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Resumen:
							                           
La evaluación de películas biodegradables activas de ácido poliláctico (PLA) incorporado de aceites esenciales para inhibir la adhesión microbiana se realizó mediante un diseño exploratorio fraccionario [image: 476072134002_gi2.png]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%), concentración en unidades formadoras de colonias (UFC) de Salmonella spp. (103 y 104 UFC mL-1) y concentración de Staphylococcus aureus (103 y 104 UFC mL-1). Los resultados del ensayo de inhibición a la adhesión microbiana mostraron que el porcentaje máximo de inhibición alcanzó el 73,82 ± 0,35 %, correspondiente al experimento 7 (bce), el cual contiene 10% PEG400, 1%  aceite esencial de canela, 1%  aceite esencial de orégano, 103 UFC mL-1 de concentración de Salmonella spp. y 104 UFC mL-1 de concentración de Staphylococcus aureus. El análisis estadístico determinó que existe evidencia significativa (valor p = 0,0283) que indica que la concentración de Staphylococcus aureus influye en el porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana; así como también, que la interacción del aceite esencial de canela-Salmonella spp. tiene poca evidencia significativa (valor p = 0,0711) que influye en el porcentaje de inhibición. Los resultados de inhibición están en función del tipo de bacteria, siendo mayor para las Gram positivas. Los resultados de inhibición superiores al 60% tienen como factor común la concentración más alta de Staphylococcus aureus. Por lo tanto, las películas biodegradables activas de PLA con mayor porcentaje de inhibición pueden usarse potencialmente en la industria alimentaria como mecanismo de barrera para evitar contaminación bacteriana.



Palabras clave: biopolímero, alimento, barrera, patógenos.
		                         


Abstract:
						                           
An evaluation of incorporated polylactic acid (PLA) active biodegradable films of essential oils to inhibit microbialadhesion was performed using a[image: 476072134002_gi3.png] fractional exploratory design, combining the factors, amount of PEG 400 plasticizer (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-1 and 104 CFU mL-1) and Staphylococcus aureus concentration (103 CFU mL-1 and 104 CFU mL-1). The results of microbial adhesion inhibition test showed that the maximum inhibition percentage 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, 103 CFU mL-1 of Salmonella spp. concentration, 104 CFU mL-1 of Staphylococcus 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 Introducción 


La extensión en el uso de envases biodegradables para reemplazar las poliolefinas de baja tasa de degradabilidad es uno de los desafíos centrales de la industria de alimentos, al igual que los esfuerzos orientados a reducir el número de personas afectadas por enfermedades transmitidas por alimentos, mediante el incentivo en la aplicación de biocontroles y demás mecanismos de barrera que garanticen seguridad alimentaria a los consumidores (Tauxe y col., 2010; Jahid y Ha, 2012), en especial en alimentos mínimamente procesados o frescos, tomando en cuenta que, por ejemplo, en los últimos años los brotes de enfermedades producidas por Salmonella spp. han sido vinculados a la contaminación de pepinos, papaya fresca, melón y piña cortados, pollo, huevos, atún crudo, carne de res molida, carne de pavo molida, y muchos otros alimentos (Centers for Disease Control and Prevention, 2020).

La Organización Mundial de la Salud (OMS), estima que las enfermedades de transmisión alimentaria afectan a una de cada diez personas a nivel mundial, y ocasionan 420 000 muertes al año, siendo los principales agentes etiológicos, Norovirus, E. coli, Campylobacter spp., y Salmonella no tifoidea (WHO, 2016). Los Centros de Control y Prevención de Enfermedades estiman que cada año, solamente en Estados Unidos, 48 millones de personas son afectadas por enfermedades transmitidas por alimentos, de las cuales 128.000 son hospitalizadas y 3.000 mueren (Centers for Disease Control and Prevention, 2019). Del total de afectados, 9,4 millones personas (20%) se enferman a causa de 31 patógenos conocidos transmitidos por los alimentos, y 38,4 millones (80%) son afectados por agentes no especificados que están en los alimentos y cuya sintomatología comienza con gastroenteritis aguda. Las cifras estimadas indican que las enfermedades transmitidas por alimentos son causadas por virus (59%), bacterias (39%) y parásitos (2%). Los patógenos que causan la mayoría de las enfermedades son el Norovirus (58%), Salmonella spp. (11%), Clostridium perfringens (10%), Campylobacter spp. (9%), y Staphylococcus aureus (3%). Del total de hospitalizaciones estimadas, el 64% son causadas por bacterias, 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 monocytogenes, y 6% Campylobacter spp. (Scallan y col., 2011).

