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RESUMEN

El envasado alimentario es uno de los temas que en fechas actuales ha tomado
relevancia en torno a diversas condiciones que son de gran importancia en diferentes
sectores de la sociedad como lo es el ambiental al buscar sustituir el uso de empaques
derivados de combustibles fésiles, por materiales de empaque biobasados que
contribuyan aminorar este problema. Desde el punto de vista de la tecnologia de
alimentos, en el sentido de que el empaque debe dejar su papel pasivo de simple
contenedor de productos alimenticios por el de ser un agente activo que pueda
proporcionar informacién sobre el estado que guarda el producto contenido en él, hasta
contribuir con los procesos de conservacion e inocuidad de los alimentos, privilegiando
su funcionalizacién con aditivos de origen natural que se liberen de manera prolongada
y sostenida al interior de la matriz alimentaria permitiendo con ello una conservacion
adecuada, mediante la minima presencia de aditivos en el producto que seré ingerido por
los consumidores, reduciendo la consecuente ingesta de los mismos, que ha sido ligada
al desarrollo e incremento de diversas enfermedades crénico degenerativas que sufre la
sociedad actual.

En este sentido la presente investigacion se fij6 como objetivo evaluar la eficiencia para
detener del desarrollo de dos agentes patdgenos alimentarios de amplia prevalencia en
los alimentos, como lo son Escherichia coli y Staphylococcus aureus mediante el uso de
un material de empaque biobasado de polisuccinimida, almidon y microcelulosa,
funcionalizado con concentraciones del 4.50, 6.00 y 7.00% de un extracto de aceite
esencial del orégano alto en contenido de timol, que dicho sea de paso contribuye
también en el mejoramiento de las propiedades mecanicas del envase, que es una de las
principales areas a mejorar en este tipo de envases. Los materiales base fueron
elaborados respetando los lineamientos de la quimica verde, preservando el sentido
ecologico que se promueve via la sustitucion de los envases sintéticos por biobasados.
Las probetas elaboradas con los materiales base fueron de forma rectangular simulando
las charolas que para la comercializacién de carnes frescas actualmente se emplean, en
ellos fueron colocadas muestras de carne de res molida, ya que debido a sus condiciones

de manejo resulta altamente sensible al deterioro microbiano. se inocularon al 10% con
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un inoculo de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, debidamente caracterizadas y
propagadas en medios especificos para dicho propésito, equivalentes al tubo 4 en la
escala de Mc Farland. Las muestras fueron almacenadas a 15 °C, con la intencion de
presentar condiciones propicias para la propagacion de las cepas a estudiar. Se
monitorearon a intervalos de 12, 24 y 72 hs, siguiendo los procedimientos indicados en
la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994 para el conteo colonial en medio sélido
incubado aerdbicamente. Los resultados evidenciaron la capacidad del compdsito PSI-
ST-MC funcionalizado al 7.00% para inhibir el desarrollo de E. coli en un ciclo logaritmico
a las 72 hs de contacto. En el caso de S. aureus El compdsito funcionalizado al 4.50%
permite una reduccién de dos ciclos logaritmicos después de 24 hs de contacto y su
eliminacion total después de 72 hs o bien a las 24 hs bajo una concentracion del 6.00%.
Por lo que es posible indicar que el compdésito, permite una liberacién prolongada y
estable, y es ademas adecuado para su uso comercial debido a la capacidad de contener

las muestras bajo las formas del almacenamiento y manipulacion convencional.
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.  INTRODUCCION

El envasado activo de alimentos tiene actualmente una gran demanda en la industria
alimentaria para brindar proteccion a los alimentos. El envasado de alimentos no sélo se
utiliza para almacenar y proteger los alimentos del medio ambiente, sino también para
aportar valores funcionales con la incorporacion de agentes activos. Los aceites
esenciales (AE) extraidos de una gran variedad de plantas representan ingredientes
activos de origen natural que proporcionan numerosos beneficios para las industrias de
alimentos, aromaterapia, farmacéutica y envasado de alimentos debido a sus
propiedades funcionales.

