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Resumen

En este trabajo se evalud el efecto de quitosano a diferentes pesos moleculares (alto, medio y bajo peso molecular) en
la elaboracion de peliculas antimicrobianas., incorporando aceites esenciales (AE) y extractos funcionales (EF), de comino
(Cuminum cyminum L.), clavo (Eugenia caryophyllata) como agentes antimicrobianos. La actividad Antimicrobiana de los AE
y EF se evalué mediante la determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y bactericidas (CMB) contra:
Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Bacillus cereus (ATCC 11778) y Listeria monocytogenes. Los AE y EF seleccionados con base a los resultados microbioldgicos,
fueron incorporados en una matriz polimérica de quitosano a diferentes pesos moleculares, y la actividad antimicrobiana de las
peliculas fue evaluada por la técnica de difusién en agar. Los resultados obtenidos indicaron que los AE y EF que presentaron
las mejores CMIs frente a todas las bacterias fueron: comino a 750 mg/L, clavo a 500 mg/L, comino-E; a 750 mg/L, clavo-E;
a 500 mg/L. Se encontré que peliculas plasticas de quitosano con cada uno de los diferentes pesos moleculares estudiados y los
AE y EF seleccionados, requieren concentraciones mayores a 1000 mg/l de los AE y EF sobre las soluciones filmogénicas para
inhibir el crecimiento bacteriano. Se determind que las peliculas de quitosano a bajo peso molecular con una concentracién de
2% de AE de clavo y clavo-E7 presentan actividad antimicrobiana sobre la mayoria de las cepas probadas.

Palabras clave: peliculas antimicrobianas, quitosano, peso molecular, aceites esenciales.

Abstract

In this work were evaluated the effect of different molecular weight of chitosan (high, medium and low molecular weight)
in the elaboration of antimicrobial films incorporating essential oils (AE) and functional extracts (EF) of cumin (Cuminum
cyminum L.) and clove (Eugenia caryophyllata) as antimicrobial agents. The Antimicrobial activity of AE and EF were
evaluated by determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
against Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888), Salmonella typhimurium, (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus cereus (ATCC 11778) and Listeria monocytogenes. Based on the MIC/MBC results, essentials oils and
functional extracts were selected to prepare edible films based on chitosan polymeric structure. The antibacterial effect of the
edible films prepared was further evaluated by zone of growth inhibition against the same foodborne pathogens. Results showed
that the AE and EF with best CMIs results were: cumin (750 mg/L), clove (500 mg/L), cumin-£E7 (750 mg/L), and clove-E7 (500
mg/L). It was determined that the films of low molecular weight chitosan with a concentration of 2% of EO of clove and clove
E; have antimicrobial activity against most strains tested.

Keywords: antibacterial activity, chitosan, molecular weights, essentials oils.
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1 Introduccion

