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Actividad antifungica de Lacticaseibacillus paracasei TEP8 inmovilizada en

peliculas formuladas con diferentes biomoléculas y tratadas con ultrasonido

Carlos de Jesus Cadena De Aquino

Instituto de Biociencias, Universidad Auténoma de Chiapas. Boulevard Principe Akishino sin
nimero, CP 30798, Colonia Solidaridad 2000. Tapachula, Chiapas México.

Correo-electrénico:cadena_deaquino@outlook.es

Resumen

Colletotrichum gloeosporioides es un hongo fitopatégeno que afecta la calidad postcosecha de
muchas frutas tropicales, incluida la papaya (Carica papaya L.). El uso de peliculas comestibles (PC)
conteniendo bacterias &cido lacticas (BAL) ha demostrado reducir la presencia de este fitopatdgeno,
sin embargo, su actividad es aun baja. El tratamiento fisico de las soluciones formadoras de PC
puede incrementar la actividad antifingica de las BAL atrapadas en las PC. Este estudio evalué la
actividad antifingica de Lacticaseibacillus paracasei TEP8 inmovilizada en PC elaboradas con
quitosan, almidén, goma guar y carboximetilcelulosa (CMC), sometidas a ultrasonido (US) en
tiempos variables. Se prepararon soluciones con cada biopolimero, gel de Aloe vera y glicerol como
plastificante, a las cuales se incorpord la BAL antes de su sonicacién y posterior formacion de
peliculas. Se evalud la inhibicion del crecimiento de C. gloeosporioides mediante cultivos in vitro. Las
PC basadas en quitosan y almidén con tiempos de US superiores a 5 min lograron inhibiciones
mayores al 90%, lo que sugiere que el US favorece la funcionalidad de la BAL al mejorar la
disponibilidad de nutrientes o modificar la estructura del biopolimero. En comparacion, las peliculas
sin US o sin BAL presentaron inhibiciones menores al 40%, destacando la relevancia del tratamiento
combinado.

Palabras clave:

Almidon, cavitacion, Colletotrichum gloeosporioides, quitosan, ultrasonido.



Abstract

Colletotrichum gloeosporioides is a phytopathogenic fungus that affects the postharvest quality of
many tropical fruits, including papaya (Carica papaya L.). The use of edible films (EF) containing
lactic acid bacteria (LAB) has been shown to reduce the presence of this phytopathogen, however its
activity is still low. Physical treatment of EF-forming solutions can increase the antifungal activity of
LAB trapped in EF. This study evaluated the antifungal activity of Lacticaseibacillus paracasei TEJ8
immobilized on EF made with chitosan, starch, guar gum and carboxymethylcellulose (CMC),
subjected to ultrasound (US) at variable times. Solutions were prepared with each biopolymer, Aloe
vera gel and glycerol as plasticizer, to which LAB was incorporated before sonication and subsequent
film formation. Growth inhibition of C. gloeosporioides was recorded by in vitro cultures. Chitosan-
and starch-based PCs with US times longer than 5 min achieved inhibitions greater than 90%,
suggesting that US favors LAB functionality by improving nutrient availability or modifying the
biopolymer structure. In comparison, films without US or without LAB presented inhibitions less than

40%, highlighting the relevance of the combined treatment.

Keywords:

Starch, cavitation, Colletotrichum gloeosporioides, chitosan, ultrasound



1. Introduccién

Los hongos fitopatégenos afectan a los productos vegetales en la postcosecha y aceleran su
deterioro. Esta situacion es universal, pero se agrava mas en las regiones tropicales, pues las
condiciones de temperatura y humedad son mas propicias para el desarrollo de una gran variedad
de fitopatdgenos (Godana et al., 2023). Dentro de los hongos que mas dafio causan a los productos
vegetales se encuentra Colletotrichum gloeosporioides, agente causal de la antracnosis. Esta
enfermedad es frecuente en frutos tropicales como Carica papaya L. (Pacheco-Esteva et al., 2023),
uno de los cultivos mas importantes del sur de México y cuya produccién nacional alcanzé 1 139 121
ton en 2022 (FAO, 2024).