Los materiales y la tecnologia de embalaje eficientes garantizan la adecuada seguridad
y calidad de nuestros productos alimenticios desde el procesamiento y la fabricacién
hasta la manipulacién, el almacenamiento y finalmente el consumo. Los polimeros y
materiales utilizados para el envasado de alimentos hoy en dia consisten en una amplia
gama de materiales plasticos derivados del petroleo, metales, vidrio, papel y carton, o
combinaciones de los mismos. Con la excepcion de papel y cartdén, todos estos
materiales de embalaje son en realidad basado en materiales no renovables, lo que
implica buscar nuevas alternativas basadas en recursos renovables, para crear impacto
positivo sobre el medio ambiente.

Es asi como la celulosa toma gran importancia ya que los envases una vez que cumplen
su funcién (contencién, proteccién, transporte y comunicacién,) se convierten en basura,
en este sentido los consumidores toman mas conciencia y se observa un rechazo del
plastico y mayor aceptacion por envases mas sostenibles como la combinacion de
materiales celulésicos y biopolimeros sintetizados a través de la quimica verde, formando
asi envases compostables y con algunas funciones adicionales, conferidas gracias a la
inclusion de aditivos preferentemente naturales, formando asi los denominados

empaques activos biobasados.
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JUSTIFICACION

El envasado de alimentos tiene la principal funcion de proteger el producto y preservarlo
de la contaminacion externa en las ultimas décadas, se ha producido un gran desarrollo
tecnologico en este campo tanto para asegurar la calidad y seguridad del alimento como
para alargar su vida util. Entre las innovaciones mas destacadas se encuentran las que

se han llevado a cabo en lo que se conoce como envasado activo.

En cuanto a la percepcion de los problemas de contaminacion se pretende desarrollar
empaques que sean biodegradables o biobasados que permitan la reduccién 0
eliminacion de los residuos vertidos al medio ambiente. Aun cuando los envases sean de
materiales diferentes al plastico, estos requieren de una pelicula plastica o revestimiento

para proteger completamente el producto contenido.

Los envases biodegradables se producen utilizando biopolimeros, moléculas que a
menudo se encuentran en organismos vivos, como la celulosa y las proteinas. Esto
significa que pueden consumirse de forma segura, degradarse rapidamente y, a menudo,

crearse a partir de productos de desecho de la produccion agricola.

La polisuccinimida (PSI) es un biopolimero amigable con el medio ambiente por ser
biodegradable, no toxico, y producido a través de la quimica verde. La PSI ha tenido
relevancia debido a la diversidad de aplicaciones que puede tener en las industrias
cosmeéticas, farmacéuticas, alimentaria, solo por mencionar algunas al ser un compuesto
biocompatibles y biodegradable, que permite su incorporacion y uso favoreciendo los
procesos de biodegradabilidad e inocuidad. La PSI fue probada exitosamente en
combinacion con el almidon para la formacion de un biocompasito cuya principal area de
oportunidad era el de la baja resistencia mecénica que poseia misma que fue solventada
al incorporarle, microcelulosa, dicho compoésito presentd adecuada actividad
antimicrobiana como fue reportado en el trabajo realizado por este grupo de investigacion
(Espinoza, 2019) donde se pudo apreciar la capacidad antimicrobiana frente a bacterias
como Escherichia coli y Salmonella ssp, realizado en un estudio un vitro por lo que es
importante evaluar si esas propiedades se mantienen y en que niveles, en un estudio

sobre un alimento altamente perecedero como es la carne molida.
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1. HIPOTESIS

Ho: Es posible reducir el riesgo de deterioro por patdogenos alimentarios en carne de res
contaminada, si esta es conservada en un envase activo a base de PSI-ST-MC-AEO.
Ha: El riesgo de deterioro por patdgenos alimentarios en carnes de res contaminada, no
se ve afectado al ser conservada en un envase activo a base de PSI-ST-MC-AEO.

