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RESUMEN

El pepino (Cucumis sativus L.) es un fruto que posee un alto contenido de agua
lo cual lo hace susceptible a la deshidratacién y deterioro microbiano,
comprometiendo su calidad poscosecha. En este contexto, el objetivo de la
presente tesis fue elaborar y caracterizar recubrimientos bicapa a base de cera
de carnauba y quitosano adicionados con aceite esencial de orégano (AEO)
para mantener la calidad poscosecha de pepino almacenado a 10 °C durante
15 dias. Las peliculas de quitosano-cera-AEO mostraron la menor transmision
al vapor de agua (0.141 g/m%h), la cual fue significativamente inferior a las
peliculas de quitosano (0.257 g/m?%h). Por otro lado, el analisis de infrarrojo de
las peliculas de quitosano-cera-AEO mostré un desfase en las bandas de
absorcién de los grupos O-H, N-H y C=0 indicando posibles interacciones entre
sus componentes. Asimismo, las peliculas de quitosano-AEO (2 mg/mL)
inhibieron completamente el crecimiento de Alternaria alternata y redujeron la
carga de bacterias y hongos nativos de pepino, Salmonella Typhimurium
(inoculada) y Escherichia coli (inoculada) en 3.23, 1.12, 3.12 y 3.45 log
UFC/mL, respectivamente. Los pepinos recubiertos con cera mostraron la
menor pérdida de peso en comparacion con los demas tratamientos y los frutos
testigo. Adicionalmente, los pepinos recubiertos con quitosano tuvieron la carga
mas baja de mesdbfilos aerobios al final del almacenamiento. Por otro lado, no
se observaron diferencias de la carga de hongos y levaduras entre los
tratamientos, presentando cargas menores a los frutos testigo. En conclusion,
las peliculas con los componentes individuales tuvieron un mayor efecto como
barrera a la pérdida de agua y/o crecimiento microbiano que la combinacion de
quitosano-cera-AEO.

Palabras clave: Cucumis sativus L., deshidrataciéon, actividad antimicrobiana,
recubrimientos  bicapa, aceites esenciales, aditivos  alimentarios.
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ABSTRACT

Cucumber (Cucumis sativus L.) has a high water content that makes it
susceptible to dehydration and microbial spoilage, compromising its postharvest
quality. Therefore, the objective of this thesis was to develop and characterize
carnauba wax and chitosan based bilayer coatings added with oregano
essential oil (OEO) to maintain postharvest quality of cucumber stored at 10 °C
during 15 days. Chitosan-wax-OEO films showed the lowest water vapor
transmission rates (0.141 g/m?h), being significantly lower compared to
chitosan films (0.257 g/m?/h). On the other hand, infrared analysis of chitosan-
wax-OEO films showed a shift in the absorption bands of O-H, N-H and C=0
groups indicating possible interactions among their components. Likewise,
chitosan-OEO films completely inhibited the growth of Alternaria alternata and
reduced the counts of native bacteria and fungi of cucumber, Salmonella
Typhimurium (inoculated) and Escherichia coli (inoculated) on 3.23, 1.12, 3.12
and 3.45 log CFU/mL, respectively. Wax coated cucumbers showed less weight
loss compared to other treatments and control fruits. Additionally, chitosan
coated cucumbers had the lowest counts of aerobic mesophilic bacteria at the
end of storage. While, no differences were observed in mold and yeast counts
among treatments, showing lower counts than control fruits. In conclusion, the
individual components of the films have a greater effect as barrier of water loss

and/or microbial growth than the combination of chitosan-wax-OEO.

Keywords: Cucumis sativus L., dehydration, antimicrobial activity, bilayer

coatings, essential oils, food additives.
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INTRODUCCION

El pepino (Cucumis sativus L.) es un fruto perteneciente a la familia de las
Cucurbitaceas (Paris 2001). Es ampliamente consumido en forma fresca, es
rico en potasio, posee valores aceptables de magnesio, hierro, y presenta un
bajo contenido en calorias (Carnide y Barroso 2006). Sin embargo, este y otros
productos horticolas son ricos en agua, por lo que sufren deshidratacion, el cual
es uno de los principales factores de deterioro que provoca pérdidas
cuantitativas, de apariencia y calidad nutritiva (Giménez-Miralles 2013).
También son susceptibles al ataque de bacterias y hongos, siendo los mas
comunes Alternaria spp. y Rhizopus spp. Esto ha conllevado a pérdidas durante
el periodo que va desde la recoleccion hasta el consumo (Giménez-Miralles
2013). Es por esto, que existe una gran necesidad de métodos de conservacion
gue le provean una proteccion a la transferencia de agua asi como al ataque de

microorganismos.

En este sentido, una alternativa es el uso de recubrimientos comestibles (RC),
los cuales tienen la capacidad de actuar como barreras semipermeables al
intercambio de gases, migracion de solutos y humedad (Falguera et al., 2011;
Silva-Weiss et al., 2013). Existen diferentes tipos de materiales utilizados para
la elaboracion de RC, entre los que se encuentran proteinas, lipidos y
polisacéaridos (Falguera et al.,, 2011). Los polisacaridos presentan buenas
propiedades de barrera a los gases; sin embargo, estos son altamente
hidrofilicos y muestran una alta permeabilidad al vapor de agua (Embuscado y
Huber 2009; Dhall 2013). Por otra parte, los lipidos, debido a su naturaleza
hidrofébica muestran buenas propiedades de barrera al agua, no obstante, su

caracter no polimérico limita su habilidad para formar peliculas con
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buena integridad mecanica (Pérez-Gago y Krochta 2005). En este sentido, la
combinacion de ambos materiales en forma de un recubrimiento bicapa puede
mejorar su funcionalidad. Esto se basa en el hecho de que cada recubrimiento
de manera individual tiene funciones Unicas y limitadas; sin embargo, su
combinacion podria ayudar a mejorar su funcionalidad (Lin y Zhao 2007). Entre
los materiales con potencial para ser utilizados en recubrimientos bicapa se
encuentra el quitosano. Este compuesto obtenido generalmente de la
desacetilacion alcalina de la quitina ha sido utilizado ampliamente por sus
propiedades antimicrobianas. Se ha reportado que la aplicacion de
recubrimientos de quitosano ha extendido la vida util de vegetales (Jiang y Li
2001; Durango et al., 2006). Por otra parte, la cera de carnauba, la cual es
obtenida de las hojas de la palma Copernicia cerifera, es reconocida
generalmente como segura y ha sido comunmente afiadida a las formulaciones
de recubrimientos comestibles debido a su barrera a la transferencia al vapor de

agua.

Cabe destacar que los recubrimientos bicapa ademas de las propiedades
funcionales que presentan también poseen un alto potencial para acarrear
ingredientes activos. Estos proveen una matriz protectora a los compuestos,
evitando su difusién al medio ambiente, interacciébn con componentes propios
del alimento, etc., lo cual conlleva a la pérdida de su funcionalidad (Ayala-
Zavala et al., 2008). Asimismo, estos permiten que se mantengan las
concentraciones efectivas de los ingredientes activos durante el tiempo de
almacenamiento, permitiendo asi su liberacion controlada (Ouattara et al.,
2000). Entre los ingredientes activos que pueden ser acarreados por
recubrimientos bicapa se encuentran algunos compuestos antimicrobianos,

como el aceite esencial de orégano (AEO) (Pranoto et al., 2005).

Existen datos publicados de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales aplicados en alimentos, mostrando diferentes valores de eficacia
dependiendo el tipo: orégano/ clavo/ semilla de cilantro/ canela> tomillo>

menta> romero> mostaza> cilantro/ salvia (Burt 2004). Lo anterior hace
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evidente que el AEO es uno de los antimicrobianos mas potentes. La actividad
antibacteriana del AEO es atribuida a sus compuestos monoterpénicos
carvacrol y timol (Beirdo da Costa et al., 2012). Como resultado de su caracter
lipofilico, pueden embeberse en la membrana lipidica bacteriana provocando
una expansion de la misma, alteracion de sistemas enziméticos y pérdida de
sus constituyentes celulares (Kim et al., 1995; Ayala-Zavala et al., 2011). Por
otra parte, se hipotetiza que la actividad antifungica del AEO es atribuida a la
interaccion de los compuestos antes mencionados por puentes de hidrogeno
con los sitios activos de enzimas. Ademds, pueden evitar la sintesis de
metabolitos de importancia tales como fosfolipidos y esteroles (Lucini y col.,
2006).

En base a lo anterior, los recubrimientos bicapa (a base de polisacaridos y
lipidos) aplicados en pepino pueden proveerle una barrera a la transferencia de
agua y evitar asi su deshidratacion. Ademas, la incorporacion de AEO puede
potenciar el efecto antimicrobiano del RC y asi evitar el deterioro microbiano

poscosecha de pepino.



ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La Deshidratacion y Contaminacion Microbiana Afectan la Calidad Poscosecha

de Pepino

El pepino C. sativus L., es una planta herbacea, anual, perteneciente a la familia
de las Cucurbitaceas, una de las familias de plantas mas variadas
genéticamente e importantes desde el punto de vista del consumo humano
(Robinson y Decker-Walters 1999). En México, el cultivo de pepino ocupa el
segundo lugar en importancia entre las hortalizas exportadas, superado
solamente por el tomate (Siller 2000). Sinaloa alcanzd el primer lugar en
superficie sembrada de esta hortaliza en el 2004, con una superficie plantada
de alrededor de 6000 ha (SIAP-SAGARPA 2004). El fruto de esta cucurbitacea
se cosecha inmaduro, con un 96% de agua en sus tejidos (Rangel et al., 2004).

Este es ampliamente consumido, principalmente fresco en forma de ensaladas.

