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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue determinar el efecto de antimicético de carvacrol y eugenol en
peliculas comestibles de carboximetilcelulosa, en forma individual y en mezclas binarias,
para inhibir Rhizopus stolonifer en sistema modelo y en tomate (Phisalis ixocarpa Brot.), las
peliculas se colocaron sobre un sistema modelo elaborado con agar PDA, aw de 0.99, pH
de 4.11 y rangos de concentracion de de 0 a 5% con inoculo, tanto encima como por debajo
de la pelicula, para simular la capacidad antimicrobiana de las peliculas cuando el
microorganismo deteriora el tomate o cuando pueda ocurrir contaminaciébn una vez
recubierto.

ABSTRACT
The objective was to determine the effect of antifungal carvacrol and eugenol in edible films

carboxymethylcellulose, and tomato individually and in binary mixtures to inhibit Rhizopus
stolonifer in model system, the films were placed on a model system made with agar PDA
and aw 0.99, pH 4.11 and concentration ranges of 0-5% with inoculum, both above and
below the film to simulate the antimicrobial activity of the films when the organism
deteriorates tomato or when contamination may occur once coated.
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INTRODUCCION
En los ultimos afos, la creciente demanda de alimentos que conserven al maximo

sus propiedades organolépticas, ha fomentado una mejora continua de los procesos
empleados en la industria alimentaria, con el objetivo de asegurar su conservacion,
sin afectar su calidad y vida de anquel, una variedad de polimeros naturales tales
como polisacaridos, proteinas y lipidos, han sido utilizados, tanto solos como en
combinacion, para producir peliculas comestibles (Da Silva and Taylor, 2005).
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El carvacrol esta presente en los aceites esenciales de orégano entre 60-70% y en
tomillo en un 45% (Ultee et al.,, 2002). El eugenol esta presente en los aceites
esenciales de clavo entre 60-70% y tomillo en un 45%. (Ultee et al., 2002). Lambert
et al. (2001) sefalan que carvacrol y eugenol son capaces de desintegrar la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, permitiendo la salida de
lipopolisacaridos e incrementando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica.
En presencia de compuestos alifaticos y fendlicos se reportaron como potenciales
inhibidores del crecimiento fungico (Farag, 1989).

R. stolonifer posee una rapida velocidad de crecimiento y se desarrolla en una
amplia variedad de temperaturas y humedades relativas, caracteristicas que le
permiten colonizar rapidamente a su hospedero (Northover and Zhou, 2002).

En muchas aplicaciones de alimentos, la funcion mas importante de las peliculas
comestibles es la reduccion de la perdida de humedad, debido a que se debe de
mantener ciertos niveles de aw ya que es un factor de suma importancia en la
calidad y seguridad del alimento. (Labuza y Contreras—Medellin, 1981) En la tabla
I, se mencionan algunas de las propiedades funcionales que desempefian las
peliculas comestibles aplicadas a algunos alimentos.

Tabla I. Funciones de las peliculas comestibles
Reducir la pérdida de humedad

Reducir el transporte de gases (CO2 y O2)

Reducir la migracion de aceites y grasas

Mejorar las propiedades mecanicas y de manejo de los alimentos
Retener los compuestos volatiles

Contener aditivos

Fuente: Adecuado de Kester y Fennema, 1986.

MATERIALES Y METODOS
Se prepararon soluciones al 5% de eugenol y carvacrol, se microfiltraron y se

almacenaron en refrigeracion para su utilizacion posterior.

Las peliculas comestibles se prepararon con una solucion al 1% de
carboximetilcelulosa, a la cual se le ajusto el pH a 4.11 con una solucién de HCI 1
N, se adiciono 1.5% de glicerol y Tween y las soluciones de eugenol y carvacrol se
adicionaron para obtener concentraciones en las peliculas de 0 a 5% de acuerdo a
un disefio tipo tablero de ajedrez, para poder realizar las mezclas binarias de
extractos etandlicos en la pelicula, dicha mezcla, se agito hasta homogeneizar, se
midieron 7 ml y se vertid la solucion formadora de pelicula en cajas petri,
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posteriormente se colocaron en una estufa de secado convectiva durante un tiempo
de 4 horas a 37°C.

El sistema modelo se prepard con agar papa dextrosa (PDA) al que se le ajusto la
Aw a 0.99 con sacarosa comercial y el pH de 4.11 con acido clorhidrico (HCI)
(Merck, México) al 1 N y se esterilizé.

La cepa de Rhizopus stolonifer se aislo del tejido de tomate y se identifico la especie
mediante la evaluacion de crecimiento a temperaturas de 26 y 40°C. Una vez
esporulado se sembrd en cufias de PDA. La suspension de esporas se obtuvo
mediante el lavado de las cufias de agar con 10 ml de agua estéril.