Las dos principales estrategias usadas para reducir la contaminacion y desarrollo de los hongos en
la postcosecha son, la refrigeracién y la aplicacion de fungicidas sintéticos. Dado que estas
estrategias son costosas, tanto econdémica como ambientalmente, otras mas amigables con el
ambiente se encuentran en evaluacion con distintos frutos, reportandose distinto grado de eficacia
(Jarman et al., 2023). El uso de peliculas comestibles elaboradas con biopolimeros para la
conservacion de frutas en la postcosecha ha demostrado minimizar la pérdida de peso, la produccion
de CO2 y de etileno en frutos climatéricos, asi como mantener la firmeza y el color en diversos frutos
(Wibowo et al., 2024). Ademas, muchas peliculas son usadas de manera eficiente para contrarrestar
el crecimiento de hongos en el fruto, bien sea porque los polimeros empleados poseen actividad
antimicrobiana o; porque se adicionan diversas moléculas para proveer de esta capacidad el
segundo caso, las peliculas hacen una doble funcién, como barrera y como vehiculo (de Oliveira et
al., 2023).

El uso de peliculas o recubrimientos como vehiculos para diversas sustancias o moléculas es una
estrategia que se esta difundiendo ampliamente en la ciencia de los alimentos. Se incorporan aceites
esenciales, enzimas, compuestos antioxidantes, indicadores, antimicrobianos entre otros
compuestos (de Oliveira et al., 2023). En otros casos, las peliculas también han servido como soporte
para incorporar microorganismos (inmovilizacién) como levaduras (He et al., 2024) o bacterias acido-
lacticas (BAL) principalmente, bien sea como probitticos o como coadyuvantes en la actividad
antimicrobiana (Massoud et al., 2023; Silva et al., 2023).

La inmovilizacion de células en peliculas comestibles (PC) supone varios retos; los principales,
mantener la viabilidad, pero sobre todo la funcionalidad de las células. Ya que el método de
incorporacion en los alimentos es determinante para lograr mantener la viabilidad y funcionalidad de
estos microorganismos, en muchos de los casos se prefiere realizar inmovilizacion de las células en
matrices poliméricas (Silva et al., 2023). Las principales biomoléculas empleadas con este fin
incluyen proteinas, polisacaridos y lipidos ya sean solas o combinadas (Chang et al., 2023). También
se usan otros polimeros como almiddn, goma guar, y celulosa (Shivani et al., 2023).

Aunque la gran mayoria de los estudios se enfocan en el uso de las BAL contenidas en PC como

controladoras de bacterias que causan deterioro de los alimentos y/o que producen intoxicaciones



en los consumidores (Mufioz-Tebar et al., 2023); existen varios reportes del uso de PC conteniendo
BAL’s para el control del desarrollo de hongos fitopatdgenos in vitro. Recientemente se ha evaluado
la factibilidad de usar PC de quitosan como matrices para inmovilizar BAL, aunque solo se ha logrado
la disminucion de hasta 40% del desarrollo del hongo C. gloeosporioides (Barragan-Menéndez et al.,
2020).

Los componentes de las PC también deben fungir como fuente de nutrientes para el mantenimiento
y desarrollo de las BAL (Ceylan et al., 2023). Se ha reportado que el gel de Aloe vera esta compuesto
de polisacéridos, glicoproteinas, vitaminas, enzimas y compuestos fenélicos y fructanos con alto
grado de polimerizacion, los cuales se ha demostrado pueden promover el crecimiento de diversas
especies de Lactobacillus y Bifidobacterium (Dysin et al., 2023).