El uso de aceites esenciales es una opción para mejorar las propiedades de las películas o envases biodegradables, otorgando propiedades antibacterianas contra patógenos que producen enfermedades alimentarias (Calo y col., 2015). Entre estos aceites esenciales están el aceite de orégano (Origanum vulgare) y el aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum), ambos categorizados GRAS (Generalmente reconocido como seguro) por la Agencia de Drogas y Alimentos (FDA) (FDA, 2020)

El aceite esencial de canela es considerado útil para la preservación de los alimentos por sus propiedades antioxidantes, antifúngicas y antibacterianas. Estas propiedades son consecuencia de su contenido de Cinamaldehído (94,65% - 65%), DLimoneno (3,55%) y Eugenol (1,8%) (Burt, 2004; Cardoso-Ugarte, López-Malo y Sosa-Morales, 2016; Echegoyen y Nerín, 2015). Estudios sobre el mecanismo de acción y concentraciones mínimas inhibitorias contra Yersinia enterolítica (0,075 mg mL−1), Listeria monocytogenes (2,5 mg mL−1), Bacillus cereus (2,5 mg mL−1), Escherichia coli (5 mg mL−1), Salmonella enterica serovar Typhimurium (5 mg mL−1) y Staphylococcus aureus (5 mg mL−1), han determinado que la liberación de iones de potasio intracelular, la reducción de la actividad metabólica y de replicación fueron secuelas de la acción del aceite esencial (Duan y Zhao, 2009; Silveira y col., 2012).

El aceite esencial de orégano posee un alto poder antioxidante y antimicrobiano que favorece la preservación de la calidad química, sensorial, nutricional y microbiológica 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; Ventura y col., 2011; Teixeira y col., 2013; Rostro-Alanis y col., 2019). Las bacterias Gram-negativas, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae Salmonella enterica serovar Typhimurium, Salmonella choleraesuis, y las bacterias Gram-positivas, S. aureus, Listeria monocytogenes y B. cereus, han sido utilizadas para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano y sus principios activos, y de ellas sólo Pseudomonas aeruginosa ha mostrado una alta resistencia (Albado Plaus, Saez Flores y Grabiel Ataucusi, 2001; Oussalah y col., 2007; Emirog˘lu y col., 2010; Sung y col., 2013; Calo y col., 2015). Este accionar bactericida se debe a sus principios activos que aumentan la permeabilidad de la membrana citoplasmática 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 antibacteriano sinérgico de Cinamaldehído y Carvacrol, especialmente contra E. coli y S. aureus; de esta manera, el uso de aceites esenciales que contengan estos compuestos puede originar el desarrollo de biopolímeros de gran actividad bactericida para la preservación de alimentos.

En cuanto al desarrollo de películas biodegradables, el biopolímero semicristalino ácido poliláctico (PLA), por sus características de transparencia, inocuidad, biodegradabilidad y facilidad de procesado se presenta como un polímero idóneo para el envasado alimentario (Jamshidian y col., 2010; Lalanne y col., 2011; Burgos, Martino y Jiménez, 2013; Blanot, 2017; Salazar, Domenek y Ducruet, 2014; Ruellan y col., 2015).