2. OBJETIVOS

2.1.General. Evaluar el deterioro en carnes de res colonizada por patdgenos
alimentarios envasada en un compdsito PSI-MC en comparacion con envases

comerciales

2.2.Especificos.

- Obtener polisuccinimida y microcelulosa para elaborar contenedores a base del

composito PSI-MC.

- Envasar pulpa de res conteniendo un inéculo infeccioso de patégenos alimentarios y

almacenarla en condiciones de temperatura controlada.

- Monitorear las variables de respuesta concernientes al desarrollo del inéculo microbiano
presente en carne molida almacenado en el compdsito PSI-ST-MC, en presencia y

ausencia de AEO.

- Analizar estadisticamente los datos obtenidos para emitir conclusiones.

14



.  MARCO TEORICO

1. Envasado de alimentos

1.1.Envasado tradicional

El envasado tradicional ha sido disefiado con el fin de almacenar y transportar alimentos,
la principal funcion es protegerlos del entorno o de alguna posible contaminacion externa,
con el envasado también se abarcan otros aspectos como lo son la prevencién o
reduccion del dafo, el deterioro en la calidad de los productos (lbarra, 2016). El empaque
fue definido por el ya desaparecido Packaging Institute Internacional, como el envoltorio
de productos, articulos o paquetes en una bolsa, caja, bandeja, lata, tubo o botella u otra
forma de recipiente para realizar una o mas de las siguientes funciones: contencion,
proteccion, preservacion, comunicacion utilidad y desempefio. Si el contenedor realiza
una o mas funciones es considerado como un paquete. Existen otras definiciones de
embalaje incluyendo un sistema coordinado de preparacién de mercancias para el

transporte, distribucién, almacenamiento (Coles, 2011).

El conocimiento del consumidor, sus intereses y percepciones sobre las funciones del
empaque son factores fundamentales para su aceptacion o rechazo de tecnologias de
envasado emergentes (Brennan et al., 2021), generalmente es considerado como que el
empaque tiene un impacto negativo para el medio ambiente, es necesaria la innovacion
de nuevos envases que sean mas amigables con el medio ambiente o reduzcan el

impacto negativo.

La tecnologia del envasado debe equilibrar la proteccion de los alimentos con otras
cuestiones incluidas costos de energia y materiales, aumento en la demanda social, la
conciencia ambiental, hasta su desecho como residuos soélidos urbanos (Marsh &
Bugusu, 2007). Se contemplan tres distintos niveles de embalaje, el empaque primario
gue es el que tiene el contacto directo con el alimento, después el secundario que ayuda
a mantener en buen estado fisico el producto y un empaque terciario que contiene

muchas unidades de empaque secundario (Robertson, 2018).
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Los envases plasticos petroquimicos son los principalmente utilizados debido a sus
propiedades tan favorables como lo son su barrera hacia el Oz, resistencia al desgarro,
resistencia a la traccion, sin embargo, también poseen grades desventajas entre las
cuales destacan la baja transmision al vapor de agua y el no ser biodegradables

generando contaminacion ambiental (Jabeen, 2015).

1.2.Envases Inteligentes

Cada dia el consumidor es mas exigente y la industria se mantiene en pie respondiendo
a esas exigencias: calidad, seguridad e inocuidad. Un envase inteligente es definido
como un sistema que monitoriza las condiciones del producto envasado, siendo capaz
de registrar y aportar informacion sobre la calidad del producto o estado del envase,
exponiendo las posibles practicas anormales que haya sufrido el alimento o el envase
durante la cadena de suministro (Rodriguez Sauceda et al., 2014).

Los mecanismos de alteracion del alimento son debido a procesos fisioldgicos, quimicos
y biologicos, que responden y comunican cambios en la condicién del producto como
tiempo-temperatura, oxigeno, diéxido de carbono, crecimiento microbiano, etc. A menudo
esta tecnologia se complementa con biosensores para detectar, registrar y transmitir la

informacion.