Uno de los principales problemas poscosecha del pepino es la pérdida de agua
a través de la transpiracion y respiracion del fruto; ocurriendo como
consecuencia la pérdida de firmeza (Cazier 2000). Asimismo, debido a su alto
contenido de agua es susceptible a deterioro fangico por hongos como
Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Colletrotichum gloeosporioides, entre otros
(Snowdon 2010; UCDAVIS 2013). Los productos frescos como el pepino,
tipicamente contiene una compleja mezcla de bacterias, hongos y levaduras
gue son caracteristicos y cuya poblacion y tipos es muy variable (Zagory 1999).
En los vegetales, la microflora esta dominada por los organismos del suelo. Los

patdgenos pueden contaminar las verduras crudas a través de practicas



agricolas deficientes y sobrevivir durante el procesamiento y distribucion
(Parras-Jurado 2014). Algunos reportes han mostrado la incidencia de
patdogenos en productos frescos, tal es el caso de algunas especies de
Salmonella en cucurbitaceas (pepino y melon) (FDA 2014) y Escherichia coli
0157:H7 en vegetales de hoja verde como lechuga y espinaca (CDC 2011,
CDC 2012). Los tratamientos mas comunes para el control de estos
microorganismos son el uso de desinfectantes quimicos, tales como el cloro,
didéxido de cloro, peroxido de hidrogeno, acidos organicos, fosfato trisédico y
ozono. Sin embargo, algunos de estos no han tenido mucho éxito en la

reduccion de la microflora nativa (Brackett 1992).

Por otra parte, el crecimiento de hongos ha sido contrarrestado con el uso de
fungicidas sintéticos, pero la aplicacion masiva y continuada durante afios de
materias activas similares (tiabendazol, imazalil, etc.) ha generado graves
preocupaciones debido a la contaminacion generada por un exceso de residuos
quimicos y a la proliferacion de cepas patogénicas resistentes (Carvalho et al.,
2012). Por lo tanto, se necesitan alternativas que provean una proteccion a este
tipo de alimentos como los recubrimientos comestibles, los cuales se han
utilizado ampliamente debido a sus propiedades de barrera a la transmision de

vapor de agua y contaminacion microbiana.

Recubrimientos Comestibles y su Efecto en la Calidad Poscosecha

Existen diferentes métodos de conservacion que pueden disminuir el deterioro
de los productos alimenticios como el almacenamiento en frio, irradiacion UV,
empacado en atmosferas modificadas y los RC (Lemoine et al., 2007,
Sellamuthu et al., 2013). Los RC pueden ser definidos como una delgada capa
de material que cubre la superficie del alimento, puede ser consumida como
parte del producto (Vargas et al., 2008) y juega un papel importante en su

conservacion, distribucion y mercadeo. Algunas de sus funciones son proteger



al producto alimenticio de dafios mecanicos, fisicos, quimicos, y microbioldgicos
y por lo tanto extender su vida util (Falguera et al., 2011). Los RC forman una
atmosfera modificada pasiva que puede influenciar diferentes cambios en
productos frescos y minimamente procesados en aspectos tales como actividad
antioxidante, color, firmeza, calidad sensorial, inhibicion del crecimiento

microbiano y produccion de etileno (Oms-Oliu et al., 2008).

Los RC pueden ser elaborados a partir de materiales con habilidad para formar
peliculas (Dhall 2013). Estos en base al nimero de capas incorporadas pueden
ser divididos en recubrimientos monocapa, bicapa y multicapa. La formulacion
de los RC y su eleccién depende principalmente del objetivo de la aplicacion.
Los principales componentes usados para formar recubrimientos comestibles
incluyen polisacaridos, proteinas, lipidos y sus mezclas (Falguera et al., 2011;
Valencia-Chamorro et al., 2011; Dhall 2013).

Los polisacaridos son los componentes mas usados en RC y estan presentes
en la mayoria de las formulaciones disponibles. Los principales polisacaridos
que pueden ser incluidos en las formulaciones de RC son almidon, celulosa y
sus derivados, carragenina, pectina, alginato, quitosano, y algunas gomas
hidrocoloides (Vargas et al., 2008). Los polisacaridos muestran efectivas
propiedades de barrera a los gases, asi como buenas propiedades mecanicas
lo cual permite obtener distintos materiales como membranas o peliculas que
pueden ser utilizados en el recubrimiento de frutos; sin embargo, estos son
altamente hidrofilicos y muestran una alta permeabilidad al agua (Kaminski y
Modrzejewska 1997; Embuscado y Huber 2009).

Por otra parte, los lipidos (acidos grasos, resinas y ceras) se utilizan por sus
propiedades hidréfobas que los hacen buenas barreras a la pérdida de
humedad, pero su caracter no polimérico limita su habilidad para formar
recubrimientos con buena integridad mecanica (Dhall 2013). Teniendo en
cuenta las ventajas e inconvenientes de cada grupo, las tendencias se han
enfocado en combinar polisacaridos y lipidos a modo de formar lo que se

conoce como recubrimientos bicapa, los cuales combinan las propiedades
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Figura 1. Los recubrimientos bicapa (polisacéarido-lipido) son elaborados
mediante la laminacion sucesiva de dos materiales sobre el alimento.



benéficas de ambos materiales de recubrimiento. Estos son elaborados
mediante la laminacién de los diferentes materiales de recubrimiento sobre el

alimento (Figura 1).

Entre los polisacaridos ampliamente estudiados y con potencial para ser
utilizados en RC bicapa se encuentra el quitosano. El quitosano es una
molécula polcatidnica lineal, formada por unidades de N-acetilglucosamina con
uniones B (1-4) (Figura 2). Este polisacarido, es normalmente obtenido de la
desacetilacion alcalina de la quitina (Jiang y Li 2001). El quitosano proviene de
una fuente natural y renovable, ya que se obtiene a partir de desechos
primarios de industrias procesadoras de crustaceos (camardn, cangrejo,
langosta, etc.). Es biodegradable y no contaminante, biocompatible tanto en
tejidos animales como vegetales, biolégicamente funcional y no es toxico
(Peniche et al., 2008). Debido a sus propiedades viscoelasticas y mecanicas, el

quitosano tiene la capacidad de formar peliculas semipermeables.

Se ha reportado que el uso de recubrimientos comestibles de quitosano
extiende la vida de anaquel y reduce el deterioro de vegetales (Durango et al.,
2006; Chien et al., 2007; Chien et al., 2007). Esto, es atribuido principalmente a
su permeabilidad selectiva frente a los gases, una ligera resistencia al vapor de
agua, propiedades antifingicas y antibacterianas (Dutta et al., 2009). EI modo
exacto por el cual el quitosano ejerce su actividad antimicrobiana no es bien
conocido; sin embargo, se han propuesto diferentes mecanismos de accion.
Uno de ellos es mediante la interaccion entre los grupos amino protonados del
quitosano con componentes de la membrana celular del microorganismo, lo
cual afecta la permeabilidad y permite la salida de componentes intracelulares
(Kong et al., 2010). Otros sugieren que la capacidad quelante del quitosano une
selectivamente trazas de metales inhibiendo la produccion de toxinas y el
crecimiento microbiano. Por ultimo, se cree que la union del quitosano con el

DNA vy la inhibicion de la sintesis de RNAm y otras proteinas, ocurre cuando
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Figura 2. La estructura del quitosano estd conformada de unidades de N-

acetilglucosamina por enlaces B, 1-4.



este penetra al nucleo del microorganismo (Devlieghere et al.,, 2004). La
actividad antimicrobiana del quitosano contra microorganismos patégenos ha

sido reportada por varios autores.

Li et al, (2008) reportan que 0.10 mg/mL de quitosano inhibieron
marcadamente el crecimiento de Xantomonas. Por otra parte, Tsai et al., (2002)
reportan concentraciones minimas letales para Bacillus cereus, E. coli, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, y Vibrio parahaemolyticus en el rango
de 0.05-0.2 mg/mL. Recubrimientos de quitosano (1%) presentaron un efecto
bactericida inhibiendo completamente el crecimiento de L. monocytogenes
(Coma et al., 2002). Asimismo, se ha reportado que los recubrimientos a base
de quitosano reducen el desarrollo de pudriciones causadas por B. cinerea,
Rhizopus stolonifer, A. alternata y Penicillium expansum, entre otras (Ben-
Shalom et al., 2003; Liu et al., 2007).

La eficacia de los recubrimientos de quitosano sobre la calidad poscosecha de
frutas y vegetales ha sido reportada por varios autores. Chien et al., (2007)
evaluaron el efecto de la aplicacion de diferentes concentraciones de quitosano
(0.5, 1 y 2%) sobre rebanadas de mango. Estos autores observaron que los
recubrimientos de quitosano inhibieron de manera significativa el crecimiento de
microorganismos. También, Hernandez-Munoz et al., (2008) reportan que la
aplicacion de quitosano (1.5%) sobre fresa inhibe el deterioro fungico de
manera significativa con respecto a un testigo no recubierto, el cual al tercer dia

de almacenamiento mostré signos de deterioro.

De manera similar, EI Ghaouth et al., (1992) recubrieron tomate y observaron
gue a concentraciones de 2% de quitosano las tasas de respiracion
disminuyeron. Asimismo, los tomates presentaron mayor firmeza y menor
deterioro que la fruta testigo (no recubierta) al final del almacenamiento a 20 °C.
Por otra parte, Gonzéalez-Aguilar et al., (2009) aplicaron recubrimientos de
guitosano de bajo, mediano y alto peso molecular a concentraciones de 0.01 y

0.02 g/mL sobre cubos de papaya “Maradol”’. Estos autores pudieron observar
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gue especialmente los recubrimientos de mediano peso molecular (0.02 g/mL)
mantuvieron los mayores niveles de color, firmeza, y actividad antimicrobiana, y
disminuyeron la actividad de enzimas poligalacturonasa y pectinmetilestearasa

comparado con los testigos.

