g mL~! a 20°C; indice de refraccién:
1,573-1,591 nD; 60% Cinamaldehido) fue extraido
de la corteza interior seca de la planta.

Lo medios de cultivos y reactivos para las prue-
bas microbioldgicas fueron adquiridos en Difco (Es-
tados Unidos). Las bacterias patégenas utilizadas
en esta investigacion, Staphylococcus aureus (ATCC
25923) y Samonella spp. (ATCC 14028) fueron obte-
nidas del banco de cepas del Centro de Investigacio-
nes Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE, Ecuador).

2.1 Determinacion de solubilidad de los
componentes con PLA

La solubilidad del PLA con el cloroformo, PEG 400,
Carvacrol (componente principal del aceite esencial
de orégano) y Cinamaldehido (componente princi-
pal del aceite esencial de canela) fue determinada de
acuerdo a lo descrito por Ruellan y col. (2015). La
Ecuacién 1 y Ecuacién 2 son usadas para determi-
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nar la distancia A3 del compuesto con PLA y el dife-
rencial de energfa relativa (RED), respectivamente.
Los pardmetros de solubilidad de Hansen necesa-
rios para aplicar las ecuaciones fueron consultados
en el manual de usuario descrito por Hansen (2007).
Donde, 64, 8, y 8, son los componentes de los para-
metros de solubilidad.

Distancia(A8) = ((84 comp — 94 pra)’

+(8dp comp — 8P PLA)2 + (8h comp — 6h PLA)2)075 (1

Distancia

RED =
Radio

2

2.2 Concentracion minima inhibitoria de
los aceites esenciales

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de cada
aceite esencial fue determinada por la metodologia
descrita por Pazmifio, Campuzano y Marin (2020),
en donde se determiné la CMI mediante ensayo de
microdilucién en caldo nutritivo y suplementado
con agar nutritivo de concentracién 0,15% (p/v); la
cantidad de 50 de este caldo fue distribuida desde
el segundo al doceavo pocillo en cada fila de una
placa de microtitulacién de polipropileno de 96 po-
cillos (HDM Cia. Ltda, Ecuador).

Se prepar6 una dilucién al 4% de cada aceite
esencial con agar bacteriolégico y caldo nutritivo.

En forma independiente, de cada dilucién prepara-
da se vertieron 100 al primer pocillo de cada fila de
la placa de microtitulacién; y luego se transfirieron
50 en dilucién escalar desde el segundo al onceavo
pocillo, obteniendo asi una cantidad de aceite esen-
cial entre 2% (v/v) y 0,0019% (v/v) desde el primer
pocillo hasta el onceavo pocillo. Al doceavo poci-
llo no se le agregd el aceite esencial y se conside-
ré6 como control de crecimiento. Luego, se adicio-
nados 50 de suspensién de Salmonella spp. de con-
centraciéon 10°- 107 unidades formadoras de colo-
nias (UFC mL™!) en cada pocillo, excepto al onceavo
pocillo, que fue considerado como blanco. El ensa-
yo se hizo por triplicado, y el mismo procedimiento
fue realizado con S. aureus (10°- 107 UFC mL™"). La
placa se incub6 a 37°C durante 18 h.

2.3 Diseiio del experimento

Para evaluar la inhibicién a la adhesién microbiana
en la pelicula plastica fueron considerados los fac-
tores: cantidad de PEG 400 (A), cantidad de aceite
esencial de canela (B), cantidad de aceite esencial de
orégano (C), concentracion de Salmonella spp. (D) y
concentracién de S. aureus (E), y cada factor se eva-
lu6 en dos niveles (Tabla 1). Para el efecto, un di-
sefio exploratorio fraccionario 23! con una relacién
generadora E = ABCD y en dos bloques (AB=CDE)
(Tabla 2) fue programado y analizado en RStudio
Version 0.99.486. Dieciséis experimentos fueron rea-
lizados, cada uno con su réplica.

Tabla 1. Niveles de cada factor a evaluar en el disefio experimental.