Otro factor que resulta determinante en la viabilidad y funcionalidad de las BAL es el tamafio de las
moléculas que componen la matriz de la PC. Se ha reportado que los procesos que involucran menor
tamafio de particula tienden a aumentar la viabilidad de las BAL (Misra et al., 2022). A su vez, se ha
reportado que algunos biopolimeros incluidos quitosan, almidon y carboximetilcelulosa (CMC)
pueden modificar su comportamiento en solucién debido a tratamientos con ultrasonido (US), los
cuales provocan entre otros, cambios en el alineamiento de las cadenas, en la masa molecular,
tamafio de las particulas (Du et al., 2022). Hou et al. (2018) reportan que se puede incrementar el
grado de degradacién de la CMC hasta en 18% con tratamientos de US de 30 min. Otros cambios
derivados del proceso de cavitacion (US) incluyen, ruptura de los enlaces de hidrégeno originales y
los enlaces hidrofébicos en el medio, y asi promueven la formacién y exposicion de mas centros de
reaccion; se aceleran las reacciones quimicas lo que permite que las macromoléculas se recombinen
y formen una variedad de enlaces no polares. Ademas, el US aumenta la solubilidad del material y
hace que las peliculas adopten estructuras de red mas compactas (Ji et al., 2020). Por lo tanto, el
objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antifiingica de Lacticaseibacillus paracasei
TEJ8 inmovilizada en peliculas elaboradas con diferentes biomoléculas pretratadas con distintos

tiempos de aplicacion de ultrasonido.



2. Materiales y métodos

2.1. Reactivos

Se emplearon quitosan con 85% de desacetilacion y PM=340.33 g mol* marca Sigma®, &cido lactico
al 85% (Meyer®), glicerol (Meyer®), agar dextrosa papa (ADP) marca Sigma-Aldrich®, agar MRS
marca BD Difco™, caldo MRS marca Condalab, carboximetilcelulosa (CMC) marca Sigma®, almidén
de papa soluble (ACS) marca Meyer, gomar guar saluble marca Meyer. Todas las sustancias

quimicas empleadas fueron de grado reactivo.

2.2. Material bioldgico

A partir de plantaciones en los alrededores de la ciudad de Tapachula, Chiapas, México se
obtuvieron 500 g de hojas maduras de sabila (Aloe vera), libre de dafios visibles y de signos de
enfermedad. Las hojas fueron transportadas inmediatamente al laboratorio y procesadas para
extraer el mucilago el dia del corte.

El hongo C. gloeosporioides Penz fue obtenido del cepario del Instituto de Biociencias de la
Universidad Autdbnoma de Chiapas (IBC-UNACH). Este hongo fitopatégeno fue previamente aislado
de frutas enfermas de papaya Maradol y caracterizado mediante claves dicotomicas (Vazquez-
Ovando et al., 2018). La cepa fue sub cultivada en ADP a pH 7.0 por periodos de 7 dias.

La BAL L. paracasei TEJ8 caracterizada por su capacidad antifingica (Barrios-Roblero et al., 2019)
fue obtenida del cepario del IBC-UNACH y sub-cultivada en caldo y agar MRS a pH 6.5 por periodos
de 48 h. Para obtener la biomasa necesaria para ser incorporada en las PC se preparo el pre-indculo
con una asada de BAL en tubos de ensaye de 13 x 100 mm conteniendo 3 mL de caldo MRS durante
48 h, luego el contenido se inoculdé en matraces de Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 50 mL de
caldo MRS fresco y se dejo6 en agitacion durante 48 h para alcanzar una DO de 1.8 + 0.1 equivalente

a 4 x 10° UFC mL™! (datos no mostrados).