Biopelículas de PLA con aceites esenciales (bergamota, limoncillo, romero, clavo, mirto, tomillo, canela, ajo, y orégano) han sido elaboradas con resultados positivos tanto en el aspecto reológico, térmico, antioxidante y antibacterial (Ahmed, Hiremath y Jacob, 2016; Qin y col., 2017; Yahyaoui y col., 2016; Anuar y col., 2017; Scaffaro y col., 2018; Zeid y col., 2019), logrando biopelículas con adecuada transparencia, menos rígidas y flexibles, menos permeables al vapor de agua y oxígeno, sin afectar significativamente el perfil de degradación térmica del PLA, y con actividad antimicrobiana contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

Sin embargo, la evaluación de la incorporación de estos aceites esenciales ha sido en forma independiente, por lo que es necesario establecer posibles combinaciones de aceites esenciales en biopolímeros para obtener mejores efectos de barrera y de control contra microorganismos patógenos que desarrollan biopelículas sobre diferentes superficies y que provocan enfermedades alimentarias, considerando posibles efectos positivos en la sinergia de los aceites esenciales empleados y las interacciones entre éstos y los demás componentes del polímero (Calo y col., 2015).

Ante la necesidad mundial de producir envases biodegradables y debido a que los microorganismos patógenos usan a los alimentos y empaques como transporte para afectar a la salud de los consumidores, este estudio tiene como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de películas biodegradables activas de PLA incorporadas con aceites esenciales de orégano y canela.





2 Materiales y Métodos


El ácido poliláctico (PLA-IngeoTM Biopolymer 2003D) fue adquirido en Nature Works® Co. LLC (Estados Unidos). El plastificante polietilenglicol (PEG 400) y el solvente cloroformo fueron adquiridos en Loba Chemie Pvt. Ltd (India). El etanol absoluto fue obtenido en Sigma-Aldrich (Estados Unidos).

Los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) y canela (Cinnamomum zeylanicum) fueron adquiridos en Nowfoods (Bloomingdale, IL, Estados Unidos), fueron 100% puros, y se obtuvieron por el método de destilación por vapor. De acuerdo a las especificaciones técnicas, el aceite esencial de orégano (gravedad específica: 0,937-0,955 g mL-1 a 20 °C; índice de refracción: 1,498-1,521 nD;   75% Carvacrol) fue extraído de hierba de flores secas, y el aceite esencial de canela (gravedad específica: 1,010-1,030 g mL-1 a 20 °C; índice de refracción: 1,573-1,591 nD;   60% Cinamaldehído) fue extraído de la corteza interior seca de la planta.

Lo medios de cultivos y reactivos para las pruebas microbiológicas fueron adquiridos en Difco (Estados Unidos). Las bacterias patógenas utilizadas en esta investigación, Staphylococcus aureus (ATCC 25923)  y Samonella spp. (ATCC 14028) fueron obtenidas del banco de cepas del Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE, Ecuador).



2.1 Determinación 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 Cinamaldehído (componente principal del aceite esencial de canela) fue determinada de acuerdo a lo descrito por Ruellan et al. (2015). La Ecuación 1 y Ecuación 2 son usadas para determinar la distancia    del compuesto con PLA y el diferencial de energía relativa (RED), respectivamente. Los parámetros de solubilidad de Hansen necesarios para aplicar las ecuaciones fueron consultados en el manual de usuario descrito por Hansen (2007).  Donde, δd, δp y δh son los componentes de los parámetros de solubilidad.
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2.2 Concentración mínima inhibitoria de los aceites esenciales


La concentración mínima inhibitoria (CMI) de cada aceite esencial fue determinada por la metodología descrita por Pazmiño, Campuzano y Marín (2020), en donde se determinó la CMI mediante ensayo de microdilución en caldo nutritivo y suplementado con agar nutritivo de concentración 0,15% (p/v); la cantidad de 50 µL de este caldo fue distribuida desde el segundo al doceavo pocillo en cada fila de una placa de microtitulación de polipropileno de 96 pocillos (HDM Cia. Ltda, Ecuador).

Se preparó una dilución al 4% de cada aceite esencial con agar bacteriológico y caldo nutritivo. En forma independiente, de cada dilución preparada se vertieron 100 µL al primer pocillo de cada fila de la placa de microtitulación; y luego se transfirieron 50 µL en dilución escalar desde el segundo al onceavo pocillo, obteniendo así una cantidad de aceite esencial entre 2% (v/v) y 0,0019% (v/v) desde el primer pocillo hasta el onceavo pocillo. Al doceavo pocillo no se le agregó el aceite esencial y se consideró como control de crecimiento. Luego, se adicionados 50 µL de suspensión de Salmonella spp. de concentración 106 – 107 unidades formadoras de colonias (UFC mL-1) en cada pocillo, excepto al onceavo pocillo, que fue considerado como blanco. El ensayo se hizo por triplicado, y el mismo procedimiento fue realizado con S. aureus (106 – 107 UFC mL-1). La placa se incubó a 37 °C durante 18 h.