Factor Nivel bajo  Nivel alto
(-1 @
Cantidad de PEG 400 (%) 10 20
Cantidad de aceite esencial de canela (%) 0,5 1
Cantidad de aceite esencial de orégano (%) 0,5 1
Concentracién de Salmonella spp. (UFC mL™") 103 104
Concentracién de Staphylococcus aureus (UFC mL™1) 103 10*

2.4 Elaboracion de peliculas biodegrada-
bles activas a base de PLA y aceites
esenciales

Los pellets de PLA se secaron a 40°C por 48 ho-
ras, de tal forma que la humedad antes del pro-
cesamiento fue de 0,29 % medido en una termoba-
lanza (KERN, Alemania, Mod MLB50-3). El méto-
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do de vaciado en placa fue ejecutado con la meto-
dologia descrita por Pazmifio, Campuzano y Ma-
rin (2020). La cantidad de 0,45 g de PLA y PEG 400
(10 0 20% con respecto al PLA) se disolvieron en 10
mL de cloroformo. Después de disolver a tempera-
tura ambiente la resina en la solucién, se afiadieron
los aceites esenciales en la cantidad correspondien-
te (0,5% o0 1% con respecto al PLA) agitando por
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pocos minutos hasta disolverlos. A continuacién, la
solucién se verti6 en cajas Petri, agregando 5£0,5
g de solucién en cada una de ella, y finalmente se
dejo por 24 h a temperatura ambiente dentro de la
camara de extraccién para que el solvente se evapo-
re. También se elaboraron peliculas sin adicién de
aceites esenciales (peliculas control). Las peliculas
obtenidas tuvieron espesor entre 27 a 30 pm, medi-
do por un micrémetro (Qualitest, Estados Unidos,
Mod MRG-25).

2.5 Porcentaje de inhibiciéon a la adhesion
de microorganismos en las peliculas
biodegradables activas

El porcentaje de inhibicién a la adhesiéon microbia-
na fue realizado modificando el método aplicado
por Coronel-Leén y col. (2016). Conforme al disefio
experimental, 1 mL de cada concentracién de mi-
croorganismo (10 o 10* UFC mL™!) fue inoculado
en la pelicula plastica, con una incubacién a 37°C
por 24 horas. Culminado el periodo de incubacion,
cada pelicula fue lavada con 1 mL de agua destila-
da dos veces para eliminar los residuos. Se afiadié

cdmara de extraccion por 24 horas para evaporar el
alcohol. La pelicula se cort6é en un rectdngulo (8,75
cm?), para colocarlo en un portaobjeto en donde se
agreg6 el reactivo cristal violeta (500 ) dejandolo
por un minuto. Luego, se enjuagd con agua desti-
lada para eliminar el exceso del reactivo. Una vez
secado con papel toalla, se corté en 8 pedazos para
introducirlos en un tubo de ensayo, afiadiéndole 2
mL de etanol absoluto. Posteriormente, se deposi-
taron 200 de cada solucién en los pocillos del mi-
croplato de 96 pocillos para medir la concentracién
del reactivo por el espectro de absorcién UV-Vis en
el equipo Synergy™ HTX Multi-Mode Micropla-
te Reader (BioTek Instruments, Winooski, Estados
Unidos) con una absorbancia de 595 nm a 24,8°C.

El porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
biana (%) se calculé con la Ecuacién 3. Donde, A,
representa la absorbancia de la solucién en el poci-
llo correspondiente a la pelicula plastica conforme
al disefio experimental, y Ag representa la absorban-
cia de la solucién de la pelicula control (ausencia de
aceite esencial). El experimento se realiz6 por tripli-

cado, y los resultados se presentan como un prome-
dio.

1 mL de etanol absoluto, colocando las placas en la % = [1—(A:/Ap)] x 100 3)
Tabla 2. Disefio exploratorio fraccionario 2)~! con una relacién generadora E = ABCD en dos bloques (AB = CDE).
Experimento Factores AB Totales Bloques

A B C D E
1 -1 -1 -1 -1 1 1 e 1
2 M -1 -1 -1 -1 -1 a 2
3 -1 1 -1 -1 -1 -1 b 2
4 1 1 -1 -1 1 1 abe 1
5 -1 -1 1 -1 -1 1 c 1
6 1 -1 1 -1 1 -1 ace 2
7 -1 1 -1 1 -1 bece 2
8 1 1 I -1 -1 1 abc 1
9 -1 -1 -1 1 -1 1 d 1
10 1 -1 -1 1 1 -1 ade 2
11 -1 1 -1 1 1 -1 bde 2
12 1 1 -1 1 -1 1 abd 1
13 -1 -1 1 1 1 1 cde 1
14 1 -1 1 1 -1 -1 acd 2
15 -1 1 1 1 -1 -1 bed 2
16 1 1 1 1 1 1 abcde 1
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3 Resultados y Discusion

3.1 Solubilidad de los componentes con el
PLA

Los valores obtenidos con las ecuaciones 1 y 2 se
encuentran en la Tabla 3. Bajo el criterio que dis-
tancias menores a 5 (J em )" indican una mejor
solubilidad del compuesto con el polimero, se pue-

de establecer que los compuestos tienen una buena
solubilidad con el PLA, especialmente el Cinamal-
dehido del aceite esencial de canela. El valor RED
cercano a cero indica una mejor compatibilidad de
los compuestos con el polimero, y un valor mayor
a 1 indica una no miscibilidad del compuesto con
el polimero; de acuerdo a los resultados, todos los
compuestos son completamente miscibles.