2.3. Tratamientos

Para investigar el efecto del tipo de molécula sobre la capacidad antifingica de L. paracasei TEJ15
incorporadas en PC se emplearon cuatro polimeros (quitosan, almidén, goma guar y
carboximetilcelulosa) como molécula base de la PC. Adicionalmente a todas las formulaciones se
les adicioné glicerol como plastificante y gel de Aloe vera como prebiético (Barragdn-Menéndez et
al., 2020). Para investigar el efecto del tiempo de aplicacion de ultrasonido, las soluciones fueron
tratadas a 12 tiempos con frecuencia de 40 KHz y 500 W de potencia (Sonicador Ultrasonic
Processor©® VCX 500). Se evaluaron 48 tratamientos resultantes de la combinacion de cuatro
polimeros y 12 tiempos (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 min) méas ocho testigos (dos para
cada tipo de polimero), uno conteniendo la BAL sin ultrasonido y otro sin la BAL y sin ultrasonido,

dando un total de 56 condiciones o tratamientos (Cuadro 1).



Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos resultantes de la combinacion de cuatro polimeros base con la adicién o no

de las BAL y a distintos tiempos de ultrasonido.

No. Composicibn No. Composicion No. Composicion No. Composicion BAL TEJ8 Tiempo de US
base base base base (min)
1 15 29 43 No 0
2 16 30 44 Si 1
3 17 31 45 Si 5
4 18 32 46 Si 10
5 19 33 47 Si 15
6 .y 20 » 34 48 Carboximetil- Si 20
—— Quitosén+ —— Almidébn+ _—_ Gomaguar+ — i
7 ) 21 ) 35 ) 49 celulosa + Si 25
— glicerol+ ____  glicerol+ ____  glicerol+ ) :
8 22 36 50 glicerol + Si 30
__ Aloevera ______ Aloevera ______  Aloevera ______
9 23 37 51 Aloe vera Si 35
10 24 38 52 Si 40
11 25 39 53 Si 45
12 26 40 54 Si 50
13 27 41 55 Si 0
14 28 42 56 No 20




2.4. Elaboracion de las peliculas conteniendo L. paracasei TEJ8

Primeramente, se elaboraron las soluciones de cada uno de los polimeros evaluados. Para la
solucién de quitosan se disolvio 1% (v/v) de acido lactico en agua destilada y se dej6 en agitacion
por 10 min, enseguida se agregd 1.5% (p/v) de quitosan y se agit6é durante al menos 30 min.
Posteriormente se agreg6 30% (v/v) de gel de Aloe vera y 1.5% (v/v) de glicerol y se agit6 hasta
disolucién completa (Monzén-Ortega et al., 2018). Para la solucion de almidén se disolvié 1.5% (v/v)
de almidén en agua destilada y se dejé en agitacion por 5 min, enseguida se calenté a 95 °C y se
mantuvo a esa temperatura con agitacion durante 30 min. Posteriormente se agregé 30% (v/v) de
gel de Aloe veray 1.5% (v/v) de glicerol y se agit6é hasta disolucion completa (Arrubla-Vélez et al.,
2021). La solucion formadora de pelicula de goma guar se prepar6 disolviendo 1% (p/v) en agua
destilada, se mantuvo en agitacién por 60 min a 40 °C. Posteriormente se agreg6 30% (v/v) de gel
de Aloe vera y 1.5% (v/v) de glicerol y se agit6 hasta disolucién completa (Zhao et al., 2023). La
solucién de CMC se preparoé disolviendo 1.5% (p/v) en agua destilada, posteriormente se mantuvo
en agitacion durante 30 min a 80 °C (Ali et al., 2024). Posteriormente se agregé 30% (v/v) de gel de
Aloe vera y 1.5% (v/v) de glicerol y se agitd hasta disolucion completa. Una vez elaboradas las
soluciones, se tomaron de cada una alicuotas de 15 mL y se sonicaron (Sonicador Ultrasonic
Processor© VCX 500) segun correspondié a cada tratamiento. Para incorporar las BAL, se centrifugd
a 5880 g durante 20 min el volumen de caldo MRS con células necesario para alcanzar una
concentracién de 1 x 101° UFC-g™! de pelicula y se lavo el pellet celular dos veces con 1 mL de PBS
y se resuspendié en la solucion de PC. Luego de la homogeneizacion, se vertieron 3 mL de solucién
en placas Petri estériles (60 mm de diametro) y se dejé reposar al ambiente durante 24 h para la

formacién de la PC (Barragan Menéndez et al., 2020).