Existen diferentes tipos de envases inteligentes como los son indicadores tiempo-

temperatura, indicadores de color, indicadores de patdégenos e indicadores de fugas.

Los indicadores tiempo-temperatura estan basados en funcion de su principio activo, y
se dividen en tres tipos: los sistemas fisicos estos dependen basicamente de un
fendbmeno de absorcién o difusién (Herranz et al., 2012), un modelo comuln se basa en
etiguetas multicapa que contienen un tinte o reactivo que es absorbido por una capa

porosa, en la cual la presencia de color indica la historia térmica del producto.

Los sistemas biolégicos emplean indicadores enzimaticos, y los sistemas quimicos se
basan en reacciones quimicas de polimerizacion, como por ejemplo la polimerizacion de

cristales de diacetileno disustituidos, que dan como resultado un polimero coloreado. El
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empaque inteligente basado en colorantes y biopolimeros se ha introducido como la

ultima tecnologia (Alizadeh-Sani et al., 2020).
1.3.Envases activos

En el envasado tradicional el empaque funciona como una barrera fisica o sea de forma
pasiva, existen algunas excepciones, como los productos frescos para los cuales son
altamente permeables a los gases o se utilizan materiales de embalaje perforados que

permitan el intercambio de los mismos.

En el envasado activo, el envase participa activamente en la conservacion del producto
generalmente absorbiendo compuestos que deterioran el alimento o emitiendo
compuestos que ayudan a su preservacion (Pradas & Moreno, 2016). La figura 1 muestra
la tecnologia de envases activos para su aplicacion en la conservacién de frutas y

hortalizas.

02.C0O2-H20 Etileno ESPACIO DE
CABEZA

Figura 1 Tecnologia de envases activos aplicacion para frutas y hortalizas.
(Gavara, n.d.)

Los sistemas de envasado activo frecuentemente usan componentes que incluyen
captadores de oxigeno, captadores de etileno, antioxidantes, antimicrobianos,
absorbentes o liberadores de aromas y sabores (Schaefer & Cheung, 2018).
El control del oxigeno en el envasado de alimentos es importante para limitar las
reacciones de deterioro en los alimentos ya que un nivel alto puede facilitar el crecimiento

microbiano, el desarrollo de colores y sabores extrafios, asi como cambios y perdidas
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nutricionales. Los sistemas mas comunes de absorcién de oxigeno son la oxidacion de

polvo de hierro por medios quimicos o la eliminacion mediante el uso de enzimas

(Ozdemir & Floros, 2004). La tabla 1 presenta los sistemas de empaque activo

actualmente conocidos.

Tabla 1 Sistemas de empaque activo actualmente conocidos

Tipos de sistemas de empaque

Sustancias utilizadas y modo de accidén

Absorbente de oxigeno

Sistemas enzimaticos (glucosa oxidasa-glucosa, alcohol
oxidasa-etanol vapor).
Sistemas quimicos (6xido de hierro-azufre, sal de sulfito-sulfato
de cobre, oxidacion de colorantes fotosensibles, oxidacién de
acido ascorbico, conversion catalitica de oxigeno por catalizador
de platino).

Emisores o absorbentes de dioxido
de carbono

Polvo de hierro-hidréxido de calcio, carbonato ferroso-haluro
metalico.

Absorbente de humedad

Gel de silice, propilenglicol, alcohol polivinilico, tierra de
diatomeas.

Absorbente de etileno

Carb6n activado, gel de silice-permanganato de potasio, tierra
de diatomeas, bentonita, tierra de batan, polvo de diéxido de
silicio, piedra de oya en polvo, zeolita, ozono.

Liberacion de antimicrobianos

Sorbatos, benzoatos, propinatos, etanol, 0zono, perdxido, 6xido
de azufre, antibibticos, zeolita de plata, sales de amonio
cuaternario.