Tabla 3. Resultados de distancia y valor RED del Carvacrol, Cinamaldehido, PEG 400 y cloroformo, con relacién al PLA.

Parametros de solubilidad de Hansen (J cm )%  Distancia RED*
Compuesto od Ap Ah Ad
PLA“ 18,60 9,90 6,00 — —
PEG400¢ 17,90 4,20 14,20 10,01 0,94
Carvacrol” 19,00 4,50 10,80 7,24 0,68
Cloroformo? 17,80 3,10 5,70 6,85 0,64
Cinamaldehido® 19,40 12,40 6,20 2,63 0,25

*Radio de PLA = 10,7 (Ruellan y col., 2015).

a: (Ruellan y col., 2015); b: (Hansen, 2007), valores del carvacrol como isémero del timol.

3.2 Concentracion minima inhibitoria del
aceite esencial

Los resultados muestran que ambos aceites esencia-
les inhiben a las bacterias Gram positiva S. aureus
y Gram negativa Salmonella spp. (Tabla 4). La CMI
0,016% (v/v) del aceite esencial de orégano para
Salmonella spp. es mas baja que la CMI del aceite
esencial de canela para esta misma bacteria; mien-
tras que la CMI de ambos aceites esenciales contra
S. aureus es igual, siendo ésta 0,031 % (v/v).

La CMI de aceite esencial de orégano para Sal-
monella spp. es mds baja en comparacién con los
resultados de Oussalah y col. (2007), donde la CMI
para Salmonella enterica serovar Typhimurium fue de
0,05% (v/v) , y también comparada con los resul-
tados de Pesavento y col. (2015), donde las CMI
encontradas para Salmonella enteritidis y S. enterica
serovar Typhimurium fue de 0,125%(v/v). Los resul-
tados de la CMI de aceite esencial de orégano para
S. aureus se encuentran dentro del rango de valo-
res reportados por Nostro (2007), donde la CMI del
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aceite esencial de orégano sobre varias cepas de es-
te microorganismo estuvieron entre 0,015-0,062%
(v/v) y en ciertas cepas hasta 0,125% (v/v).

La CMI de aceite esencial de canela para Salmo-
nella spp.y S. aureus es mds alta a la encontrada por
Sheng y Zhu (2014), donde la CMI del aceite esen-
cial de canela extraido de la variedad Cinnamomum
cassia fue 0,025% (v/v) tanto para S. enterica sero-
var Typhimurium como S. aureus. Los resultado de
CMI del aceite esencial de orégano y del aceite esen-
cial de canela, expresados en mg mL~! en la Tabla
4 y que fueron obtenidos en este trabajo de inves-
tigacién son mds elevados en comparacién con los
resultados encontrados en otras investigaciones, en
donde la CMI del aceite esencial de orégano osci-
lan entre 0,16-0,2 mg mL~! para Salmonella spp. y
0,4-09 mg mL~! para S. aureus, y la CMI del aceite
esencial de canela oscila entre 0,2-0,5 mg mL~! tan-
to para Salmonella spp. como para S. aureus (Chang,
Chen y Chang, 2001; Becerril, Nerin y Gémez-Lus,
2012; Boskovicy col., 2015; Martucci y col., 2015; Cui
y col., 2019).
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Tabla 4. Concentracién minima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales de canela y orégano para Salmonella spp. y Staphylo-
coccus aureus.