2.5. Inhibicion de crecimiento de Colletotrichum gloeosporoides

Primeramente, se resembr6 micelio del hongo en ADP a pH 7. Se esperd crecimiento completo del
hongo y se cortaron con sacabocados discos de micelio del hongo (5 mm de didmetro) para ser
colocados al centro de placas de Petri conteniendo ADP. Posteriormente, sobre el micelio se
colocaron discos de las PC de 10 mm de diametro. Las placas se incubaron a 30 °C y después de 9
dias se midio el area total del micelio. Se utiliz6 como Testigo una placa donde se puso un disco de
5 mm del hongo sin PC. A partir de estos datos, se calculd el porcentaje de inhibicion (1) del
crecimiento de C. gloeosporoides con la ecuacién, | = [(Ac — At) /Ac) (100], donde At es el area de

crecimiento del micelio y Ac es el area de crecimiento del Testigo (Li et al., 2014).

2.6. Analisis de datos
Los datos del area de inhibicién fueron considerados como variables continuas, sometidos a analisis
de varianza (ANOVA) y posterior comparacion por la prueba Tukey (a=0.05) empleando el software

InfoStat versién 2015.



3. Resultados y Discusién

De las PC elaboradas a base de quitosan (T1-T14), aquellas en donde no se aplicé ultrasonido (US)
(Tratamientos 1 y 13) asi como en la que no se adicioné L. paracasei TEP8 (Tratamiento 14);
exhibieron los valores mas bajos de inhibicién del hongo fitopatégeno (Figura 1). Del resto de los
tratamientos (T2-T12), solo el de menor tiempo de US (Tratamiento 2) fue ligeramente inferior al
resto y diferente significativamente (P<0.05). Los demas tratamientos presentaron valores de
inhibicién por arriba del 90%, lo cual en muchos casos se tradujo en inhibicién completa del desarrollo
del micelio de C. gloeosporioides (Figura 2C). Aln con lo anterior, todos los tratamientos donde se
realiz6 US y se agreg6 la BAL tuvieron valores de inhibicion de arriba del 80%, lo cual es el doble de
lo reportado por Barragan Menéndez et al. (2020) contra el mismo hongo con una PC de composicion
similar, pero sin el tratamiento de US. Aunque no se evaluaron parametros texturales de las PC,
éstas presentaron de manera general una consistencia firme, tal como reporta Monzon-Ortega et al.
(2018), muy facil de manipular (Figura 2A-B). Es notorio que los tratamientos que no contenia la BAL
(1 y 14) también presentaron actividad antifingica cercana a 40% lo que estaria revelando la
actividad antifingica del quitosano nativo o tratado con 20 min de US, contrario con los reportado
por Barrios-Salgado et al. (2022). Este resultado demuestra que el solo tratamiento con US provoca
cambios bien en la masa molecular, tamafio de particula y alineamiento, pero, que estos cambios

por si solos no incrementan la capacidad antifingica del quitosano.

A A A A A

80 +

70 +

50 + D

40 1

Inhibicion (%)

20 +

10 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tratamiento

Figura 1. Valores de inhibicion (%) del crecimiento de Colletotrichum gloesporioides ejercido por las peliculas
formuladas con quitosan, Aloe vera y glicerol como base, con o sin ultrasonido y con o sin la BAL
Lactiplantibacillus pentosus TEP8. Los tratamientos 2-13 contienen la BAL. Los tratamientos 1 y 13 no fueron
tratados con ultrasonido. Tratamientos con ultrasonido, 2 =1 min; 3=5min; 4 = 10 min; 5 =15 min; 6 = 20 min;
7 =25 min; 8 = 30 min; 9 = 35 min; 10 = 40 min; 11= 45 min; 12 = 50 min; 14 = 20 min.