2.3 Diseño del experimento


Para evaluar la inhibición a la adhesión microbiana en la película plástica fueron considerados los factores: cantidad de PEG 400 (A), cantidad de aceite esencial de canela (B), cantidad de aceite esencial de orégano (C), concentración de Salmonella spp. (D) y concentración de S. aureus (E), y cada factor se evaluó en dos niveles (Tabla 1). Para el efecto, un diseño exploratorio fraccionario    con una relación generadora E = ABCD y en dos bloques (AB=CDE) (Tabla 2) fue programado y analizado en RStudio Versión 0.99.486. Dieciséis experimentos fueron realizados, cada uno con su réplica.
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Tabla 1. 




Niveles de cada factor a evaluar en el diseño experimental
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Tabla 2. 




Diseño exploratorio fraccionario   con una relación generadora E = ABCD en dos bloques (AB=CDE)



















2.4 Elaboración de películas biodegradables activas a base de PLA y aceites esenciales


Los pellets de PLA se secaron a 40 °C por 48 horas, de tal forma que la humedad antes del procesamiento fue de 0,29% medido en una termobalanza (KERN, Alemania, Mod MLB50-3). El método de vaciado en placa fue ejecutado con la metodología descrita por Pazmiño, Campuzano y Marín (2020). La cantidad de 0,45 g de PLA y PEG 400 (10 o 20% con respecto al PLA) se disolvieron en 10 mL de cloroformo. Después de disolver a temperatura ambiente la resina en la solución, se añadieron los aceites esenciales en la cantidad correspondiente (0,5% o 1% con respecto al PLA) agitando por pocos minutos hasta disolverlos. A continuación, la solución se vertió en cajas Petri, agregando 5 ± 0,5 g de solución en cada una de ella, y finalmente se dejó por 24 h a temperatura ambiente dentro de la cámara de extracción para que el solvente se evapore. También se elaboraron películas sin adición de aceites esenciales (películas control). Las películas obtenidas tuvieron espesor entre 27 a 30 µm, medido por un micrómetro (Qualitest, Estados Unidos, Mod MRG-25).





2.5 Porcentaje de inhibición a la adhesión de microorganismos en las películas biodegradables activas


El porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana fue realizado modificando el método aplicado por Coronel-León et al. (2015). Conforme al diseño experimental, 1 mL de cada concentración de microorganismo (103 o 104 UFC mL-1) fue inoculado en la película plástica, con una incubación a 37 °C por 24 horas. Culminado el período de incubación, cada película fue lavada con 1 mL de agua destilada dos veces para eliminar los residuos. Se añadió 1 mL de etanol absoluto, colocando las placas en la cámara de extracción por 24 horas para evaporar el alcohol. La película se cortó en un rectángulo (8,75 cm2), para colocarlo en un portaobjeto en donde se agregó el reactivo cristal violeta (500 µL) dejándolo por un minuto. Luego, se enjuagó con agua destilada para eliminar el exceso del reactivo. Una vez secado con papel toalla, se cortó en 8 pedazos para introducirlos en un tubo de ensayo, añadiéndole 2 mL de etanol absoluto. Posteriormente, se depositaron 200 µL de cada solución en los pocillos del microplato de 96 pocillos para medir la concentración del reactivo por el espectro de absorción UV-Vis en el equipo Synergy™ HTX Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments, Winooski, Estados Unidos) con una absorbancia de 595 nm a 24,8 °C.

El porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana (%) se calculó con la Ecuación 3. Donde, Ac representa la absorbancia de la solución en el pocillo correspondiente a la película plástica conforme al diseño experimental, y A0 representa la absorbancia de la solución de la película control (ausencia de aceite esencial). El experimento se realizó por triplicado, y los resultados se presentan como un promedio.