Aceite Principio CMI Salmonella spp.  CMI Staphylococcus aureus
esencial activo (%) ((v/v) mgmL™" (%) (vIv) mg mL~T
Canela Cinamaldehido 63 64,26 31 31,62
Orégano Carvacrol 16 15,14 31 29,33

Los datos descritos anteriormente demuestran
la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
de orégano y canela. El Carvacrol del aceite esencial
de orégano dafia la pared y membrana celular, y au-
menta la permeabilidad, provocando la lisis celular
(Lambert y col., 2001; Rhayour y col., 2003; Lv y col.,
2011; Cui y col., 2019). El Cinamaldehido del aceite
esencial de canela presenta diferentes mecanismos
de accién por si solo o en sinergia con el Carvacrol,
con la capacidad de colapsar la estructura de la en-
voltura bacteriana, asi como interrumpir procesos
metabdlicos como la generacién de la energia ce-
lular, formacién material citoplasmaético y divisién
celular (Kwon, Yu y Park, 2003; Burt, 2004; Becerril
y col., 2007; Bouhdid y col., 2009; Ye y col., 2013;
Calo y col., 2015).

3.3 Porcentaje de inhibiciéon a la adhesion
de microorganismos en las peliculas
biodegradables activas

Los resultados de los porcentajes de inhibicién a la
adhesién microbiana en las peliculas biodegrada-
bles activas se detallan en la Tabla 5. Los resultados
obtenidos mostraron que el porcentaje maximo de
inhibicién alcanz6 el 73,82 40,35 % correspondien-
te al experimento 7 (bce) del disefio experimental,
y existe una diferencia significativa con los demds
resultados, excepto con 13 (cde). El experimento
7(bce) comprendi6é 10% de cantidad de PEG 400,
1% de aceite esencial de canela, 1% de aceite esen-
cial de orégano, 10* UFC mL~! de concentracién de
Salmonella spp., 10* UFC mL~! de concentracion de
S. aureus. Este porcentaje de inhibicién a la adhe-
sién es superior al reportado en estudios realizados
con Lichenysin (4000 mL~') en S. aureus (68,73 %)
(Coronel-Leén y col., 2016), y con Rhamnolipidos
(1%) en S. aureus (67,7 %), y no fue significativa en
Salmonella enteritidis (Do Valle Gomes y Nitschke,
2012).
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El porcentaje de inhibicién logrado en el expe-
rimento 7 (ecb), revela la gran afinidad entre los
radicales de los principios activos de los aceites
esenciales, especialmente del aceite esencial de oré-
gano, y las membranas celulares de bacterias Gram-
positivas, provocando alteraciones estructurales y
pérdida de viabilidad celular (Bouhdid y col., 2009;
Lv y col., 2011). De esta forma, cuanto mayor sea la
concentraciéon de este tipo de microorganismos en
una superficie, mayor serd el porcentaje de inhibi-
cion.

Estudios de evaluaciones in vitro o sobre matri-
ces alimentarias (especialmente productos carnicos)
de PLA y otros biopolimeros (alginato, proteina de
soya) con aceite esencial de orégano y aceite esen-
cial de canela, ambos empleados al 1% en forma in-
dependiente, demostraron buenos resultados en el
control microbiolégico de bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas (Oussalah y col., 2006; Emiroglu
y col,, 2010; Anuar y col.,, 2017); sin embargo, en
estos estudios no se especifica el porcentaje de inhi-
bicién para establecer comparaciones mads precisas,
porque en ellos se emple6 medidas de halos de in-
hibicién.

Los resultados también sefialan que los expe-
rimentos 4 (abe), 10 (ade), 12 (abd), y 13 (cde),
muestran inhibiciones a la adhesién microbiana
de 60,73+0,39%, 66,11 £1,55%, 66,34+0,53%, y
67,73+0,66 %, respectivamente; mostrando ademads
que el factor comidn entre ellos y el experimento
7(bce) es la concentracién de S. aureus (10* UFC
mL~"), excepto en el experimento 12 (abd). Entre
7 (bce) y 13 (cde) no hay diferencias significativas,
y entre los componentes difieren en la cantidad de
aceite esencial de canela y la concentracién de Sal-
monella spp., teniendo 13 (cde) la cantidad de aceite
esencial de canela més baja y la concentraciéon de
Salmonella spp. mas alta que en 7(bce). Sin embargo,
como se expone mds adelante, cuando la cantidad
de aceite esencial de canela es baja y la concentra-
cién de Salmonella spp. es mads alta, los resultados
del porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
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biana son tan elevados como cuando se usa aceite
esencial de canela al 1%. Esta situacién contribuye

a que no haya diferencia significativa entre 7(bce) y
13 (cde).

Tabla 5. Porcentajes de inhibicién a la adhesién microbiana de las peliculas biodegradables activas.