Liberacion de antioxidantes

Acido beta hidroxido (BHA), Butilhidroxitolueno (BHT), Terc-
butilhidroquinona (TBHQ), acido ascérbico, tocoferol.

Absorcién de sabor

Bicarbonato de sodio, carbén activado.

Emisores de sabor

Muchos sabores de comida.

Contenedores de colores

Varios colores alimentarios.

Agentes anti niebla y anti adherentes

Vinylon biaxialmente orientado, polietileno de alta densidad
(HDPE) orientado laminado por compresion.

Agentes para absorber luz y control
de temperatura

Agentes bloqueadores de rayos UV, hidroxibenzofenona.

Monitores

Indicadores tiempo-temperatura.

Controladores de temperatura

Plastico microperforado no tejido.

Agentes permeables a los gases /
permeabilidad

Peliculas con tratamiento

microporosas.

superficial, perforadas o

(Ozdemir & Floros, 2004)
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A pesar de que los alimentos sensibles al oxigeno pueden ser empacados
apropiadamente haciendo uso de atmdésferas modificadas o envasado al vacio, estas
tecnologias no siempre eliminan el Oz por completo, incluso el Oz que penetra a través
del envase no siempre puede ser eliminado. Sin embargo, mediante el uso de un
captador, el oxigeno residual puede ser absorbido después de envasado (Vermeiren et
al., 1999).

Una de las tecnologias mas comunmente usadas es la colocacién de un pequefio sobre
el cual contiene hierro, al ser altamente a fin al oxigeno es transformado a 6xido de hierro,
sin embargo su incorporacion en alimentos conlleva el riesgo de ser ingerido de manera
accidental principalmente por nifios, por ello la importancia de contener la leyenda "No
comer”’, por cuestion de seguridad y fines reglamentarios exigidos por la ley de
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados unidos.

Ademas del 6xido ferroso que es el mas comunmente utilizado también se incluyen otros
compuestos entre ellos &cido ascorbico, sulfitos, catecol, colorantes fotosensibles,
hidrocarburos insaturados, y enzimas como la glucosa oxidasa. Para evitar que los
captadores de oxigeno actien de manera prematura, mecanismos especializados
pueden desencadenar la reaccién de barrido, un ejemplo de ello son los tintes
fotosensibles irradiados con la luz ultravioleta activan la eliminacion de oxigeno
(Packaging, 2008).

En el caso de los envases activos antioxidantes tienen la finalidad de evitar la oxidacion
de los alimentos a través de una mejor aplicacion de los compuestos, y evitando el
aumento inecesario de aditivos incorporados directamente en la formulacion del producto
ya que favorecen una rapida reacciéon con el alimento y disminuyen su efectividad en el
tiempo (Activos et al., 2011). Este enfoque requiere la incorporacion intencional de
antioxidantes en materiales de envasado y su posterior migracion a los alimentos
(Robertson, 2018), la investigacion a tomado el rumbo hacia el uso de antioxidantes
naturales como antioxidantes puros o a través del uso de extractos ricos en ellos, entre
los cuales destacan extractos de cacao, té verde, orégano, aceite esencial de citronela,
la mayoria de ellos son ricos en compuestos fendlicos y flavonoides y el extracto de

caléndula que es rico en carotenoides (Colin-Chavez et al., 2014).
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Los antioxidantes sintéticos son los aditivos mas utilizados para prevenir y/o retardar el
proceso oxidativo, dichos aditivos recibieron gran interés debido a preocupaciones
toxicoldgicas, lo que condujo mayor enfoque a fuentes naturales (Souza et al., 2013),
principalmente extractos naturales de hiervas, frutas, plantas y algunas especias que han
sido ampliamente estudiadas como aditivos alternativos para la conservacion de
alimentos, por mencionar algunos se tiene que la adicion de romero, los extractos de
orégano, oliva, semilla de uva o citricos retardan los procesos oxidativos en la carne
(Contini et al., 2014).