3 Resultados y Discusión




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 distancias menores a 5 (J cm-3)0.5 indican una mejor solubilidad del compuesto con el polímero, se puede establecer que los compuestos tienen una buena solubilidad con el PLA, especialmente el Cinamaldehído del aceite esencial de canela. El valor RED cercano a cero indica una mejor compatibilidad de los compuestos con el polímero, y un valor mayor a 1 indica una no miscibilidad del compuesto con el polímero; de acuerdo a los resultados, todos los compuestos son completamente miscibles.
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Tabla 3. 




Resultados de distancia y valor RED del Carvacrol, Cinamaldehído, PEG 400 y cloroformo, con relación al PLA.



















3.2 Concentración mínima inhibitoria del aceite esencial


Los resultados muestran que ambos aceites esenciales 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 más baja que la CMI del aceite esencial de canela para esta misma bacteria; mientras 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 Salmonella spp. es más baja en comparación con los resultados de Oussalah et al. (2007), donde la CMI para Salmonella enterica serovar Typhimurium fue de 0,05 % (v/v) , y también comparada con los resultados de Pesavento et al. (2015), donde las CMI encontradas para Salmonella enteritidis y S. enterica serovar Typhimurium fue de 0,125%(v/v). Los resultados de la CMI de aceite esencial de orégano para S. aureus se encuentran dentro del rango de valores reportados por Nostro et al. (2007), donde la CMI del aceite esencial de orégano sobre varias cepas de este 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 Salmonella spp. y S. aureus es más alta a la encontrada por Sheng y Zhu (2014), donde la CMI del aceite esencial de canela extraído de la variedad Cinnamomum cassia fue 0,025% (v/v) tanto para S. enterica serovar Typhimurium como S. aureus.

Los resultados de CMI del aceite esencial de orégano y del aceite esencial de canela, expresados en mg mL-1 en la Tabla 4 y que fueron obtenidos en este trabajo de investigación son más elevados en comparación con los resultados encontrados en otras investigaciones, en donde la CMI del aceite esencial de orégano oscilan entre 0,16 – 0,2 mg mL-1 para Salmonella spp. y 0,4 – 0,9 mg mL-1 para S. aureus, y la CMI del aceite esencial de canela oscila entre 0,2 - 0,5 mg mL-1 tanto para Salmonella spp. como para S. aureus (Chang, Chen y Chang, 2001; Becerril, Nerín and Gómez-Lus, 2012; Boskovic et al., 2015; Martucci et al., 2015; Cui et al., 2019).
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Tabla 4. 




Concentración mínima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales de canela y orégano para Salmonella spp. y Staphylococcus aureus.















Los datos descritos anteriormente demuestran la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de orégano y canela. El Carvacrol del aceite esencial de orégano daña la pared y membrana celular, y aumenta la permeabilidad, provocando la lisis celular (Lambert et al., 2001; Rhayour et al., 2003; Lv et al., 2011; Cui et al., 2019). El Cinamaldehído del aceite esencial de canela presenta diferentes mecanismos de acción por sí solo o en sinergia con el Carvacrol, con la capacidad de colapsar la estructura de la envoltura bacteriana, así como interrumpir procesos metabólicos como la generación de la energía celular, formación material citoplasmático y división celular (Kwon, Yu y Park, 2003; Burt, 2004; Becerril et al., 2007; Bouhdid et al., 2009; Ye et al., 2013; Calo et al., 2015).





3.3 Porcentaje de inhibición a la adhesión de microorganismos en las películas biodegradables activas


Los resultados de los porcentajes de inhibición a la adhesión microbiana en las películas biodegradables activas se detallan en la Tabla 5. Los resultados obtenidos mostraron que el porcentaje máximo de inhibición alcanzó el 73,82 ± 0,35% correspondiente al experimento 7 (bce) del diseño experimental, y existe una diferencia significativa con los demás resultados, excepto con 13 (cde). El experimento 7(bce) comprendió 10% de cantidad de PEG 400, 1% de aceite esencial de canela, 1% de aceite esencial de orégano, 103 UFC mL-1 de concentración de Salmonella spp., 104 UFC mL-1 de concentración de S. aureus. Este porcentaje de inhibición a la adhesión es superior al reportado en estudios realizados con Lichenysin (4000 µg mL-1) en S. aureus (68,73%) (Coronel-León et al., 2015), y con Rhamnolípidos (1%) en S. aureus (67,7%), y no fue significativa en Salmonella enteritidis (do Valle Gomes y Nitschke, 2012).