En lo que respecta a los lipidos, las ceras se han empleado tradicionalmente
para aportar brillo a frutas y hortalizas, asi como para reducir la pérdida de
humedad y tasas de respiracion (Saucedo-Pompa et al., 2009). Entre éstas se
encuentra la cera de carnauba, la cual es obtenida a partir de hojas de la palma
Copernicia cerifera. Esta es una sustancia generalmente reconocida como
segura (GRAS) y es comunmente afiadida a las formulaciones de RC (Weller et
al., 1998). La cera de carnauba estd compuesta de ésteres de acidos grasos
saturados que tienen una longitud de cadena de 24 a 32 atomos de carbono
entre otros componentes lipidicos (Cuadro 1). Las propiedades de barrera al
agua de esta y otras ceras son muy buenas y su permeabilidad al vapor de
agua es hasta 10 veces menor que la de peliculas de lecitina, 25 veces inferior
a las de la mayoria de los aceites y entre 100 y 200 veces inferior a la

permeabilidad de las peliculas de polisacéaridos (Guilbert et al., 1995).

La aplicacién de cera de carnauba en frutos ha sido reportada por algunos
autores, tal es el caso de McGuire y Hallman (1995) quienes aplicaron cera de
carnauba a una concentracion del 5% en guayaba y observaron una reduccién
de la pérdida de peso y ablandamiento de un 10 a 30%. De manera similar,
Chiumarelli y Ferreira (2006) aplicaron diferentes formulaciones de cera de
carnauba sobre tomate cv. Década y observaron una reduccion en la pérdida de
peso, dafio mecanico y enfermedades. Por otra parte, Baldwin et al., (1999)
aplicaron cera de carnauba a mango fresco cortado y observaron una reduccién
de la pérdida de peso en un 1.4%, con respecto a recubrimientos a base de
celulosa (1.8%) y un testigo no recubierto (1.9%). Como se menciond
anteriormente, algunos materiales de recubrimiento de manera individual
poseen ciertas propiedades funcionales que mejoran la vida util de los

productos alimenticios, sin embargo, la combinacion de diferentes materiales
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Cuadro 1. Composicion quimica de la cera de carnauba.

Componente % de peso
Hidrocarburos 1.5-3.0
Esteres 84-85
Alcoholes 6-9
Acidos grasos libres 3.3-5
Humedad 0.5-1.5
Residuos inorganicos 1

Fuente: Maldonado (2015)
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mejora estas propiedades.

Algunos trabajos reportan la eficacia del uso de sistemas bicapa y multicapa en
frutas frescas y minimamente procesadas. Tal es el caso de Velickova et al.,
(2013) quienes evaluaron la efectividad de un recubrimiento multicapa de cera
de abeja-quitosano-cera de abeja (0.5, 0.8 y 0.5 g/100 g, respectivamente) en la
vida atil de fresas almacenadas a 20 °C y 35-40% de humedad relativa,
comparadas con recubrimientos monocapa de quitosano. Estos autores
encontraron que especialmente los recubrimientos de tres capas disminuyeron
significativamente la pérdida de peso de las fresas comparadas con el
recubrimiento monocapa. También, varias frutas citricas han sido cubiertas con
carboximetilcelulosa/quitosano (1.5 y 1%, respectivamente), observandose un
incremento de la firmeza y mejora del brillo de la fruta (Arnon et al., 2014).
Ademas, Kamper y Fennema (1984) reportaron que peliculas a base de
hidroxipropilmetilcelulosa tuvieron una reduccion de la permeabilidad al vapor
de agua tras la incorporacion de ceras, y que esto fue dependiente de la

saturacion de las mismas.

Por otra parte, Poverenov et al., (2013), desarrollaron un recubrimiento bicapa a
base de alginato (1.5 % p/v) y quitosano (1.5 % p/v) para mantener la calidad
poscosecha de meldn fresco cortado, comparado con recubrimientos monocapa
y un testigo no recubierto. Estos autores observaron que los recubrimientos
bicapa mostraron las propiedades benéficas de ambos ingredientes debido a la
buena adhesién de la capa de alginato a la matriz del melén y la actividad
antimicrobiana del recubrimiento de quitosano. Esto se vio reflejado en la
reduccion de los conteos de bacterias (por aproximadamente 1.5 log UFC),
hongos y levaduras (1.65 log UFC), asi como en disminucion de la degradacién
de textura, observandose una apreciable firmeza después de 14 dias de

almacenamiento.

Lo anterior hace evidente el potencial que poseen los recubrimientos bicapa

para mantener la calidad poscosecha de productos hortofruticolas,
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especialmente aquellos elaborados a base polisacéaridos y lipidos. Ademas de
las propiedades de barrera que presentan estos recubrimientos, estos también
pueden poseer un efecto antimicrobiano cuando se le adicionan compuestos

con esta actividad, tal es el caso de los aceites esenciales.

Entre algunos de los estudios que muestran la eficacia de la aplicacion de
aceites esenciales en recubrimientos comestibles se encuentra lo reportado por
Melgarejo-Flores et al., (2013) quienes aplicaron aceite esencial de hoja de
canela (36.1 g/L) en recubrimientos de pectina (30 g/L) y observaron una
completa inhibicién del deterioro fungico causado por B. cinerea. Por otra parte,
Rodriguez-Garcia (2013) aplicé un recubrimiento de pectina (30 g/L) adicionado
con AEO (36.1 g/L) sobre tomate fresco y pudo observar una completa
reduccion del deterioro fungico causado por A. alternata. En base a lo
mencionado anteriormente, la aplicacibn de aceites esenciales en
recubrimientos comestibles puede ser una opcion para proveer efecto

antimicrobiano a éstos.

Aceite Esencial de Orégano: Composicién Quimica y Uso como Agente

Antimicrobiano en Alimentos

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos obtenidos de material
vegetal (flores, semillas, hojas, ramas, cortezas, etc.) (Burt 2004). Estos
compuestos han sido ampliamente usados debido a sus propiedades
antimicrobianas. Entre los aceites esenciales mas usados en alimentos se
encuentran el de clavo, cilantro, laurel, albahaca, romero, hierbabuena, tomillo,
orégano, etc. Los compuestos presentes en los aceites esenciales son
principalmente terpenos fendlicos y son los responsables de la actividad
antimicrobiana del aceite (Sauceda 2011). Estos pueden ser letales para las
células microbianas o simplemente servir como inhibidores de la produccion de

metabolitos (Sepulveda-Jiménez et al., 2004). Algunos microorganismos tales
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como Fusarium spp., Alternaria spp., Aspergillus spp., Penicilium spp. y
Rhizopus spp. han sido inhibidos por aceites esenciales (Soliman y Badeaa
2002; Tepe et al., 2005).

Existen datos publicados acerca de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales aplicados en alimentos, mostrando diferentes valores de eficacia
dependiendo el tipo: orégano/ clavo/ semilla de cilantro/ canela> tomillo>
menta> romero> mostaza> cilantro/ salvia (Burt 2004). Lo anterior hace

evidente que el AEO es uno de los antimicrobianos mas potentes.

El orégano comprende varias especies de plantas que son utilizadas con fines
culinarios y terapéuticos, siendo las mas comunes Origanum vulgare, nativo de
Europa, y Lippia graveolens, originario de México (Arcila-Lozano et al., 2004).
La composicidon quimica de estas plantas depende de diversos factores como el
clima, altitud, época de cosecha, y su estado de crecimiento. Existen diversos
estudios sobre la composicion quimica del orégano, usando extractos acuosos
y sus aceites esenciales (Pascual et al., 2001). Se ha reportado que los
principales componentes monoterpénicos de O. vulgare y L. graveolens son
carvacrol, timol, y-terpineno y p-cimeno, siendo carvacrol y timol a los cuales se
les ha atribuido principalmente la actividad antimicrobiana del AEO (Prudent et
al., 1995; Charai et al., 1996; Sivropoulou et al., 1996; Sultanbawa et al., 2009).

La estructura quimica de los componentes individuales del aceite esencial
afecta su preciso modo de accion y actividad antimicrobiana (Dorman y Deans
2000). Esta esta relacionada con su estructura molecular: una parte no polar
gue facilita su paso a través de la membrana de la bacteria y un grupo hidroxilo
combinado con un sistema de electrones deslocalizados confiriéndoles un
caracter acido (Figura 3) (Gutiérrez-Larrainzar et al., 2012). El modo de accion
de carvacrol y timol se ha relacionado con su capacidad de hacer permeable la
membrana celular. Estos tienen la habilidad para desintegrar la membrana de
bacterias Gram negativas, liberando lipopolisacaridos e incrementando la

permeabilidad de la membrana citoplasmatica al ATP (Figura 4) (Burt 2004).
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Figura 3. Estructura quimica de carvacrol y timol, los principales constituyentes
del AEO.
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Figura 4. Carvacrol y timol desintegran la membrana celular bacteriana
provocando un aumento de permeabilidad y liberacion de constituyentes
celulares.

17



Algunos estudios realizados con carvacrol muestran que interactia con la
membrana celular de B. cereus, disolviéndose en la bicapa de fosfolipidos y
alineandose entre las cadenas de acidos grasos (Ultee 2000). Esta distorsion
de la estructura fisica hace que se produzca una expansion y desestabilizacion
de la fluidez de la membrana, lo que trae consigo un aumento en la
permeabilidad pasiva (Ultee et al., 2002). Asimismo, se ha reportado que
carvacrol forma canales a través de la membrana celular, permitiendo que los
iones salgan del citoplasma, lo cual se ha observado por la reduccion de los
niveles de iones potasio intracelulares, mientras que las cantidades

extracelulares aumentan proporcionalmente (Ultee 2000).