Se ha reportado que el uso de US con un tiempo de accién y una amplitud apropiada puede mejorar
las propiedades de la pelicula, ademas que promueve la disponibilidad de los nutrientes (Robles y
Ochoa, 2012). Una de las hipétesis originales de este estudio planted que la actividad antifingica
seria una respuesta de la disponibilidad o cambios en los polimeros promovidos por el US y que ésta
sera una funcion directa del tiempo de US. Los resultados con las PC de quitosan-Aloe vera parecen
no cumplir con este supuesto, toda vez que a partir de 5 min de US (T2) se incrementd la actividad
antifiingica sustancialmente. En el reporte de Barragan-Menéndez et al. (2020) se logré incrementar
la viabilidad y observar incluso multiplicacion celular de la BAL en la PC, pero la débil actividad
antifungica (<30%) hace pensar que los nutrientes eran limitados y que con el tratamiento de US
aplicado en el presente estudio se logré poner disponibles los nutrientes para que las BAL ejerzan
el efecto antifingico que han demostrado cuando son enfrentadas de manera directa contra C.
gloeosporioides (Barrios-Roblero et al., 2019). Otra posible explicacion esta relacionada con cambios

en la estructura de la PC (Du et al., 2022) que permitieron liberar mayor cantidad de compuestos

antifingicos y ponerlos en contacto directo con el fitopatdégeno.

Figura 2. Peliculas comestibles elaboradas con quitosan como polimero base. Contenidas en placas de Petri
(izquierda), después de ser extraidas de las placas de Petri (centro), después de ser 10 dias de ser colocada
sobre el micelio inhibiendo completamente el desarrollo del hongo Colletotrichum gloeosporioides (derecha).

Las PC a base de almidon presentaron un comportamiento en la inhibicién del hongo (Figura 3)
similar a las PC de quitosan. Todas las explicaciones planteadas para las PC de quitosan serian
entonces aplicables a las PC de almiddn; sin embargo, esto es un comportamiento inusual debido a
gue los granulos de almidén contienen moléculas ramificadas en contraste con las moléculas de
quitosan que son lineales (Zabot et al., 2016) y en las que se espera mayor impacto del US. Los
reportes que muestran impacto del US sobre los granulos de almidén y/o sobre las moléculas de
amilosa y amilopectina hacen referencia a tiempos prolongados (>30 min, incluso horas) de US. La
potencia y frecuencia aqui empleadas (40 kHz y 500 W) en el US pueden ser en parte la explicacion
del porque se incrementé la actividad antifingica a valores cercanos o mayores a 90% desde 1 min

de tratamiento con US, ya que otros tratamientos reportan modificaciones estructurales-funcionales



en el almidén de maiz y yuca con condiciones similares solo después de 10 min (Rahaman et al.,
2021). Marin et al. (2019) reportan altos valores (90%) en la reduccion de la incidencia de sintomas
de Botritys cinerea al recubrir uvas con peliculas de almidén de papa conteniendo L. plantarum, lo
cual es contrastante con los resultados del tratamiento 27 (con BAL, pero sin US) cuyo valor de
inhibicion in vitro fue <30%. Texturalmente las PC de almidén fueron fragiles y, aunque no se evalud
su resistencia, dada la fragilidad pudieran tener valores bajos de resistencia.