El porcentaje de inhibición logrado en el experimento 7 (ecb), revela la gran afinidad entre los radicales de los principios activos de los aceites esenciales, especialmente del aceite esencial de orégano, y las membranas celulares de bacterias Gram-positivas, provocando alteraciones estructurales y pérdida de viabilidad celular (Bouhdid et al., 2009; Lv et al., 2011). De esta forma, cuanto mayor sea la concentración de este tipo de microorganismos en una superficie, mayor será el porcentaje de inhibición.

Estudios de evaluaciones in vitro o sobre matrices alimentarias (especialmente productos cárnicos) de PLA y otros biopolímeros (alginato, proteína de soya) con aceite esencial de orégano y aceite esencial de canela, ambos empleados al 1% en forma independiente, demostraron buenos resultados en el control microbiológico de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Oussalah et al., 2006; Emiroğlu et al., 2010; Anuar et al., 2017); sin embargo, en estos estudios no se especifica el porcentaje de inhibición para establecer comparaciones más precisas, porque en ellos se empleó medidas de halos de inhibición.

Los resultados también señalan que los experimentos 4 (abe), 10 (ade), 12 (abd), y 13 (cde), muestran inhibiciones a la adhesión microbiana de 60,73 ± 0,39%, 66,11 ± 1,55%, 66,34 ± 0,53%, y 67,73 ± 0,66%, respectivamente; mostrando además que el factor común entre ellos y el experimento 7(bce) es la concentración de S. aureus (104 UFC mL-1), 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 concentración de Salmonella spp., teniendo 13 (cde) la cantidad de aceite esencial de canela más baja y la concentración de Salmonella spp. más alta que en 7(bce). Sin embargo, como se expone más adelante, cuando la cantidad de aceite esencial de canela es baja y la concentración de Salmonella spp. es más alta, los resultados del porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana son tan elevados como cuando se usa aceite esencial de canela al 1%. Esta situación contribuye a que no haya diferencia significativa entre 7(bce) y 13 (cde).
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Tabla 5.




Porcentajes de inhibición a la adhesión microbiana de las películas biodegradables activas















Con los datos del experimento correspondiente al diseño   , con dos bloques de ocho observaciones, y de acuerdo a lo especificado por la resolución V, se realizó un modelo que incluía los efectos principales y las interacciones de dos vías, excepto la interacción PEG 400 – aceite esencial de canela (AB), por estar confundida con los bloques. De acuerdo con los resultados obtenidos de este modelo inicial, se eliminó la interacción PEG 400 – S. aureus (valor p > 0,1). De esta misma manera se procedió con los modelos siguientes, en donde paulatinamente fueron eliminándose las interacciones PEG 400 – aceite esencial de orégano, PEG 400 – Salmonella spp., aceite esencial de canela-aceite esencial de orégano, aceite esencial de canela – S. aureus, Salmonella spp. – S. aureus, aceite esencial de orégano – S. aureus, y aceite esencial de orégano – Salmonella spp., porque estas interacciones tampoco fueron estadísticamente significativas. Después de la supresión de las interacciones antes mencionadas, los resultados del modelo aplicado se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6. 




Efectos principales e interacciones de dos vías con su correspondiente valor de efecto y valor p















Existe evidencia significativa (valor p= 0,0283) de que el factor de concentración de S.  aureus influye en el porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana (Figura 1) con un valor de efecto de 10,63% entre la media del porcentaje de inhibición, cuando la concentración de S. aureus es baja (49,48%), y la media del porcentaje de inhibición cuando la concentración de S. aureus es alta (60,11%). De allí que los porcentajes de inhibición a la adhesión microbiana mayores al 60% tienen como factor común la mayor concentración de S. aureus. La interacción de aceite esencial de canela – Salmonella spp. tiene poca evidencia significativa (valor p = 0,0711) que influye en el porcentaje de inhibición. En los otros factores e interacciones no hay evidencia estadística significativa de su influencia en los resultados de inhibición.
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Figura 1. 