La actividad antibacteriana in vitro del AEO se ha reportado contra diferentes
bacterias Gram negativas como Salmonella Typhimurium, E. coli, Klebsiella
pneumonie, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y Gram positivas
como S. aureus, Staphylococcus epidermidis, L. monocytogenes y Bacillus
subtilis (Aligiannis, 2001). En la Cuadro 2, pueden observarse algunas
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) del AEO y sus componentes
principales contra algunas de las bacterias antes mencionadas. Ademas, se ha
reportado actividad fungicida contra Candida albicans, Candida tropicalis,
Torulopsis glabrata, Aspergillus niger, entre otros. La aplicacién del AEO y sus
principales componentes en vegetales ha sido reportada por varios autores.
Frutos de manzana tratados con AEO (1% y 10%), presentaron una reduccion
en el crecimiento de B. cinerea y P. expansum (Lopez - Reyes et al., 2010). De
manera similar, la combinacion de AEO y Rosmarinus officinalis L. (80 a 0.003
pML/mL) inhibié la microflora bacteriana asociada con vegetales minimamente
procesados (De Azeredo et al., 2011). Adicionalmente, nectarinas tratadas con
timol (1 mL/L) mostraron un menor indice de deterioro causado por R. stolonifer,

B. cinerea y Penicillium digitatum (Navarro et al., 2011).

Concordando con lo anterior, carvacrol (0.05, 0.2, 0.5 y 1.0 mL/L) fue probado
en uva de mesa inhibiendo el desarrollo de B. cinerea (Martinez-Romero et al.,
2007). Mientras que carvacrol y timol (10, 25, 50, 100, 250 y 500 uL/L de
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Cuadro 2. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
orégano (AEO) y sus principales componentes probados in vitro contra

patdgenos alimentarios.

Bacteria CMI (pL/mL) Referencias
AEO E. coli 0.5-1.2 Burt y Reinders (2003)
S. Typhimurium 0.3 Valles et al., (2014)
S. aureus 0.5-1.2 Valles et al., (2014)
Carvacrol E. coli 0.225-5 Kim et al., (1995)
S. Typhimurium 0.225-0.25 Kim et al., (1995)
S. aureus 0.175-0.450 Lambert y Pearson (2000)
L. monocytogenes 0.375-5 Pol y Smid (1999)
Timol E. coli 0.225-0.45 Cosentino et al., (1999)
S. Typhimurium 0.056 Cosentino et al., (1999)
S. aureus 0.140-0.225 Cosentino et al., (1999)
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carvacrol, timol o la mezcla 1:1 de carvacrol + timol) aplicados en limon,
mostraron un menor deterioro fungico inducido por P. digitatum y Penicillium
italicum (Pérez-Alfonso et al., 2012). Por lo tanto, el AEO o sus principales
componentes pueden ser utilizados como aditivo antimicrobiano para diferentes
frutos o vegetales. La incorporacién de aceites esenciales y sus compuestos
bioactivos en productos alimenticios proporciona muchas ventajas en la
conservacion de alimentos. Sin embargo, estos pueden tener ciertas
desventajas cuando son aplicados directamente en alimentos, como la pérdida
de sabores y una pérdida temprana de su funcionalidad debido a su volatilidad
(Ayala-Zavala et al., 2008). En este sentido, su incorporacion en recubrimientos
comestibles bicapa puede resolver estas desventajas y proporcionarle ciertas
caracteristicas funcionales y bioactivas. Esto mediante la reducciéon de su
difusion al medio ambiente, neutralizacion por contacto directo con el alimento y
manteniendo las concentraciones efectivas de sus compuestos bioactivos

cuando sea necesario (Figura 5) (Quirés-Sauceda et al., 2014).

A pesar de que los estudios acerca de la aplicacibn de compuestos
antimicrobianos en recubrimientos de multiples capas son escasos, algunos
autores reportan su efectividad. Tal es el caso de Brasil et al., (2012) quienes
probaron el efecto de la incorporacion de trans-cinamaldehido encapsulado en
B-ciclodextrina (2 g/100 g) en un recubrimiento de quitosano-pectina (2 g/100 g)
en la mejora de la calidad de papaya fresca cortada almacenada a 4 °C durante
15 dias. Estos autores observaron que el recubrimiento bicapa mantuvo la
firmeza, color, contenido de [B-caroteno, y mostr6 menor pérdida de jugo con
respecto al testigo no recubierto. De manera similar, Martifion et al., (2014)
reportaron que el mismo sistema incorporado con 3 @g/100 g de trans-
cinamaldehido encapsulado en B-ciclodextrina redujo 4.4 log UFC/g el conteo
de microorganismos aerobios de melon fresco cortado almacenado a 4 °C

durante 15 dias.

En base a lo anterior, se puede observar que los recubrimientos comestibles

bicapa a base de la combinacion polisacéarido-lipido tienen potencial para
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medio ambiente
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Figura 5. Los recubrimientos comestibles bicapa proveen una matriz protectora

para compuestos bioactivos evitando su difusibn al medio ambiente y
neutralizacion por contacto con el alimento.

Evita la neutralizacién del
compuesto bioactivo tras el
contacto directo con alimento
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mantener los parametros poscosecha de algunos frutos y vegetales frescos
tales como el pepino. Esto mediante la reduccion de su deshidratacion y
deterioro microbiano tras la incorporacién de agentes antimicrobianos dentro del
RC tales como el AEO.
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HIPOTESIS

La combinacién quitosano-cera-AEO ofrece una mejor barrera a la
deshidratacion y crecimiento microbiano de frutos de pepino que los

componentes individuales.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Reducir el deterioro por deshidratacion y crecimiento microbiano de pepino
fresco, mediante la aplicacién de recubrimientos bicapa a base de cera de

carnauba y quitosano adicionados con aceite esencial de orégano.

Objetivos Especificos

- Formular y caracterizar las propiedades de barrera y capacidad antimicrobiana
de las peliculas comestibles de quitosano-cera-AEO.
- Evaluar el efecto de la aplicacién de los recubrimientos comestibles sobre la

deshidratacion y deterioro microbiano de pepino.
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MATERIALES Y METODOS

Formulacién y Caracterizacion de las Propiedades de Barrera y Capacidad

Antimicrobiana de los Recubrimientos

Materiales

Se utiliz6 quitosano de mediano peso molecular con un 75-85% de
desacetilacion, cera de carnauba No.1 amairilla, glicerol 295%, cloruro de calcio
anhidro 293% (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA), &cido acético (J. T. Baker),
agua destilada, aceite de coco (oilsbynature Inc.) y AEO (ORE procesadora de

orégano silvestre, Chihuahua, México).

Elaboracion de las Peliculas

Se elaboraron peliculas a base de quitosano (0.8%) y cera de carnauba (10%),
asi como de las mismas adicionadas con AEO (8 mg/mL) mediante el método
de laminacion, tales concentraciones se definieron en base a la bibliografia y
estudios preliminares. Se hicieron peliculas de quitosano, cera, quitosano-cera,
quitosano-AEO, cera-AEO y quitosano-cera-AEO. Para las peliculas de
guitosano, se pesaron 0.8 g de quitosano y 0.2 g de glicerol y se disolvieron en
100 mL de una solucién de &cido acético al 1%. La solucién se agitd6 a
temperatura ambiente durante 24 h y después de la completa disolucion del
quitosano, la solucion se filtro, esteriliz6 a 121 °C durante 15 min y se dej6

enfriar a temperatura ambiente.
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Para las peliculas adicionadas con AEO, se le adicionaron 0.2 g de Tween 20 y
8 mg/mL de AEO a la solucion de quitosano y se mezclé a 13500 rpm por 5 min
en un homogeneizador POLYTRON PT 1200C. Posteriormente, 20 mL de
solucion de quitosano se vaciaron en placas Petri con un diametro estandar de
90 mm, se secaron a temperatura ambiente por 24 h y se almacenaron en un
desecador para posteriores analisis de caracterizacion. Para la solucién de cera
de carnauba, 10 g de cera de carnauba (Sigma Aldrich) se fundieron en 90 mL
de aceite de coco y se calentd a 70 °C con agitacion constante. Para las
peliculas de cera con AEO, se adicionaron 8 mg/mL de AEO y se mezclo6 por 3
min a 13500 rpm en un homogeneizador POLYTRON PT 1200C. Las peliculas
bicapa con y sin AEO se elaboraron aplicando la cera con una brocha sobre las

peliculas de quitosano previamente formadas.

Grosor y Transmision al Vapor de Agua (TVA)

El grosor de las peliculas se midié con un micrémetro digital (E.J. Cady and Co.,
Wheeling, IL, EUA). Se llevaron a cabo tres mediciones de grosor en diferentes
puntos de 5 peliculas por tratamiento (quitosano, quitosano-cera, quitosano-
AEO y quitosano-cera-AEQ) y los valores medios se expresaron en milimetros.
La TVA se determind gravimétricamente en base a los métodos recomendados
por la ASTM (ASTM, 1980) para las peliculas de quitosano, quitosano-cera,
quitosano-AEO y quitosano-cera-AEO. Cada pelicula se sell6 en la parte
superior de una celda de permeacioén (volumen de 118,64 cm?®) conteniendo 30
g de perlas de cloruro de calcio para asegurar una humedad relativa del 0%.
Posteriormente, las celdas se colocaron en un desecador (volumen de 1500
cm?®) conteniendo 70 mL de solucién sobresaturada de nitrato de magnesio para
asegurar una humedad relativa del 90% y se dejaron a temperatura ambiente
por 8 h. El agua transferida a través de la pelicula y adsorbida por el desecante

se determind a partir del aumento de peso de la celda de permeacion.
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Las muestras se pesaron cada hora durante 8 horas y la pendiente de la
ganancia de peso en funcion del tiempo se obtuvo mediante regresion lineal. La
TVA de las peliculas se determind mediante la siguiente férmula: TVA = m/a,
donde m es la pendiente de la ganancia de peso vs tiempo y a el area de la

pelicula. El analisis se realizo por triplicado.