La seguridad alimentaria es un tema cada vez mds
importante, independientemente de los avances en
la salud publica y en la conservacién de productos
alimentarios (Longinos y col. 2005). Los tltimos
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
han impulsado la busqueda de formas innovadoras
para inhibir el crecimiento microbiano en alimentos
y una opcién es utilizar empaques que proporcionen
un mayor margen de seguridad y calidad. Estas
tecnologias podrian desempefiar un papel importante
para extender la vida de anaquel de alimentos y
reducir el riesgo de contaminacién por la presencia de
microorganismos patégenos (Appendini y Hotchkiss,
2002). Los empaques antimicrobianos son una
forma de empaques activos, a los que se les
afiade una sustancia activa que permite mejorar la
funcionalidad de estos, ademds, se considera que
cuando se incorporan agentes antimicrobianos a un
polimero, el material limita o impide el crecimiento
microbiano. Los agentes antimicrobianos pueden ser
compuestos sintéticos (agregados intencionadamente
a los alimentos) o de origen natural (Alzamora y col.
2000). Entre las alternativas naturales se encuentran
los aceites esenciales (AE), los cuales presentan
principios activos quimicos como hidrocarburos
terpénicos, aldehidos, d4cidos, alcoholes, fenoles,
ésteres, cetonas, entre otros (Ortufio, 2006). Algunos
AE son reconocidos por su actividad antimicrobiana,
y recientemente se propone incorporarlos en los
empaques para alimentos (Longinos y col. 2005).
Los métodos de obtencion de Aceites Esenciales mds
utilizados son: la hidrodestilacién, que se utiliza con
frecuencia para aislar y purificar aceites naturales
a partir de sus fuentes biolégicas (Ocampo y col.
2008), y la extraccion con disolventes derivados del
petréleo, sin embargo, ésta presenta el inconveniente
del empleo de disolventes téxicos, que son en muchos
casos peligrosos en su manejo (Ortuiio, 2006). Una
alternativa actual a esta problemdtica, es el uso
de co-solventes de origen natural en el proceso de
hidrodestilacion, proceso llamado co-hidrodestilacion.
En éste, los co-solventes son empleados para facilitar
e incrementar la extraccion de moléculas presentes
en las fuentes bioldgicas. Es importante mencionar
que los solventes de origen vegetal, como los ésteres
etilicos de 4acidos grasos, encuentran un lugar cada
vez mds importante, debido a sus caracteristicas, como
su solubilidad y a su casi total biodegradabilidad,
asi como su ausencia de irritabilidad y toxicidad
(Hernandez-Ochoa y col. 2010). Los materiales

mas utilizados en los empaques para alimentos son
los polimeros de origen petroquimico, debido a su
gran disponibilidad, su bajo costo y caracteristicas
favorables de funcionalidad, como extensibilidad y
fuerza de traccion. En la actualidad, se estudia a
los polimeros biodegradables como materiales para
elaborar este tipo de empaques (Tharanathan y Kittur,
2003). Una alternativa, es el empleo de quitosano
como biopolimero para la formacién de peliculas
biodegradables, ya que la mayoria de sus propiedades
mecdanicas son comparables a las de muchos polimeros
de peliculas comerciales. Ademds, las propiedades
antimicrobianas del quitosano y sus derivados, han
recibido mucha atencién en los tltimos afios (Harish y
Tharanathan, 2007). Este compuesto natural obtenido
por desacetilacion de la quitina, es un polisacarido
catiénico formado de unidades de glucosamina con
uniones B (1-4) (Hirano y Nagao, 2005, Pulido
y Beristain, 2010). Se ha demostrado que el
quitosano reduce el crecimiento en un amplio rango
de hongos y bacterias, ademas, induce mecanismos
de defensa, tales como las fitoalexinas y aumento en
la actividad de enzimas quitinasas. Sin embargo, la
funcionalidad y actividad del quitosano depende de
sus caracteristicas fisicas, como el peso molecular y
el grado de acetilacién (Simpson y col. 1997, Sobral
y col. 2008). El propdésito de este trabajo fue evaluar
el efecto del quitosano a diferentes pesos moleculares
(alto, medio y bajo) en la elaboracién de peliculas
antimicrobianas., incorporando aceites esenciales y
extractos funcionales, de comino (Cuminum cyminum
L.) y clavo (Eugenia caryophyllata) como agentes
antimicrobianos.

2 Materiales y métodos

2.1 Materiales

La materia vegetal utilizada fue comino (Cuminum
cyminum L.) y clavo (Eugenia caryophyllata),
suministradas por Comercial Cordona de la Ciudad
de Chihuahua. El quitosano a diferentes pesos
moleculares:  bajo (50,000-190,000 Da) medio
(190,000-310,000 Da) y alto (310,000-375,000 Da)
fue adquirido en Sigma-Aldrich, asi como los ésteres
etilicos de dcidos grasos que se utilizaron en el proceso
de co-hidrodestilacion como co-solventes, los cuales
fueron caproato de etilo (Eg) y heptanoato de etilo
(E7). Las cepas empleadas en el estudio fueron:
Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus
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(ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 11778) y
Listeria monocytogenes, obtenidas de la coleccién de
cultivos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad Auténoma de Chihuahua.