Aceite esencial  Aceite esencial Staphylococcus Inhibicion a
Experimento PE(% ‘;00 de canela de orégano ch?;og i’lilz_slp)p' aureus la adhesion
’ (%) (%) (UFCmL™')  microbiana( %)
1(e) 10 0,5 0.5 103 10% 55,04 +1,524
2 (a) 20 0,5 0.5 103 103 31,46 +2,96¢
3 (b) 10 1 0.5 103 103 54,71 +£0,554
4 (abe) 20 1 0.5 10° 10* 60,73 +0,395¢
5(c) 10 0,5 1 103 103 43,49+ 0,834
6 (ace) 20 0,5 1 103 10* 48,04+ 1,964
7 (bee) 10 1 1 103 10* 73,82+0,35%
8 (abc) 20 1 1 103 103 47,2442 404
9 (d) 10 0,5 0.5 104 103 58,21 +1,34¢
10 (ade) 20 0,5 0.5 104 10* 66,11+1,55°
11 (bde) 10 1 0.5 104 10* 59,83 +1,565¢
12 (abd) 20 1 0.5 10* 103 66,3440,53°
13 (cde) 10 0,5 1 104 104 67,73 +0,66%P
14 (acd) 20 0,5 1 10* 103 42,93 40,494
15 (bed) 10 1 1 104 103 51,461,954
16 (abcde) 20 1 1 10* 10* 49,60 +2,07¢

Los valores de porcentaje de inhibicién de la adhesion microbiana son medias &= DE.
Los valores seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).

Con los datos del experimento correspondiente
al disefio 2!, con dos bloques de ocho observacio-
nes, y de acuerdo a lo especificado por la resolucién
V, se realiz6 un modelo que inclufa los efectos prin-
cipales y las interacciones de dos vias, excepto la
interaccion PEG 400 -aceite esencial de canela (AB),
por estar confundida con los bloques. De acuerdo
con los resultados obtenidos de este modelo ini-
cial, se eliminé la interaccion PEG 400 -S. aureus
(valor p > 0,1). De esta misma manera se procedi6
con los modelos siguientes, en donde paulatina-
mente fueron elimindndose las interacciones PEG
400 -aceite esencial de orégano, PEG 400 -Salmonella
spp., aceite esencial de canela-aceite esencial de oré-
gano, aceite esencial de canela -S. aureus, Salmonella
spp. -S. aureus, aceite esencial de orégano -S. au-
reus, y aceite esencial de orégano -Salmonella spp.,
porque estas interacciones tampoco fueron estadis-
ticamente significativas. Después de la supresion de
las interacciones antes mencionadas, los resultados
del modelo aplicado se muestran en la Tabla 6.

Existe evidencia significativa (valor p = 0,0283)
de que el factor de concentracién de S. aureus in-
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fluye en el porcentaje de inhibicién a la adhesién
microbiana (Figura 1) con un valor de efecto de
10,63% entre la media del porcentaje de inhibi-
cién, cuando la concentracion de S. aureus es ba-
ja (49,48%), y la media del porcentaje de inhibi-
cién cuando la concentraciéon de S. aureus es alta
(60,11%). De alli que los porcentajes de inhibicién
a la adhesién microbiana mayores al 60 % tienen co-
mo factor comun la mayor concentracién de S. au-
reus.

70
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40

Inhibicidn a la adhesidn (%)

30

T T
A 1
Niveles de Staphylococcus aureus

Figura 1. Porcentaje de inhibicién a la adhesion a diferentes
concentraciones de Staphylococcus aureus.
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La interaccién de aceite esencial de canela -
Salmonella spp. tiene poca evidencia significativa
(valor p = 0,0711) que influye en el porcentaje de

inhibicién. En los otros factores e interacciones no
hay evidencia estadistica significativa de su influen-
cia en los resultados de inhibicién.

Tabla 6. Efectos principales e interacciones de dos vias con su correspondiente valor de efecto y valor p.