Para evaluar la actividad antimicética se cortarons circulos de pelicula de
carboximetilcelulosa con diferentes concentraciones simples y mezclas binarias de
antimicrobianos, se colocaron en el centro de las cajas petri sobre el agar papa
dextrosa, (PDA), luego se inocularon 3 pl de solucion de lavado de esporas por
encima o por debajo de las peliculas por triplicado. La solucién de esporas se agitd
continuamente por medio de un vortéx, para evitar la precipitacion de esporas. El
crecimiento se monitoreo por un periodo de 504 horas.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) es definida como la concentracidon mas
baja en donde no hay crecimiento en un medio nutritivo. Esta se determino
colocando las concentraciones empleadas en un arreglo tipo tablero de ajedrez.

Partiendo de las concentraciones minimas inhibitorias se determinaron las
concentraciones fraccionales inhibitorias (CFI’s). Para cada agente antimicrobiano
individual, dividiendo la concentracion del antimicrobiano combinado con un
segundo agente sobre la concentracién inhibitoria del antimicrobiano individual. Se
suman las CFl's de los agentes individuales y se obtiene el indice de la
concentracion fraccional inhibitoria ICFI, ICFI = CFla + CFls. Con los ICFI se
determina si la interaccién es aditiva, sinérgica o antagonica dependiendo del valor
obtenido sies 1 >1 o <1.

Con las concentraciones minimas inhibitorias de las peliculas aplicadas al sistema
modelo se aplicaron a tomate Physalis ixocarpa Brot y se evalu6 el efecto inhibitorio.

RESULTADOS
Al evaluar el efecto antimicético en el sistema modelo de Aw 0.99 y pH 4.11 y

peliculas con concentraciones en el rango de 0 a 0.5 % en intervalos de 0.1 %,
inoculadas con R. stolonifer por debajo y por encima de las peliculas de
carboximetilcelulosa, se determin6 que la concentracion minima inhibitoria
individual para eugenol fue de 0.5% y para carvacrol fue de 0.5%, asi como para las
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mezclas binarias fue de 0.4% eugenol con 0.3% carvacrol por debajo y por encima
de las peliculas como se muestra en las tablas Il y III.

Tabla Il. Efecto antimicético de peliculas adicionadas con carvacrol y eugenol
inoculadas por debajo de estas con R. stolonifer, en sistema modelo con aw 0.99,

pH 4.11.
eugenol %

0 0. 0.2 0.3 0.4 0.5

0 c C C C c nc

carvacrol 0.1 c c o c c nc
. 0.2 c C C C c nc
® 0.3 c [ C c nc nc
0.4 C C [« C nc nc

0.5 nc [ [ c nc nc

Tabla lll. Efecto antimicotico de peliculas adicionadas con carvacrol y eugenol en
peliculas de carboximetilcelulosa inoculadas por encima de estas con R. stolonifer en el

sistema modelo con aw 0.99, pH 4.11

eugenol %
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
0 c [ c c c nc
0.1 c [ [ [ [ nc
carvacrol
0.2 c c c c c nc
%
0.3 c c c c nc nc
0.4 c c c c nc nc
0.5 nc [ c c nc nc

El indice de la Concentracién Fraccional Inhibitoria (ICFI), result6 ser de 1.4, lo cual

indica un efecto antagoénico.

Con las Concentraciones Fraccionales Inhibitorias (CFl) de mezcla binarias se
construyeron los isobologramas, mostrados en lafiguraly 2 en los cuales se puede
observar también efecto antagonico.
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Figural. Isobolograma de CFI de la mezcla de extractos etandlicos de eugenol y
carvacrol en sistema modelo (Aw 0.99 y pH 4.11) para inhibir Rhizopus stolonifer
inoculado por encima de la pelicula de carboximetilcelulosa.

Figura 2. Isobolograma de CFI de la mezcla de extractos etandlicos de eugenol y
carvacrol en sistema modelo (Aw 0.99 y pH 4.11) para inhibir Rhizopus stolonifer
inoculado por debajo de la pelicula de carboximetilcelulosa.

Los resultados obtenidos, no es recomendable hacer mezclas binarias ya que el tipo
de interaccion es antagonica, es decir que uno de los antimicrobianos naturales
inhibe la actividad del otro, por lo tanto se recomienda utilizar las Concentraciones
Minimas Inhibitorias en forma individual para inhibir Rhizopus stolonifer, lo cual asi
se hizo para peliculas aplicadas a tomate, resultando inhibicion a las CMI.
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