2.2 Extraccion de aceites esenciales (AE) y
extractos funcionales (EF)

Las especias comino y clavo se sometieron
individualmente al proceso de destilacion utilizando
el aparato modificado de Schilcher. Se utilizaron
dos métodos para la obtenciéon de los extractos:
hidrodestilacién, para los aceites esenciales y co-
hidrodestilacién, para los extractos funcionales.
En el primero de ellos, la materia vegetal fue
sumergida en agua, en donde el sistema fue calentado
hasta la temperatura de ebulliciéon del agua. En
el segundo método la materia vegetal se puso en
contacto con agua y ésteres etilicos de 4cidos grasos
como cosolventes. Los ésteres que se utilizaron
fueron caproato de etilo (E¢) y heptanoato de etilo
(E7), los cuales fueron seleccionados en base a
estudios preliminares que mostraron su aporte a las
caracteristicas fisicoquimicas a las peliculas. Fl
sistema también fue calentado hasta ebullicién y la
mezcla homogénea integrada por el aceite y el éster,
se denominé extracto funcional (EF). Las condiciones
de operaciéon empleadas en la co-hidrodestilacion
dependieron de la materia vegetal y se basaron en
lo reportado por Herndndez-Ochoa y col. (2011). Para
ello se utilizaron 200 g de materia vegetal, 4 L de
agua y 20 mL de éster etilico en el caso de la co-
hidrodestilacion. En el caso de la hidrodestilacién se
utilizaron las mismas condiciones, sin la incorporacién
del éster en el proceso.

2.3 Andlisis  microbiologicos de los
Aceites Esenciales (AE) y Extractos
Funcionales (EF)

Inicialmente se realiz6 el anélisis microbiolégico de
los aceites esenciales (AE) y extractos funcionales
(EF) que fueron incorporados a las peliculas
como agentes antimicrobianos, utilizando la técnica
descrita por Appendini y Hotchkiss (2002). Se
prepararon tubos con caldo soya tripticaseina estéril
(DIFCO) y se inocularon con 1.5 X 108 UFC/mL
de las diferentes cepas, para conseguir dicha
concentracion se suspendieron las bacterias en una
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7,2 hasta
lograr una turbidez comparable al tubo 0.5 del
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nefelémetro de McFarland. Posteriormente se
agregaron concentraciones de 50, 100, 250, 500, 750
y 1000 mg/L de una solucién concentrada de alcohol
etilico absoluto (2% v/v) (99.9% Faga Lab) con los
AE y EF. La concentracién minima inhibitoria (CMI)
se establecid observando el crecimiento (turbidez en
el medio de cultivo) en los distintos tubos después
de incubarlos 24 h a 37°C. La CMI fue la menor
concentracion que provocé una inhibicién de cualquier
crecimiento visible. Para la determinacién de la
concentracion minima bactericida (CMB) se utilizé
la técnica de extensién en superficie con varilla de
vidrio “L” posicionando 0,1 mL de cada uno de los
tubos de la prueba de CMI en los que no se detectd
turbidez (pruebas negativas), en agar soya tripticaseina
(DIFCO) incubando las cajas a 37 °C durante 24 h.
Lo anterior para realizar el conteo de las unidades
formadoras de colonias, determinando la CMB de los
microorganismos. Para las pruebas de CMI y CMB
se realizaron controles negativos de alcohol y ésteres
etilicos de 4cidos grasos utilizados como co-solventes
de extracciéon (Eg y E7). Las determinaciones se
realizaron por triplicado.