Porcentaje de inhibición a la adhesión a diferentes concentraciones de Staphylococcus aureus















En el gráfico de interacción del aceite esencial de canela -Salmonella spp. (Figura 2), cuando la cantidad de aceite esencial de canela es menor y la concentración de Salmonella spp. es menor, la media del porcentaje de inhibición a la adhesión es 44,51%; y cuando la cantidad del aceite esencial de canela es mayor y la concentración de Salmonella spp. sigue siendo menor, la media del porcentaje de inhibición es 59,12%; cuando la cantidad de aceite esencial de canela es la más baja y la concentración de Salmonella spp. es la más alta, la media del porcentaje de inhibición a la adhesión es de 58,74%; y cuando la cantidad del aceite esencial de canela es la mayor y la concentración de Salmonella spp. sigue siendo alta, la media del porcentaje de inhibición es de 56,81%.
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Figura 2. 




Interacción aceite esencial de canela -Salmonella spp.















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 inhibición de 14,24%, cuando la concentración de Salmonella spp. pasa de nivel bajo (103 UFC mL−1) a nivel alto (104 UFC mL−1); mientras que existe una reducción del porcentaje de inhibición 2,32% en la concentración de aceite de canela de 1% y cuando cambia la concentración de Salmonella spp. Cuando la concentración de aceite esencial de canela pasa de 0,5% a 1%, siendo la concentración de Salmonella spp. baja, el porcentaje de inhibición aumenta en 14,62%, mientras que con una concentración de Salmonella spp. alta, el porcentaje de inhibición se reduce en 1,94%, lo que podría manifestar una tendencia a la disminución en el porcentaje de inhibición a concentraciones mayores de Salmonella spp.

También se puede evidenciar que el mayor porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana 59,12% se produce cuando el aceite esencial de canela está al 1% y la concentración de Salmonella es 103 UFC mL−1; y el menor porcentaje de inhibición 44,51% ocurre cuando el aceite esencial de canela está al 0,5% a la misma concentración de Salmonella spp. Entonces, la Figura 2 indica que el aceite esencial de canela al 1% tiene mayor efectividad en la inhibición para las distintas concentraciones de Salmonella spp., tipo de microorganismo que en este estudio representa a las bacterias Gram-negativas.

Los resultados de la interacción aceite esencial de canela -Salmonella spp. demuestran que el aceite esencial de orégano es menos efectivo contra bacterias Gram-negativas porque tiene una menor afinidad con la membrana celular de una fina capa de peptidoglicano, abriendo la acción del aceite esencial de canela y su principio activo sobre este tipo de bacterias (Becerril y col., 2007), los mismos que metabólicamente son más difíciles de combatir por la envoltura externa que desarrollan como mecanismo de protección (Cabrera, Gómez y Zúñiga, 2007).







4 Conclusiones


Se obtuvieron películas activas biodegrables de PLA con incorporación de aceites esenciales de orégano y canela, y se pudo verificar una buena solubilidad entre los componentes. El porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana sobre las películas biodegradables activas está en función del modelo representativo de bacteria Gram-positiva para este trabajo de investigación. El análisis estadístico determinó que existe evidencia significativa que indica que la concentración de S. aureus influye en el porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana. De esta forma, las inhibiciones superiores al 60% tienen como factor común la mayor concentración de S. aureus. Además, la cantidad de aceite esencial de canela al 1% tiene mayor efectividad en la inhibición para las distintas concentraciones de Salmonella spp., a pesar de registrar una leve disminución en la inhibición al pasar de la menor a la mayor concentración de Salmonella spp.

Las películas biodegradables activas de PLA con mayor porcentaje de inhibición a la adhesión microbiana potencialmente pueden ser utilizadas en la industria de alimentos, como una alternativa ecológica para aumentar mecanismos de barrera adicionales para evitar la contaminación con Salmonella spp. y S. aureus, y reducir el número de personas infectadas por estos microorganismos.
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