Capacidad Antimicrobiana in vitro de Peliculas de Quitosano-cera-AEO

Con la finalidad de conocer el efecto antimicrobiano de las peliculas, se evalu6
el efecto inhibitorio contra la flora nativa bacteriana y fungica del pepino, asi
como también contra Salmonella enterica subespecie enterica serotipo
Typhimurium (ATCC® 14028 ™), Escherichia coli 0157:H7 (ATCC® 43890™) y
Alternaria alternata (ATCC® 6663). Esto se llevo a cabo en base al método de
macrodilucion descrito por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (2001), con algunas modificaciones. Para el ensayo, 2 mg/mL de las
peliculas (cera, quitosano, quitosano-cera, cera-AEO, quitosano-AEO vy
quitosano-cera-AEO) se introdujeron en tubos conteniendo 10 mL de caldo
Mueller Hinton para el caso de bacterias y caldo papa dextrosa para hongos.
Después de 15 min, los tubos fueron inoculados con los diferentes
microorganismos a una concentracion de 1 x 10° UFC/mL.

Posteriormente, 1 mL de caldo de cada tubo fueron subcultivados en placas
Petri conteniendo agar cuenta estandar y agar papa dextrosa acidificado e
incubadas a 37 + 2 °C por 24 h'y 25 + 2 °C por 5 dias para bacterias y hongos,
respectivamente. Transcurrido el periodo de incubacién, se procedid6 a
subcultivar nuevamente en placas Petri e incubar a las mismas condiciones.
Finalmente, se contaron las colonias bacterianas y fungicas a las 0 y 24 h
después de la inoculacion. Los resultados fueron expresados como log UFC/mL

y comparadas con una muestra testigo sin pelicula.
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Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FT-IR)

Con el proposito de conocer las posibles interacciones fisicoquimicas entre los
componentes de las peliculas, se llevé a cabo su andlisis por medio de FT-IR
con la finalidad de observar posibles interacciones entre la cera, quitosano y
AEO. Para esto, un trozo de cada pelicula se midié en un espectrofotometro FT-
IR Nicolet Protegé 460 (Instrument Corp. Madison, WI, EUA) con las siguientes
condiciones de escaneo: rango de longitud de onda de 4000-400 1/cm con una
resolucién de 4 1/cm y 64 escaneos a una velocidad de 0.63. Para el analisis de
la cera y AEO, se colocaron muestras liquidas sobre pastillas de bromuro de

potasio previamente formadas.

Evaluacion del Efecto de la Aplicacion de los Recubrimientos Comestibles sobre

la Deshidratacion y Deterioro Microbiano de Pepino

Selecciéon de la Materia Prima

Los frutos de pepino fueron obtenidos del campo La Cuesta ubicado en el Km
23 de la carretera Hermosillo-Nogales en el municipio de Hermosillo, Sonora,
México. Se seleccionaron pepinos en estado inmaduro, homogéneos en tamafio
y peso, y libres de podredumbres. Se lavaron con agua clorada (200 ppm)

durante 2 minutos y se secaron a temperatura ambiente.

Recubrimiento de Pepinos con Quitosano-cera-AEO

Se utilizaron 210 pepinos, de los cuales 180 fueron recubiertos con los
diferentes tratamientos: cera, quitosano, quitosano-cera, cera-AEO, quitosano-

AEO vy quitosano-cera-AEQ, los cuales fueron elaborados como se describio
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anteriormente. Se utilizaron 30 pepinos sin recubrir como testigo. La aplicacion
de los diferentes tratamientos se hizo de manera manual con la ayuda de una
brocha agregando alrededor de 0.5 mL de cada tratamiento por pepino. Para
los pepinos recubiertos con quitosano-cera y quitosano-cera-AEO, primero se
aplico el recubrimiento de quitosano y se seco a temperatura ambiente con flujo
de aire constante. Una vez seco, se aplico el recubrimiento de cera (con y sin
AEO). Posteriormente, los pepinos se almacenaron por tratamiento en
contenedores de polietileno y se almacenaron a 10 °C y 90% de H. R. durante
15 dias. El efecto de los diferentes recubrimientos sobre la pérdida de peso de
pepino y el deterioro microbiano se evalu6 a los dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15 de

almacenamiento.

Pérdida de Peso

Se realizé la medicion de la pérdida de peso de tres réplicas con 3 pepinos por
tratamiento, tomando como base el peso inicial del pepino menos el peso del
mismo al tiempo de muestreo. El resultado se expres6 como pérdida de peso
(%).

Andlisis Microbioldgico

La cuenta microbiolégica se realizé a los dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15, durante el
almacenamiento a 10 °C. Se pesaron 10 g de muestra y se diluyé en 90 mL de
agua peptonada, y se homogeneiz6 por un minuto. Posteriormente, se hicieron
diluciones decimales. Se realizaron conteos microbiol6gicos de mesdfilos
aerobios (NOM-092-SSA1-1994), hongos y levaduras (NOM-111-SSA1-1994),
mediante el método de vertido en placa usando 1 mL de la muestra
homogeneizada de cada dilucién. Se incubaron las placas a 35 £ 2 °C por 24 h
y a 25 = 2 °C por 5 dias para el caso de mesdfilos aerobios y hongos vy

levaduras, respectivamente.
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Andlisis Estadistico

El disefio experimental para la formulacion y caracterizacion de las peliculas fue
un disefilo completo al azar, donde los factores fueron las peliculas (quitosano,
cera, quitosano-cera, quitosano-AEO, cera-AEO y quitosano-cera-AEO) y las
variables de respuesta la TVA, grosor y capacidad antimicrobiana in vitro. Para
la evaluacion del efecto de los recubrimientos sobre la deshidratacion y
deterioro microbiano del pepino, se utilizé un disefio completo al azar con un
arreglo factorial, donde los factores fueron los recubrimientos (quitosano, cera,
quitosano-cera, quitosano-AEO, cera-AEO y quitosano-cera-AEO) y el tiempo
de almacenamiento a 10 °C (0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias). Las variables de
respuesta fueron la pérdida de peso, mesdfilos aerobios, hongos y levaduras.
Se realiz6 un ANOVA y se compararon las medias por Tukey Kramer. Todo

esto a una p<0.05 utilizando el software estadistico NCSS 2007.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Formulacién y Caracterizacion de las Propiedades de Barrera y Capacidad

Antimicrobiana de los Recubrimientos

Grosor y TVA de Peliculas de Quitosano-cera-AEO

En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de grosor y
TVA de las peliculas comestibles. Se puede observar que el grosor fue similar
(p=20.05) para las peliculas de quitosano, quitosano-cera y quitosano-AEO,
mostrando valores entre 0.022-0.027 mm; sin embargo, el grosor de la pelicula
de quitosano-cera-AEO fue diferente (p<0.05) a todos los tratamientos. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Velickova et al., (2013) y Poverenov
et al., (2014) quienes reportan un grosor de 0.052 y 0.016 mm para peliculas de
quitosano, respectivamente. En la TVA se puede observar que las peliculas de
quitosano son las que mostraron una mayor TVA (0.257 g/m?h), seguidas de
las peliculas de quitosano-AEO (0.241 g/m?/h), no observandose diferencias
significativas entre ellas. Por otra parte, las peliculas de quitosano-cera, y
quitosano-cera-AEQO mostraron valores de TVA de 0.167 y 0.141 g/m?h,
respectivamente, siendo estas diferentes (p<0.05) a las peliculas de quitosanoy

guitosano-AEO.

Las peliculas de quitosano de manera similar a otras peliculas de polisacaridos
exhiben una propiedad de barrera al agua relativamente baja debido a su
naturaleza altamente hidrofilica (Mohamed et al.,, 2013). Las peliculas de

guitosano adicionadas con AEO si bien presentaron una menor TVA en
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Cuadro 3. Grosor y TVA de peliculas comestibles de quitosano-cera-AEO.

Pelicula Grosor (mm) * TVA (g/m?h)
Quitosano 0.025 + 0.007 0.257 +0.013
Quitosano-AEO 0.022 + 0_002a 0.241 £ 0.019 )
Quitosano-cera 0.027 + 0.005 0.167 £ 0.012 i
Quitosano-cera-AEO 0.037 + 0_004b 0.141 + 0_008b

Diferentes literales en la misma columna indican diferencias significativas
(p=<0.05).* n=15; ** n= 3.
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comparacion a las peliculas de quitosano, esta diferencia no fue significativa
(p=0.05). Esto puede ser atribuido a una disminucion de las fuerzas existentes
entre las cadenas de quitosano tras la adicion del AEO, ya que se ha reportado
que al adicionar compuestos dentro de una matriz polimérica como el
quitosano, la estructura compacta del polimero, especialmente en partes
cristalinas, se ve alterada lo cual aumenta el volumen libre entre las cadenas
poliméricas, favoreciendo la transferencia de moléculas de agua (Park et al.,
2004). Asimismo, se observa que la incorporacion de cera sobre la peliculas de
quitosano disminuyé (p<0.05) la TVA, observandose valores de 0.167 y 0.141
g/m?h para las peliculas de quitosano-cera y quitosano-cera-AEO,

respectivamente.

Numerosos estudios han mostrado la disminucién de la permeabilidad al vapor
de agua de peliculas de polisacéaridos tras la incorporacion de compuestos
lipidicos. Velickova et al., (2013) observaron una mejora en las propiedades de
barrera al vapor de agua de peliculas de quitosano tras la incorporacién de un
recubrimiento de cera de abeja. También, Debeaufort et al., (2000) reportaron
que peliculas de metilcelulosa mejoraron las tasas de TVA después de haber
sido recubiertas con una mezcla de aceite y cera de parafina. Peliculas de
arabinoxilanos presentaron mejores propiedades de barrera cuando algunos
lipidos como acidos grasos, triglicéridos o aceites hidrogenados fueron
adicionados como bicapas (Phan The et al., 2002).