2.4 Elaboracion de peliculas antimicrobianas

Las peliculas antimicrobianas se realizaron de acuerdo
a lo publicado por Ouattara y col. (2000). Las
peliculas se prepararon disolviendo quitosano de bajo,
medio y alto peso molecular (Aldrich-Sigma) en
solucién acuosa (1% v/v) de 4cido acético (Faga
Lab). Para obtener una concentracion final al
2% (p/v), se incorpord glicerina (2%) (Faga Lab)
como plastificante y como agentes antimicrobianos
se usaron los AE y EF seleccionados en el andlisis
microbioldgico. Para la homogenizacién de todos los
componentes se utiliz6 una mezcladora de inmersién
(Bamix) a 14,000 rpm. Se vertieron 20 mL de la
solucién obtenida en cajas Petri de vidrio, las cuales
fueron colocadas en una estufa (Fisher Scientific) a
una temperatura de 60 °C durante 4 horas.

2.5 Determinacion de la  actividad
antimicrobiana de las peliculas

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de
las peliculas elaboradas con AE y EF, se emple6
la técnica de difusiéon en agar basada en el método
de Cutter (1999). Para esta técnica se estandarizo
el inéculo a una concentracién aproximada de 1 X
108 UFC/mL. Se inocularon cajas con agar soya
tripticaseina (DIFCO) empleando un hisopo con las
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suspensiones bacterianas. Se cortaron peliculas de
1 cm? de cada una de las formulaciones y con unas
pinzas se colocaron las peliculas en el centro de
la superficie del agar previamente inoculado. Cada
pelicula se presioné para asegurar contacto pleno con
dicha superficie, después las placas fueron incubadas
a 37 °C durante 24 h. Se utilizaron peliculas control,
para lo cual se examinaron peliculas de quitosano a
los tres pesos moleculares de estudio sin adicién de
antimicrobianos, con el propédsito de observar el efecto
antimicrobiano que tenia el quitosano por si s6lo.

3 Resultados y discusion

3.1 Actividad antimicrobiana de los
Aceites Esenciales (AE) y Extractos
Funcionales (EF)

Con la finalidad de observar el posible efecto
inhibitorio por parte del alcohol etilico, se realizaron
pruebas control a distintas concentraciones (50 a 2000
mg/L) de este disolvente en lugar de los AE y EF. Los
resultados del empleo de alcohol etilico demostraron
que éste inhibid a todas las bacterias a concentraciones
mayores de 1000 mg/L. Lo anterior se llevé a cabo
para asegurar que el alcohol no tuviera interferencia
sobre los resultados obtenidos en las CMI de los AE
y EF de comino y clavo. En el caso de los ésteres
etilicos seleccionados E¢ y E; como controles, se
utilizaron las concentraciones de 50,100, 250, 500,
750 y 1000 mg/L, con el propdsito de observar el
efecto sobre las bacterias. Los resultados indicaron
que el éster E¢ presentd actividad bioldgica sobre
todas las bacterias estudiadas a una concentracion
de 50 mg/L. En el caso del éster E; se encontrd
que s6lo es inhibitorio para B. cereus (ATCC 11778)
a una concentraciéon de 50 mg/L. Con base a lo
anterior, se estim6 que el éster Eg, podria tener
interferencia en la actividad antimicrobiana de los
EF con dicho éster y se estipulé que el éster E7 no
aporta ningun tipo de actividad biolégica a los AE al
tener CMB mayores de 1000 mg/L. En la Tabla 1 se
presentan las CMI y las CMB de los AE de las plantas
seleccionadas, asi como de sus extractos funcionales
con los diferentes ésteres empleados. Se encontrd que
todos los aceites esenciales y extractos funcionales
tuvieron actividad bioldgica, sin embargo, el AE de
clavo presenté mayor actividad antimicrobiana. En
general los valores de CMI para todos los AE y EF
oscilaron entre 100 y 750 mg/L. Se observé que las
bacterias Gram positivas fueron las mas sensibles,