Factor o interaccion Efecto Valor p
PEG 400 -6,48 0,1422
Aceite esencial de canela 6,34 0,1498
Aceite esencial de orégano -3,51 0,4029
Salmonella spp. 5,96 0,1727
Staphylococcus aureus 10,63 0,0283
Aceite esencial de canela-Salmonella spp.  -8,28 0,0711

En el gréfico de interacciéon del aceite esencial
de canela -Salmonella spp. (Figura 2), cuando la can-
tidad de aceite esencial de canela es menor y la
concentraciéon de Salmonella spp. es menor, la me-
dia del porcentaje de inhibiciéon a la adhesién es
44,51 %; y cuando la cantidad del aceite esencial de
canela es mayor y la concentracién de Salmonella
spp. sigue siendo menor, la media del porcentaje de
inhibicién es 59,12 %; cuando la cantidad de aceite
esencial de canela es la més baja y la concentracién
de Salmonella spp. es la mds alta, la media del por-
centaje de inhibicién a la adhesién es de 58,74 %; y
cuando la cantidad del aceite esencial de canela es
la mayor y la concentracién de Salmonella spp. sigue
siendo alta, la media del porcentaje de inhibicién es
de 56,81 %.

De esta forma, el mayor efecto se observa en la
cantidad de aceite esencial de canela de 0,5% con
un aumento del porcentaje de inhibicién de 14,24 %,
cuando la concentracién de Salmonella spp. pasa de
nivel bajo (10> UFC mL™!) a nivel alto (10* UFC
mL~!); mientras que existe una reduccién del por-
centaje de inhibicién 2,32 % en la concentracién de
aceite de canela de 1% y cuando cambia la concen-
tracion de Salmonella spp. Cuando la concentracién
de aceite esencial de canela pasa de 0,5% a 1%, sien-
do la concentracién de Salmonella spp. baja, el por-
centaje de inhibicién aumenta en 14,62 %, mientras
que con una concentracién de Salmonella spp. alta, el
porcentaje de inhibicién se reduce en 1,94 %, lo que
podria manifestar una tendencia a la disminucién
en el porcentaje de inhibicién a concentraciones ma-
yores de Salmonella spp.

50 55

Inhibicidn a la adhesion (%)
45

Salmonella spp
---- -1
1

Niveles de aceite esencial de canela

Figura 2. Interaccién aceite esencial de canela -Salmonella spp.
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También se puede evidenciar que el mayor
porcentaje de inhibicién a la adhesién microbia-
na 59,12% se produce cuando el aceite esencial de
canela estd al 1% y la concentracién de Salmonella es
10° UFC mL™!; y el menor porcentaje de inhibicién
44,51 % ocurre cuando el aceite esencial de canela
estd al 0,5% a la misma concentracion de Salmone-
lla spp. Entonces, la Figura 2 indica que el aceite
esencial de canela al 1% tiene mayor efectividad en
la inhibicién para las distintas concentraciones de
Salmonella spp., tipo de microorganismo que en este
estudio representa a las bacteria Gram-negativas.

Los resultados de la interaccién aceite esencial
de canela -Salmonella spp. demuestran que el aceite
esencial de orégano es menos efectivo contra bacte-
rias Gram-negativas porque tiene una menor afini-
dad con la membrana celular de una fina capa de
peptidoglicano, abriendo la accién del aceite esen-
cial de canela y su principio activo sobre este tipo
de bacterias (Becerril y col., 2007), los mismos que
metabodlicamente son més dificiles de combatir por
la envoltura externa que desarrollan como mecanis-
mo de proteccion (Cabrera, Gémez y Zufiiga, 2007).

4 Conclusiones

Se obtuvieron peliculas activas biodegrables de
PLA con incorporacién de aceites esenciales de oré-
gano y canela, y se pudo verificar una buena so-
lubilidad entre los componentes. El porcentaje de
inhibicién a la adhesién microbiana sobre las pe-
liculas biodegradables activas estd en funcién del
modelo representativo de bacteria Gram-positiva
para este trabajo de investigacion. El andlisis esta-
distico determiné que existe evidencia significativa
que indica que la concentracién de S. aureus influye
en el porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
biana. De esta forma, las inhibiciones superiores al
60 % tienen como factor comdn la mayor concentra-
cién de S. aureus.

Ademads, la cantidad de aceite esencial de canela
al 1% tiene mayor efectividad en la inhibicién pa-
ra las distintas concentraciones de Salmonella spp., a
pesar de registrar una leve disminucién en la inhibi-
cién al pasar de la menor a la mayor concentracién
de Salmonella spp.

Las peliculas biodegradables activas de PLA con
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mayor porcentaje de inhibicién a la adhesién micro-
biana potencialmente pueden ser utilizadas en la in-
dustria de alimentos, como una alternativa ecol6gi-
ca para aumentar mecanismos de barrera adiciona-
les para evitar la contaminacién con Salmonella spp.
y S. aureus, y reducir el ntimero de personas infecta-
das por estos microorganismos.
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