Efecto Antimicrobiano in vitro de Peliculas de Quitosano-cera-AEO

En la Figura 6 se muestra el efecto antimicrobiano de peliculas comestibles
contra la flora bacteriana (A) y fungica (B) nativa de pepino después de 24 h de
incubacion a 37 °C. Se puede observar, que todos los tratamientos tuvieron la
misma carga bacteriana inicial, la cual fue de alrededor de 6.76 log UFC/mL.

Después de 24 h de incubacion, todos los tratamientos excepto la pelicula de
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quitosano-AEO presentaron un crecimiento superior a los 8 log UFC/mL, sin
observarse diferencias entre ellos (p=0.05). La pelicula de quitosano-AEO
inhibié el crecimiento de la flora bacteriana nativa de pepino, reflejado en la
reduccion de 3.23 log UFC/mL después de 24 h a 37 °C comparado con el
testigo. Por otra parte, se puede observar que las peliculas de quitosano-AEO
fueron las que presentaron la mayor reduccion de la carga fangica en
comparacion con el testigo (1.12 log UFC/mL). Por otra parte, a los 5 dias de
incubacion a 25 °C las peliculas de quitosano, quitosano-cera y quitosano-cera-
AEO no presentaron diferencias (p=0.05) en los conteos de hongos y levaduras,
presentando una carga microbiana en un rango de 5.77-5.93 log UFC/mL.
Asimismo, se puede observar que las peliculas de cera, con o0 sin la

incorporacion de AEO fueron iguales (p=0.05) a estos tratamientos.

En la Figura 7 se muestra el efecto antibacteriano de las peliculas comestibles
contra S. Typhimurium (A) y E. coli (B). Se observé que la incorporacion de
AEO en las peliculas de quitosano mejor6 su efecto antibacteriano,
observandose una reducciéon (p<0.05) del crecimiento de 3.12 log UFC/mL con
respecto al testigo después de 24 h de incubacién a 37 °C. Por otro lado, las
peliculas de quitosano y cera-AEO redujeron significativamente los conteos
bacterianos 1.25y 0.79 log UFC/mL, respectivamente comparado con el testigo.
Sin embargo, las peliculas de cera, quitosano-cera y quitosano-cera-AEO no
inhibieron el crecimiento de S. Typhimurium, mostrando conteos de 9.02, 9.05,

9.04 y 8.66 log UFC/mL, los cuales fueron iguales (p=0.05) al testigo.

Las peliculas de quitosano, quitosano-cera y quitosano-AEO provocaron una
reduccion del crecimiento de E. coli de 1.58, 0.43 y 3.45 log UFC/mL, con
respecto al testigo. No se observo inhibicion del crecimiento de E. coli después
de 24 h de incubacién tras su exposicion a las peliculas de cera, cera-AEO y
quitosano-cera-AEO.
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Figura 6. Efecto antimicrobiano de peliculas comestibles contra la microflora
bacteriana (A) y fungica (B) nativa de pepino. Lineas punteadas indican carga
microbiana inicial. Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).

35



5

Crecimiento de S. Typhimurium y E. coli (log UFC/mL)

O - T T T
) > o > O O O
WO el \ et
o) C ‘\\066 W e ¢ &"Pg// e ©
QY Q c® Q¥
o

Tratamientos

Figura 7. Efecto antibacteriano de peliculas comestibles contra S. Typhimurium
(A) y E. coli O157:H7 (B). Lineas punteadas indican carga bacteriana inicial.
Diferentes literales indican diferencias significativas (p<0.05).
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En la Figura 8 se puede observar que las peliculas de quitosano-AEO
presentaron un efecto fungicida, inhibiendo completamente el crecimiento de A.
alternata. Se puede observar que la pelicula de quitosano-cera-AEO redujo los
conteos de A. alternata 1.67 log UFC/mL con respecto al testigo después de 5
dias de incubacion. Por otra parte, las peliculas de cera no mostraron tener un
efecto en la inhibicion del crecimiento de A. alternata, observandose un
crecimiento de 7.23 log UFC/mL, el cual fue significativamente superior a los
demas tratamientos y el testigo. No se observaron diferencias entre las
peliculas de quitosano, cera-AEO vy el testigo, las cuales presentaron una carga
fungica en el rango de 4.86-5.04 log UFC/mL a los 5 dias de incubacion a 25
°C.

El potencial antimicrobiano observado de las peliculas de quitosano-AEO contra
los microorganismos probados es atribuido a la capacidad que posee cada uno
de los componentes para inhibir el crecimiento microbiano. Se ha planteado la
hipotesis que el efecto antibacteriano del quitosano es mediante la interaccion
de los grupos amino presentes en su estructura con fosfolipidos de la
membrana celular bacteriana, lo cual conlleva a la desestabilizacion de la
misma y pérdida de constituyentes celulares. Por otro lado, la actividad
antimicrobiana del AEO, es atribuida principalmente a los monoterpenos
aromaticos, carvacrol y timol (Kordali et al., 2008). Como se mencioné
anteriormente, su mecanismo no es bien conocido; sin embargo, diferentes
estudios sugieren que carvacrol y timol pueden desintegrar la membrana
externa de las bacterias. Esto provoca la liberacion de los componentes
lipopolisacéaridos, y por lo tanto incrementa la permeabilidad en la membrana
citoplasmatica y consecuentemente cambia la permeabilidad pasiva de la célula
(Guarda et al., 2011).

Resultados similares fueron reportados por Zivanovic et al., (2005) quienes
evaluaron el efecto antimicrobiano de peliculas de quitosano incorporadas con
AEO contra varias cepas como E. coli, L. monocytogenes, S. enteriditis, B.

cereus y S. aureus. Estos autores reportaron que las peliculas de quitosano
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Figura 8. Efecto antifungico de peliculas comestibles contra A. alternata. Linea
punteada indica carga fungica inicial. Diferentes literales indican diferencias
significativas (p<0.05).
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redujeron 2 log el crecimiento de L. monocytogenes, mientras que las mismas
enriquecidas con 1 y 2% de AEO disminuyeron los conteos de L.
monocytogenes (3.6 y 4 log) y E. coli (3y 3 log). El potencial antimicrobiano de
peliculas de quitosano adicionadas con otros aceites esenciales ya ha sido
reportado en la literatura. Ruiz-Navajas et al., (2013) incorporaron aceite
esencial de Thymus piperella en peliculas de quitosano y observaron una
reduccion significativa del crecimiento de Serratia marcenscens y Listeria
innocua. Asimismo, Altiok et al., (2010) evaluaron el efecto antibacteriano de
peliculas de quitosano adicionadas con aceite esencial de tomillo (1.2%) y
observaron una inhibicion del crecimiento de E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa y S. aureus. Por otro lado, la incorporacion del AEO y sus
compuestos monoterpénicos principales en peliculas comestibles ha sido
reportado en la literatura por algunos autores como Du et al., (2008) quienes
reportaron que peliculas de puré de manzana incorporadas con carvacrol (1%)

inhibieron el crecimiento de E. coli O157:H7.

Estudios in vitro han mostrado que la combinacion de quitosano (10 mg/mL) y
aceite esencial de tomillo (0.3 mg/mL) tiene un efecto fungicida sobre R.
stolonifer, inhibiendo el crecimiento micelial, la germinacién de esporas y el
proceso de esporulacién (Alvarado, 2009). El quitosano también ha mostrado
actividad fungicida contra varios hongos como B. cinerea, Fusarium oxysporum,
Drechstera sorokiana, Micronectriella nivalis, Piricularia oryzae, Rhizoctonia
solani y Trichophyton equinum. Como se menciond anteriormente, la estructura
policationica de este compuesto en un factor clave de sus propiedades
antifangicas (Martinez-Camacho et al., 2010). También, se ha planteado la
hipétesis que el quitosano puede tener un posible efecto en la sintesis de
algunas enzimas. Estudios recientes han mostrado que el quitosano no sélo es
efectivo en detener el crecimiento del patdgeno, sino que también induce
cambios morfologicos, alteraciones estructurales y desorganizacion molecular

de las células fungicas (Rabea et al., 2003; Martinez-Camacho et al., 2010).
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Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FT-IR)

En la Figura 9 se muestran los espectros de infrarrojo de las peliculas de
quitosano, cera y quitosano-cera en el rango de longitud de onda de 4000-400
1/cm. Puesto que el grado de desacetilacion utilizado en este estudio fue de 75-
85%, se puede observar a una frecuencia alrededor de 1602 1/cm el pico del
estiramiento C=0 (amida 1) y los picos de la flexion del grupo N-H (amida Il) a
los 1554 cm™ para la pelicula de quitosano. Estos picos representan la
estructura de la N-acetilglucosamina, que se podria encontrar en quitosano con
un menor grado de desacetilacion (Balau et al.,, 2004). Asimismo, a una
frecuencia de 3334.3 se observa la banda de absorcion correspondiente al
estiramiento del grupo hidroxilo O-H. Sin embargo, cuando se adiciona cera a la
pelicula de quitosano (quitosano-cera) se puede observar claramente un
desfase en la banda de absorcidén correspondiente al estiramiento del grupo O-

H (AOH= 50) hacia frecuencias mas altas (efecto hipsocrémico).

Por otra parte, en la Figura 10 y 11 se observan los espectros de infrarrojo del
AEO vy las peliculas de quitosano-AEO, cera-AEO y quitosano-cera-AEO. Al
adicionar AEO a la pelicula de quitosano, se produce también un desfase en las
bandas de absorcion del enlace O-H y C=0. Este mismo comportamiento fue
observado en la pelicula de quitosano-cera-AEO, donde los maximos de
absorcion de los enlaces O-H, C=0 y N-H se ven desplazados hacia
frecuencias mas altas (AOH= 7.7 y 44.85, y ANH= 14). Es importante resaltar
que las sefiales de mayor interés son las correspondientes a los grupos O-H y
N-H, ya que cambios en estos grupos estan directamente ligados con cambios
en las propiedades de barrera y antimicrobianas. La poca disponibilidad del
grupo O-H debido a interacciones podria conllevar a una disminucion de la
absorcion de moléculas de agua y por lo tanto, disminuir la permeabilidad.