Resulta también notorio que las peliculas sin BAL (T15 y T28) exhibieron actividad antifingica, lo
cual es poco usual para peliculas de almidén y que por tanto puede ser explicado por la accién del
A. vera adicionado en la formulacion. El gel de A. vera es usado ampliamente por sus propiedades
antimicrobianas incluida su accion contra C. gloeosporioides (Mendy et al., 2019). Ademas, se
observa que la accion de US (20 min) promovié incremento en la actividad antifingica en las
peliculas sin BAL, pues el valor aument6 de 16.96% (T15) a 27.15% (T28). Lo anterior puede deberse
a la accion del US sobre los componentes del gel de A. vera. Se ha reportado que el US no afecta
en gran medida la composicion molecular de los acemananos y pectinas del gel (Alvarado-Morales
et al., 2019), pero en cambio promueve alta migracion de compuestos como aloina y aloe-emodina

responsables de actividad antimicrobiana (Gansukh et al., 2018).
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Figura 3. Valores de inhibicion (%) del crecimiento de Colletotrichum gloesporioides ejercido por las peliculas
formuladas con almiddn, Aloe vera y glicerol como base, con o sin ultrasonido y con o sin la BAL
Lactiplantibacillus pentosus TEPS8. Los tratamientos 16-27 contienen la BAL. Los tratamientos 15y 27 no fueron
tratados con ultrasonido. Tratamientos con ultrasonido, 16 = 1 min; 17 =5 min; 18 = 10 min; 19 = 15 min; 20 =
20 min; 21 = 25 min; 22 = 30 min; 23 = 35 min; 24 = 40 min; 25= 45 min; 26 = 50 min; 28 = 20 min.
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Un comportamiento més variable en la inhibicion del crecimiento del hongo se observé en las PC
elaboradas con goma guar (Figura 4) como molécula base. A diferencia de lo observado con las PC
de quitosan y almiddén, los valores de inhibicién fueron menores, pues aun en los tratamientos con
mayor actividad (T30 y T31), los valores alcanzaron 80% de inhibicion. No existen reportes del uso
de goma guar como vehiculo para bacterias acido lacticas o del efecto antifingico de este polimero.
Los resultados de la actividad antifiingica de las peliculas de goma guar (T29) y de goma guar con
las BAL (T41), ambas sin ultrasonido son resultados pioneros. Otros reportes muestran nula actividad
antifungica de peliculas de goma guar-hidroxipropilmetilcelulosa contra Alternaria sp y Penicillium
sp. (Maurizzi et al., 2023).
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Figura 4. Valores de inhibicion (%) del crecimiento de Colletotrichum gloesporioides ejercido por las peliculas
formuladas con goma guar, Aloe vera y glicerol como base, con o sin ultrasonido y con o sin la BAL
Lactiplantibacillus pentosus TEPS8. Los tratamientos 30-41 contienen la BAL. Los tratamientos 29 y 41 no fueron
tratados con ultrasonido. Tratamientos con ultrasonido, 30 = 1 min; 31 = 5 min; 32 = 10 min; 33 = 15 min; 34 =
20 min; 35 = 25 min; 36 = 30 min; 37 = 35 min; 38 = 40 min; 39 = 45 min; 40 = 50 min; 42 = 20 min.

Ademas, para este polimero no se observo el mismo fendmeno que ocurrié con las peliculas de
almidon y quitosan, donde para casi todos los tiempos de aplicacion de US se mantuvieron valores
muy similares de actividad antifangica. Con la goma guar, las peliculas que fueron tratadas por 10,
30 y 35 min de US los valores de inhibicion fueron similares a aquellos donde no se aplicé US y a
los que fueron tratados con US pero no contenian BALs. Se reporta que el US puede reducir el peso
molecular de la goma guar pero que no afecta las caracteristicas estructurales de la cadena

polimérica, y que bastan 3 min para reducir a la mitad el peso molecular del polimero (Ansari et al.,
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2013). Si esto es asi, todas las peliculas estarian conformadas por moléculas de menor tamario, lo
cual parece no beneficiar a la actividad antifingica que exhibieron las BAL en las peliculas.