particularmente B. cereus (ATCC 11778) el cual fue
susceptible a concentraciones bajas de los AE y
EF, esto concuerda con los resultados obtenidos por
Nychas (1995) que indica que las bacterias Gram
positivas son mds sensibles que las Gram negativas
a los compuestos antimicrobianos de AE de especias,
como los compuestos fendlicos, aldehidos, cetonas y
terpenos. En términos generales, la diferencia consiste
en que la pared celular de las bacterias Gram negativas
es mds delgada que la de las Gram positivas, y las
Gram negativas contiene una membrana externa con
un alto porcentaje de lipidos (Garcia y col., 2004).
La presencia de esta segunda membrana protege a la
pared celular (Benson, 1997), considerando que la
pared celular es esencial para mantener la integridad
de la célula (Garcia, 2005). Los resultados obtenidos
mostraron también, el potencial antimicrobiano del
AE de clavo, el cual presentd valores de inhibicion de
500 mg/L frente a todas las bacterias evaluadas. En
general, los extractos funcionales de clavo exhibieron
valores muy similares a los determinados con el
aceite esencial, a excepcién de clavo-Es contra L.
monocytogenes, ya que esta bacteria mostré mayor
resistencia a una concentracién de 750 mg/L. La
actividad antimicrobiana mostrada por el AE de clavo,
puede ser atribuible a la presencia de Eugenol, debido
a que este compuesto fendlico es responsable del
dafio en la envoltura celular bacteriana (Rhayour y
col. 2003). Otros compuestos minoritarios presentes
en el aceite esencial también poseen propiedades
antimicrobianas, como el caso del cariofileno (Ayoola
y col. 2008). Dorman y Deans (2000) afirman que la
actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se
relaciona con la composicién quimica de los mismos,
con la configuracién estructural de los compuestos
que los constituyen, con sus grupos funcionales y
con las posibles interacciones sinérgicas entre los
compuestos. En el caso del AE de comino, se observé
que E. coli O157:H7 (ATCC 43888) y S. typhimurium
(ATCC 14028) tuvieron valores de 750mg/L de CMI.
En cuanto a los extractos funcionales de comino,
se encontré que comino-Eg exhibié inhibiciéon a
concentraciones similares a las analizadas para el
aceite esencial para el caso de E. coli O157:H7 (ATCC
43888) y S. typhimurium (ATCC 14028), sin embargo,
se percibié un aumento del doble en la concentracién
para las bacterias L. monocytogenes y B. cereus
(ATCC 11778). Iacobellis y col. (2005) atribuyen la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de comino
al alto nivel de cuminaldehido, asi como a otros
compuestos minoritarios presentes como [B-pineno,
limoneno y a-pineno.
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Tabla 1. CMIs y CMBsa de los aceites esenciales (AEs) y extractos funcionales (EXs) de comino y
clavo para cada una de las bacterias patogenas estudiadas.

Bacterias
E. Coli S. Typhimurium L. monocytogenes S. Aureus B. Cereus

AEsfExs CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Comino 750 750 750 750 250 750 500 750 100 500
Comino-E¢ 750 750 750 750 500 750 750 750 750 500
Comino-E; 750 750 750 750 750 >1000 250 750 250 250
Clavo 500 500 500 750 500 1000 500 750 500 500
Clavo-E¢ 500 750 500 750 750 1000 500 750 500 500
Clavo-E; 500 500 500 500 500 >1000 500 500 250 250

“Las CMIS y las CMBs estdn expresadas en mg/L. Se realizaron tres repeticiones por concentracién para la

determinacion de la CMB.