Asimismo, se sabe que la actividad antimicrobiana del aceite esencial esta
relacionada con los grupos hidroxilo activos de sus componentes principales,

carvacrol y timol, los cuales pueden disminuir su efecto por la interacciéon con
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Figura 9. Espectros FT-IR de las peliculas de quitosano, cera y quitosano-cera,

donde se muestran interacciones entre los grupos O-H y C=0 del quitosano y
componentes lipidicos de la cera.
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Figura 10. Espectros FT-IR del AEO y las peliculas de quitosano y cera

adicionadas con AEO, donde se muestran interacciones entre los grupos O-H 'y
N-H del quitosano y O-H de los terpenos del AEO.
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Figura 11. Espectro FT-IR de pelicula de quitosano-cera-AEO donde se
muestra la aparicion de nuevas bandas de absorcion e interacciones entre los
grupos N-H, O-H y C=0 del quitosano con componentes del AEO y cera.
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componentes del sistema. Como se menciond anteriormente, la actividad
antimicrobiana del quitosano estd relacionada con su capacidad de
interaccionar con componentes celulares por medio de sus grupos N-H, por lo
tanto, cualquier interaccidon en este sitio puede conllevar a la disminucion de su
potencial antimicrobiano. Es bien sabido que cuando existen cambios en los
espectros de absorcién (cambio en la frecuencia y forma de la sefial) estos se
pueden correlacionar con posibles interacciones entre sus componentes
(Kazarian et al., 1996).

La teoria para explicar la formacion de puentes de hidrogeno intermoleculares
por medio del desfase de una banda caracteristica, yace en la Ley de Planck.
Primeramente, la aparicion de la sefial asignada por un enlace dado, en este
caso enfoquemos la atencion en el enlace O-H, se da por la vibracién de los
atomos participantes en tal unién al ser expuesto al haz de luz infrarroja,
presentando una sefial en el espectro a una frecuencia (v) dada. Considerando
lo anterior, la ley de Planck relaciona la energia vibracional del enlace causado
por la incidencia del haz infrarrojo mediante la férmula: E=hv, donde h es la
constante de Planck (6.62606896 x 10-34 J s). Por lo anterior, al darse un
desfase en la frecuencia de la sefial de los grupos O-H y N-H del quitosano al
incorporar AEO, se asume que estos grupos estan siendo compartidos

mediante puentes de hidrogeno.

Resultados similares fueron reportados por Pranoto et al., (2005) quienes
observaron bandas de absorcién del grupo O-H a 3400 1/cm. Asimismo,
también observaron bandas de absorcion de 1550 a 1590 1/cm
correspondientes a los grupos aminos del quitosano. Sin embargo, estos
autores reportan que no se observd un desfase o aparicion de bandas de
absorcion tras la incorporaciéon de aceite esencial de ajo. Es importante resaltar
que la espectroscopia de infrarrojo también es una técnica Uutil para la
determinaciéon del porcentaje de acetilacién del quitosano (Brugnerotto et al.,
2001). Por lo tanto, de manera adicional se pudo obtener dicho parametro

utilizando de los espectros de infrarrojo, tomando en cuenta la relacién existente
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entre las absorbancias netas de las bandas de absorciébn a 1320 y 1420,
obteniéndose un porcentaje de acetilacion de 13.97. Este valor hace referencia
a un 86.03% de desacetilacion, el cual es similar a lo reportado por la casa
comercial de la cual se obtuvo el quitosano utilizado en el presente estudio. Es
muy importante tomar en cuenta este parametro debido a que entre mayor sea
el grado de desacetilacion, mayor serd el nimero de grupos aminos distribuidos

en las cadenas del quitosano capaces de ejercer un efecto antimicrobiano.

Evaluacion del Efecto de la Aplicacion de los Recubrimientos Comestibles sobre

la Deshidratacion y Deterioro Microbiano de Pepino

Pérdida de Peso

En la Figura 12 se muestran los resultados de pérdida de peso de pepinos
recubiertos almacenados a 10 °C durante 15 dias. Se puede observar que
todos los pepinos recubiertos perdieron peso de manera constante durante el
tiempo de almacenamiento. Al dia 15 de almacenamiento, los pepinos
recubiertos con cera y cera-AEO presentaron la menor pérdida de peso (5.48 y
6.93%, respectivamente) con respecto al testigo (7.10%) y los pepinos
recubiertos con quitosano (7.18%), quitosano-cera (7.42%), quitosano-AEO
(7.65%) y quitosano-cera-AEO (8.03%). Sin embargo, los pepinos recubiertos
con cera redujeron la pérdida de peso de manera significativa (p<0.05) con
respecto al testigo y los demas tratamientos de manera global durante todo el
periodo de evaluacién. De manera general, se observo que las tasas de pérdida
de peso estuvieron en el rango de 1.11-1.35 g por dia. La menor pérdida de
peso observada para los recubrimientos de cera es atribuida a las buenas
propiedades de barrera a la transmision de agua que presentan los
recubrimientos lipidicos, debido a la naturaleza hidrofébica de sus

constituyentes.
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Figura 12. Pérdida de peso de pepinos frescos recubiertos con cera, quitosano,
quitosano-cera, cera-AEO, quitosano-AEO y quitosano-cera-AEO almacenados
a 10 °C durante 15 dias. Medias + DE, n=9. *Diferentes literales indican
diferencias significativas (p<0.05) en base al efecto global de Ilos
recubrimientos.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Baldwin et al., (1999) quienes
evaluaron el efecto de la aplicacion de dos recubrimientos, uno a base de
celulosa y otro de cera de carnauba, sobre mango fresco almacenado a 10 °C y
90% H. R. Estos autores reportaron que el recubrimiento de cera de carnauba
redujo significativamente la pérdida de peso comparado con los mangos no
recubiertos y el recubrimiento a base de celulosa. Por otra parte, Chiumarelli y
Ferreira (2006) observaron una tendencia similar en la pérdida de peso a lo
encontrado en el presente estudio donde tomates no recubiertos presentaron
una pérdida de peso de 3.41% con respecto a los frutos recubiertos con cera de

carnauba (1.63%) después de 15 dias de almacenamiento a 12.5 °C.

De manera similar, Davila-Avifia et al., (2011) reportaron que la aplicacion de
recubrimientos lipidicos como la cera de carnauba y aceite mineral redujeron la
pérdida de peso de tomate fresco, sin embargo, esta disminucién soélo fue
significativa para el recubrimiento de aceite mineral. Esta diferencia con
respecto a lo observado en el presente trabajo puede ser atribuido a la diferente
composicion de las formulaciones comerciales de cera de carnauba. Se ha
reportado que las propiedades de barrera al agua de esta y otras ceras son muy
buenas y su permeabilidad al vapor de agua es hasta 10 veces menor que la de
peliculas de lecitina, 25 veces inferior a las de la mayoria de los aceites y entre
100 y 200 veces inferior a la permeabilidad de las peliculas de polisacéaridos
(Guilbert et al., 1995).

El recubrimiento de quitosano no mostré tener un efecto en disminuir la pérdida
de peso de pepino, lo cual era de esperarse dadas las caracteristicas
hidrofilicas del material por lo cual las pérdidas ascendieron al 3.5%. Al
incorporar la cera al recubrimiento de quitosano se esperaba una mejora en las
propiedades de barrera dada la naturaleza lipofilica de la cera; sin embargo, se
pudo observar que no existieron diferencias (p=0.05) entre los recubrimientos
de quitosano, quitosano-AEO, quitosano-cera, cera-AEO y quitosano-cera-AEO,
presentando tambien pérdidas superiores al 3.5%.
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Los resultados antes descritos son diferentes a lo reportado por Velickova et al.,
(2013) quienes describen que tras la incorporacion de una segunda capa de
recubrimiento a base de cera de abeja se mejoraron las propiedades de barrera
a la transmision de agua de peliculas de quitosano. Esto puede ser atribuido al
elevado punto de fusion de las ceras, las cuales, cuando se encuentran como
una fase dispersa son mas fragiles e inestables (Bosquez-Molina et al., 2003).
Asimismo, es claro que su estabilidad y consistencia son fuertemente
dependientes de la temperatura, donde temperaturas bajas pueden provocar su
cristalizacion (Endlein y Peleikis 2011). Esto pudo observarse claramente en
imagenes microscopicas tomadas de la superficie del fruto de pepino (Figura
13), donde se observa que los frutos que fueron cubiertos con cera presentaron
cristalizacion en diferentes partes de la superficie del fruto al almacenarse a 10
°C. Adicionalmente, se pudo observar que la incorporacion de la cera sobre el
pepino recubierto con quitosano conllevo a una poca homogeneidad del sistema

lo que podria relacionarse con la poca eficacia del recubrimiento bicapa.

Efecto Antimicrobiano de Recubrimientos Bicapa de Cera de Carnauba-
guitosano adicionadas con AEO

En el Cuadro 4 se muestra el efecto de los tratamientos sobre la carga
bacteriana de pepino almacenado a 10 °C durante 15 dias. Se puede observar
claramente un descenso de la carga microbiana por efecto de la aplicacion de
los recubrimientos al dia 0, asimismo, se muestra un ligero aumento al dia 3 de
almacenamiento, presentando todos los tratamientos un crecimiento bacteriano
menor al testigo. Sin embargo, al dia 6 de almacenamiento, los recubrimientos
de cera, cera-AEO y los recubrimientos bicapa presentaron un incremento en la
carga bacteriana con valores en el rango de 5-7 log UFC/g. Por otra parte, los
recubrimientos de quitosano y quitosano-AEO mantuvieron la carga bacteriana
por debajo de los 5 log UFC/g. Sin embargo, al dia 9 y 12 de almacenamiento,

este efecto antibacteriano se vio disminuido en los recubrimientos de
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Figura 13. Efecto de la temperatura de almacenamiento (25 y 10 °C) sobre la
superficie de pepino recubierto con cera, asi como falta de homogeneidad de la
pelicula de quitosano-cera sobre la superficie del fruto (regiones marcadas con
flechas). Imagenes tomadas con microscopio estereoscépico Olympus SZX12 a
una magnitud de 0.7-9x.
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Cuadro 4. Efecto antibacteriano de peliculas comestibles en pepinos
almacenados a 10 °C durante 15 dias.