Algo similar a lo anterior ocurrié con las peliculas preparadas a base de CMC, un comportamiento
variable en funcién del tiempo de US pero con valores de inhibiciéon del hongo menor a las peliculas
de goma guar. Significativamente diferente del resto de los tratamientos, el mayor valor de inhibicién
se presenté con la pelicula conteniendo la BAL y sonicada por 1 min (T45). Resulta notorio de los
resultados que las peliculas de CMC nativa presentaron mayor inhibicion que las peliculas con la
BAL y tratadas con 45 y 50 min de US. Se ha reportado que tiempos de aplicacion de US de hasta
45 min pueden mejorar las propiedades de contacto (dngulo de contacto) de la CMC, sobre todo la
hidrofobicidad superficial pero que tiempos por arriba de 50 min tienden a disminuirla (Cheng et al.,
2024), lo cual puede explicar de modo parcial la baja actividad antifingica de los tratamientos 53-54
gue resultd menor incluso a los tratamientos no sonicados. Salehi et al. (2023) demostraron que el
tratamiento de la CMC con US disminuye la viscosidad aparente de soluciones al 0.2% de manera

inversa al tiempo de aplicacién de US y también como una funcién de la potencia del US.

100 +
90 +

80 +

60 + B

50 + 1

Inhibicion (%)
o
v}

I oE CD
1 DEF DE DE DE
30 EF

20 +
G G

10 | ’+‘

0

43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
Tratamiento

Figura 5. Valores de inhibicion (%) del crecimiento de Colletotrichum gloesporioides ejercido por las peliculas
formuladas con carboximetilcelulosa, Aloe vera y glicerol como base, con o sin ultrasonido y con o sin la BAL
Lactiplantibacillus pentosus TEPS8. Los tratamientos 44-55 contienen la BAL. Los tratamientos 43 y 55 no fueron
tratados con ultrasonido. Tratamientos con ultrasonido, 44 = 1 min; 45 =5 min; 46 = 10 min; 47 = 15 min; 48 =
20 min; 49 = 25 min; 50 = 30 min; 51 = 35 min; 52 = 40 min; 53= 45 min; 54 = 50 min; 56 = 20 min.

Cuando se analizé la contribucion de los factores a la inhibicion del hongo, bien a través de la
comparacion de medias (Figuras 6A-C) o analizando los residuos del andlisis de varianza factorial

(Figura 6D) se verificé lo que revelaron los tratamientos de forma individual; baja inhibicion cuando
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se emplearon CMC y goma guar como polimeros base de las peliculas (Figuras 6A y 6D) y valores
por arriba de 80% usando peliculas de quitosan. De manera similar se evidencio la influencia del US
pero como antes se ha discutido y se comprobd, sin efecto significativo entre los diferentes tiempos
de US (Figuras 6C y 6D). Aungue los residuos reflejan una diferencia altamente significativa entre
los tratamientos que contenian la BAL y los que no la contenian (Figura 6D), los valores de la

inhibicién del hongo en promedio para las peliculas con la BAL apenas sobrepasaron el 60% (Figura
6B).
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Figura 6. Valores promedio de la contribucién de los factores (A-C) y representacion del analisis de varianza
factorial (D) para la inhibicién del desarrollo del hongo Colletotrichum gloeosporioides.
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4. Conclusién

Este estudio demostrd que la aplicacion de ultrasonido en soluciones formadoras de peliculas de
quitosan o almidén potencia la actividad antifingica de L. paracasei TEP8 contra Colletrotrichum
gloeosporioides. Se encontrd que los tratamientos donde se trato la solucion formadora de peliculas
con al menos 5 min de US se obtuvo incremento significativo en la actividad antifingica (hasta 90%)
de las peliculas conteniendo las BAL. La goma guar y la carboximetilcelulosa, empleadas como
polimeros base de las PC no alcanzaron los valores de inhibicion del hongo C. gloesporioides que

exhibieron las PC de almidén y quitosan.
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