3.2 Elaboracion de peliculas antimicrobianas

Con base a los resultados obtenidos en la
determinacién de la CMI y la CMB se seleccionaron
los AE y EF que presentaron mayor actividad
antimicrobiana contra las bacterias estudiadas. Asi
mismo, se seleccionaron las CMI dentro de las
cuales existi6 un efecto bacteriostitico. Los aceites
esenciales y extractos funcionales que mayor actividad
bioldgica presentaron fueron: comino a 750 mg/L,
clavo a 500 mg/L, comino-E7 a 750 mg/L, clavo-E7
a 500 mg/L. En la Fig. 1 se muestran las diferentes
caracteristicas observadas en las peliculas elaboradas
dependiendo del peso molecular que fue utilizado. Se
observé que las peliculas elaboradas con quitosano de
bajo peso molecular eran color amarillo/dmbar, faciles
de desprender, homogéneas y sin olor caracteristico de
los antimicrobianos incorporados. Asi mismo, se pudo
observar que las peliculas de medio peso molecular
fueron quebradizas, a excepcion de las elaboradas
adicionando aceite esencial de clavo y comino. Sin
embargo fueron las peliculas de alto peso molecular,
las que presentaron mayor resistencia al quiebre. La
mayoria de las peliculas elaboradas con medio peso
molecular fueron color amarillo/dmbar excepto las
adicionadas con aceite esencial de clavo. En el caso de
las elaboradas con alto peso molecular se encontraron
tres escalas de color diferente: amarillo/dmbar para
AE de comino y EF de comino E7, blanco con AE
de clavo y EF clavo E7 y por tltimo, transparente
utilizando quitosano control.  Las peliculas que
presentaron mayor facilidad de desprendimiento, a
alto peso molecular son en las que se adicion6 AE
de clavo, sin embargo, éstas también conservaron un
fuete olor del aceite esencial. Otras que presentaron
estas mismas caracteristicas fueron aquellas que
contenian AE de clavo, comino y EF de comino con
éster E7. A un alto peso molecular se observo, que
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todas las peliculas fueron homogéneas, excepto las
elaboradas con quitosano solo sin la incorporacion de
agentes antimicrobianos, las que presentaron mayor
facilidad al desprendimiento fueron las que contenfan
aceite esencial de clavo y el extracto funcional clavo
E7.

3.3 Actividad
peliculas

antimicrobiana de las

Se evaluaron secciones de las peliculas elaboradas
con quitosano a los diferentes pesos moleculares
incorporando los aceites esenciales y extractos
funcionales (a las concentraciones establecidas).
Se aprecié inicialmente que en la parte donde
fueron colocadas las peliculas, no existié crecimiento
bacteriano, sin embargo, lo anterior no se considerd
como un efecto inhibitorio de las peliculas, debido
a que probablemente lo que ocurrié6 fue sélo un
impedimento fisico que no permitié el crecimiento.
Una excepcidn fue el caso de L. monocytogenes, en
donde se observé crecimiento sobre algunas de las
peliculas. Los resultados obtenidos de la actividad
antimicrobiana de cada una de las peliculas evaluadas
considerando los halos de inhibicién generados,
mostraron que las peliculas de quitosano a los
tres pesos moleculares estudiados, sin adicién de
antimicrobianos (control) no exhibieron zonas de
inhibicién contra las cepas probadas, solo se percibi6
inhibicién en la parte donde fueron colocadas las
peliculas. Hosseini y col. (2008) mencionan que
independientemente de la actividad antimicrobiana de
este biopolimero debido a sus caracteristicas naturales,
el efecto antimicrobiano del quitosano ocurre sin la
migracion de agentes activos y que el quitosano no
se difunde a través del agar, por lo tanto, sélo inhibe
microorganismos en contacto directo con los sitios
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Pelicula Bajo PM

Medio PM Alto PM

Control

Aceite Esencial
Clavo

Aceite Esencial
Comino

Extracto Funcional
Clavo C,

Extracto Funcional
Comino C;

Fig. 1. Imagenes de las peliculas elaboradas con quitosano a diferentes pesos moleculares y adicionando agentes

antimicrobianos.

activos del quitosano. Con respecto a las peliculas
elaboradas con quitosano a los diferentes pesos
moleculares estudiados e incorporando los aceites
esenciales como agentes antimicrobianos, se observé
que en el caso de las peliculas de quitosano y
aceite esencial de comino sélo existi¢ inhibicién
en las peliculas elaboradas con quitosano de medio

peso molecular contra la cepa de B. cereus (ATCC
11778), determinandose por lo tanto, que las peliculas
elaboradas con este aceite esencial y su extracto
funcional no mostraron actividad antimicrobiana.
Resultados diferentes se encontraron con las peliculas
elaboradas con el aceite esencial de clavo y su extracto
funcional, como se observa en la Fig. 2.
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Bajo peso molecular Medio peso molecular Alto peso molecular

Bacteria AE Clavo EXs Clavo AE Clavo EXs Clavo AE Clavo EXs Clavo
E.coli ) _ ND ND
S. Aureus ND ND
S. Typhimurium ND ND
L. monocytogenes ND ND ND
B. cereus ND ND

ND: No se determiné inhibicion.