Dias log UFCl/g
Testigo Cera Quitosano Quit-cera Cera- Quit-  Quit-cera-
AEO AEO AEO
Inicial 6.70 6.70 6.70 6.70 6.70 6.70 6.70
0 a b b b b b b
6.70 4.44 3.81 4.62 4.94 3.76 4.80
3 c b a ab ab ab ab
6.0 5.45 4.80 4.90 5.36 5.20 4.96
6 b c a a c a a
5.90 6.97 4.80 5.0 6.98 4.85 5.09
9 bc c a ab c c abc
5.23 5.54 4.70 4.85 5.34 5.51 5.1
12 c ab a c [ bc bc
6.19 5.39 5.22 5.99 6.30 5.73 5.80

15 d c a bc [ b b
7.37 6.90 5.78 6.68 6.89 6.39 6.56

Diferentes literales en filas indican diferencias significativas (p<0.05), n=4.
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quitosano-AEO, observandose un incremento de la carga bacteriana hasta el
final del tiempo de almacenamiento. El recubrimiento de quitosano fue el
tratamiento que de mejor manerala proliferacion bacteriana durante el periodo
de evaluacion. Durante los 15 dias de almacenamiento, el recubrimiento de
quitosano fue el que provoco el menor crecimiento bacteriano (4.83 log UFC/q)

en comparacion con el testigo (6.23 log UFC/g) y los demas tratamientos.

Estos resultados pueden ser atribuidos al efecto antibacteriano que posee el
quitosano y el AEO. Se hipotetiza que el efecto antibacteriano del quitosano es
atribuido a la interaccion de los grupos amino presentes en su estructura con
fosfolipidos presentes en la membrana celular bacteriana, lo cual conlleva a la
desestabilizacion de la misma y pérdida de constituyentes celulares. Sin
embargo, se sabe que cuando se tienen sistemas multicomponente se pueden
llevar a cabo interacciones entre los grupos funcionales de los componentes de
recubrimiento o bien con la superficie del sistema estudiado, provocando un
bloqueo de sitios activos y por lo tanto una disminucién del efecto antibacteriano
(Pranoto et al., 2005).

Como pudimos observar anteriormente, los espectros de FT-IR de las peliculas
mostraron interacciones entre el quitosano, cera y AEO. Particularmente, la
pelicula de quitosano-cera mostrod interacciones en los grupos O-H, lo cual haria
suponer que los grupos amino del quitosano se encuentran libres para ejercer
su efecto; sin embargo, esto no fue asi, ya que se observé un incremento de
microorganismos después del sexto dia de almacenamiento. A pesar de las
propiedades antimicrobianas del quitosano, este no tiene la capacidad de
difundirse; por lo tanto, solo los microorganismos en contacto directo con los
sitios activos del quitosano pueden ser inhibidos (Figura 14) (Coma et al.,
2002). En base a esto podemos decir que la aplicacion de cera sobre el
quitosano condujo a un impedimento estérico entre los sitios activos del
quitosano y las bacterias. Por otra parte, los componentes del AEO son
altamente volatiles, los cuales al 6 dia de almacenamiento pudieron haberse

volatilizado.
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Figura 14. El efecto antibacteriano del quitosano se da por con el contacto
directo de sus sitios activos con los microorganismos.
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Los resultados obtenidos son similares a lo reportado por Poverenov et al.,
(2014) quienes evaluaron el efecto antimicrobiano de peliculas bicapa de
quitosano-alginato y los mismos de manera individual sobre el crecimiento de
mesofilos aerobios en melones almacenados a 6 °C durante 14 dias. Estos
autores reportaron que la pelicula de quitosano tuvo un mejor efecto
antimicrobiano de manera individual que cuando se combinaba con alginato
reduciendo el conteo de mesofilos aerobios 2.27 y 1.08 log UFC/g con respecto
al testigo y el recubrimiento bicapa al final del almacenamiento,

respectivamente.

El efecto antimicrobiano del quitosano observado en el presente estudio
(reduccion de 1.96 log UFC/g) fue similar a lo reportado por Durango et al.,
(2006) quienes observaron una reduccion de 1.34 log UFC/g de mesdfilos
aerobios tras la aplicacion de recubrimientos de quitosano en zanahoria
almacenada a 10 °C durante 15 dias. También, Moreira et al., (2011) reportan
qgue la aplicacion de recubrimientos de quitosano sobre floretes de brécoli
almacenados a 7 °C por 20 dias redujeron de manera significativa las cuentas
de mesdfilos aerobios comparados con el testigo no recubierto. De manera
similar, Alvarez et al., (2013) reportaron que la aplicacion de recubrimientos de
quitosano (10 y 20 g/L) sobre floretes de brocoli produjeron una reduccién
significativa del conteo de mesoéfilos aerobios (2.5-3 log UFC/g) comparado con
el testigo no recubierto entre el dia 2 y 7 de almacenamiento a 7 °C.

En el Cuadro 5 se muestra el conteo de hongos y levaduras de pepinos con
recubrimientos comestibles y almacenados a 10 °C durante 15 dias. Se puede
observar que todos los pepinos recubiertos presentaron una carga de hongos y
levaduras similar (p=0.05) al inicio del almacenamiento, siendo los pepinos
recubiertos con quitosano-AEO los que presentaron los recuentos mas bajos
(1.82 log UFC/mL). La carga fungica inicial de los pepinos testigo fue
significativamente diferente a los recubiertos con cera, quitosano, quitosano-
cera, quitosano-AEO y quitosano-cera-AEO, presentando un crecimiento de
3.58 log UFC/g.
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Cuadro 5. Conteo de hongos y levaduras de pepinos recubiertos con peliculas
comestibles almacenados a 10 °C durante 15 dias.

Dias log UFC/g*
Testigo Cera Quitosano  Quit- Cera- Quit- Quit-
cera AEO AEO cera-AEO
0 3.58°  2.30% 214  218® 272 1.82% 1.872
3 5.07°  5.22° 3.72° 4.12%° 469" 410  4.27*°
6 430°  3.53? 3.0 - 3.372 - 3?
9 4.25° - 3.20? - 3.07* 4.13° -
12 4.98° 3? 4.12° 3.0 4.05° 3? -
15  5.02° 3.55% 3.94° - 3.30% 3? 3.69%

- Menor a 250 UFC/g. Diferentes literales en filas
significativas (p<0.05).

indican diferencias
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Al dia 3 de almacenamiento, los pepinos recubiertos con quitosano mostraron el
menor contenido de hongos y levaduras (3.72 log UFC/g) con respecto a los
demas tratamientos y al testigo, los cuales presentaron un crecimiento de
microorganismos en el rango de 4.10-5.22 log UFC/g. Un comportamiento
similar se observo al dia 6 de almacenamiento en donde los pepinos cubiertos
con gquitosano-AEO y quitosano-cera no presentaron crecimiento de hongos y
levaduras, y los pepinos testigo presentaron cuentas superiores a 4 log UFC/g.
Al final del tiempo de almacenamiento, todos los tratamientos presentaron un
crecimiento similar de hongos y levaduras. Los pepinos cubiertos con
guitosano-cera no presentaron crecimiento microbiano, mientras que los
pepinos cubiertos con quitosano-AEO presentaron la carga mas baja (3 log
UFC/g).

Es importante resaltar que soOlo se encontraron diferencias entre los
recubrimientos quitosano-AEO, quitosano y el testigo. El efecto antifingico de
las peliculas de quitosano fue similar a lo reportado por El Ghaouth et al.,
(1992) quienes encontraron que recubrimientos de quitosano (2%) controlaron
la infeccién por B. cinerea en tomates. Estos mismos autores observaron que
fresas cubiertas con quitosano al 1.5% presentaban un 60% menos deterioro
por B. cinerea que el testigo a los 14 dias de almacenamiento (El Ghaouth et
al., 1991). Por otra parte, Romanazzi et al., (2002) reportaron que la reduccion
de este mismo microorganismo en uvas cubiertas con quitosano fue atribuida a
la combinacion de las propiedades del polimero como antifingico y a su
capacidad de estimular mecanismos de defensa como la activacion de quitinasa

y la sintesis de fitoalexinas.
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CONCLUSION

La incorporacion de cera fue el factor que determind la reduccion de la TVA,
disminuyendo la permeabilidad de la pelicula de quitosano. Por otro lado, las
peliculas de quitosano-AEO afectaron el crecimiento in vitro de todos los
microorganismos evaluados. Los recubrimientos de cera y cera-AEO
provocaron la menor pérdida de peso de pepino con respecto a los demas
tratamientos; sin embargo, en el sistema quitosano-cera-AEO no se observo tal
efecto. Los recubrimientos comestibles causaron una disminucion de la carga
microbiana en pepino fresco, siendo los recubrimientos de quitosano los que
disminuyeron este parametro de manera significativa. Las diferencias entre las
propiedades de barrera al agua y al crecimiento de microorganismos de los
componentes individuales del sistema en comparacion con su combinacion
pueden atribuirse a las posibles interacciones entre estos, lo cual fue

evidenciado por los ensayos de infrarrojo.
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