Fig. 2. Imagen de los halos de inhibicién generados por las peliculas elaboradas con quitosano a los diferentes pesos
moleculares y Aceite esencial (AEs) y Extracto funcional (EXs) de Clavo.

En ésta, se pueden observar los mayores didmetros
de halos de inhibicién del estudio realizado, los
cuales fueron obtenidos con quitosano a bajo peso
molecular. Se observa actividad antimicrobiana en
menor proporcién en las peliculas elaboradas con
quitosano a medio y alto peso molecular cuando
se adicion6 el aceite esencial de clavo.  Estos
resultados concuerdan con los resultados anteriores
obtenidos en las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) y minimas bactericidas (CMB), en las cuales
se observd que la mayor actividad antimicrobiana
fue obtenida con el aceite esencial de clavo y el
extracto funcional del mismo (a 500 mg/L y 750 mg/L
respectivamente). Esto puede suponer inicialmente
una buena compatibilidad entre el aceite esencial de
clavo y el quitosano a bajo peso molecular. Trabajos
realizados por algunos autores (Shafiur, 2007, Alves
y col., 2006, Zivanovic y Draughon, 2005, Simpson
y col., 1997) describen haber obtenido resultados

WWW.rmiq.org

diferentes al evaluar el efecto antimicrobiano de
quitosano, a diferente peso molecular sobre algunas
bacterias, por ejemplo, Liu y col. (2006) trabajaron
con siete diferentes pesos moleculares de quitosano,
entre 5000 Da y 9.16 x 10* Da sobre E. coli,
los resultados mostraron que se tenia mejor efecto
antimicrobiano a mayores pesos moleculares. Una
contradiccién a esto, surgié cuando estos mismos
autores trabajaron con quitosano a pesos moleculares
entre 9.16 x 10* Da y 1.08 x 10° Da, observando,
que el efecto sobre E. coli disminuyé gradualmente
al aumentar el peso molecular. Lo anterior podria
explicarse, por la dificultad del quitosano de alto peso
molecular para difundirse a través de la estructura
celular de los microorganismos evaluados, debido a
su alta viscosidad. También podria atribuirse a que
los agregados que se forman en las interacciones
entre el quitosano y la pared celular, reducen los
sitios disponibles de las moléculas de quitosano
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y por lo tanto su eficiencia antimicrobiana (Lim
y Hudson, 2003). Esto puede ayudar a explicar
el comportamiento de las peliculas antimicrobianas
obtenidas en este estudio con quitosano a los
diferentes pesos moleculares, en las cuales, se
encuentra mayor actividad en las elaboradas con
quitosano a alto peso molecular, sin embargo, es
importante considerar que la incorporacién del aceite
esencial y extractos funcionales en su elaboracion
implicaria un reacomodo estructural, influenciando las
propiedades antimicrobianas de las peliculas.

Conclusiones

Con los resultados anteriores se puede concluir que
las peliculas elaboradas con quitosano a los tres pesos
moleculares evaluados en este estudio incorporando
aceite esencial y extracto funcional de clavo como
agente antimicrobiano, fueron las que presentaron
actividad bioldgica contra las bacterias estudiadas, sin
embargo, fue a alto peso molecular que se encontraron
los mayores valores de los halos inhibicidn, esto
puede sugerir una compatibilidad entre el quitosano
de alto peso molecular, el aceite esencial y extracto
funcional de clavo en la elaboraciéon de peliculas
antimicrobianas, las cuales pueden ser consideradas
potencialmente para ser utilizadas como material de
empaque activo, y para la prevencién y control de
microorganismos patégenos en alimentos.
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