Las plantas tienen potencial para reducir la dependecia de productos quimicos sintéticos,
ya que tiene la capacidad de sintetizar una gran cantidad de metabolitos secundarios
(fenoles, flavonas, flavonoles, flavonoides, quinonas, taninos y cumarinas). Los
componentes con estrucuras fenélicas como carvacrol, eugenol, y timol muestran ser
extremadamente activos contra patogenos, lo cual ayuda a crear envases con una

aplicacion directa obteniendo empeques activos antimicrobianos (Ananda et al., 2017).

En las frutas y hortalizas frescas se desprende etileno, gas que estimula y regula la
maduracion. Al captar y eliminar el etileno se puede lograr alargar la vida Gtil de productos
frescos. Para dicho proposito existen tres tipos principalmente, el primero se basa en su
reduccion a través de una atmésfera modificada, un segundo mediante el uso de
materiales de empaque perforados que permitan el intercambio dentro y fuera del mismo,
y el tercero con absorbendores que funcionan por medio de una reaccién quimica entre
dos materiales (absorcién), o que retiene fisicamente la molécula de etileno (adsorcién)
(Alimentaria et al., 2020).

De la misma manera que los absorsores de oxigeno los sistemas captadores de etileno
implican la inclusién de un pequefio sobre o bolsita que contenga un eliminador apropiado
en el envase o la incorporacion de un absorbente en la estructura de la pelicula. El
componente activo mas utillizado es el permanganato de potacio para oxidar/inactivar el
etileno, si embargo este no debe estar en contacto directo con el alimento debido a su
alta toxicidad (Yildirim et al., 2018).
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A menudo con el proceso al que son sometidos los produtos a elaborar suelen perderse

0 degradarse sabores, por ello existe la necesidad de reempazar los componentes de

sabores perdidos, un ejemplo de ello son los fabricantes de café instantaneo seco a

menudo llenan el espacio de cabeza con volatiles destilados del

proceso de

deshidratacion para entregar fragancia a café recién echo cuando el paquete es abiero

por primera vez. En el caso contrario los absorbentes de sabor eliminan sabores y aromas

indeseables. La tabla 2 proporciona

una descripcién general de las principales

tecnologias de envasado activo y los posibles beneficios en aplicaciones alimentarias.

Tabla 2 Envases activos potenciales para aplicaciones alimentarias

Tipo de envase
activo

Tipo de comida

Beneficio potencial

Sistemas de batrri

do activos (Absorbedor)

Eliminador  de | Productos cérnicos cocidos(en rodajas), | Prevencién de: crecimiento de moho,
oxigeno gueso rallado, productos de panaderia | decoloracion, pardeamiento, rancidez y
(parcialmente horneados), jugos de frutas | retencidn en el con tenido de vitamina C
y verduras, semillas, nueces y aceite;
polvos instantaneos que contienen grasas,
shacks fritos; productos carnicos secos
Eliminador de | Hongos, tomates, fresas, maiz, cereales, | Mantenimiento del contenido de humedad,
Humedad semillas, pescado fresco y carne. disminucién de la condensacion de
humedad en el empaque, impacto positivo
en apariencia, reduccion de
obscurecimiento o decoloracion
Eliminador de | Frutas y verduras climatéricas Reduccion de la maduracién y senescencia
oxigeno

Sistemas de descargas activos (emisor)

Liberador de

antioxidantes

Polvos instantaneos que contienen grasas,
semillas, nueces y aceites, productos fritos

Mejora de la calidad oxidativa

antimicrobianos

lacteos, frutas y verduras frescas vy
procesadas, granos, cereales y productos
de panaderia, comidas listas para
consumir

Emisor de | Pescado y carne frescos Prolongacion de la vida uatil microbiolégica,

diéxido de reduccion del volumen del espacio de

carbono cabeza de los envases en atmosfera
modificada

Sistema de | Carne fresca y procesada, pescado fresco | Inhibicion o retraso del crecimiento

envasado y ahumado, mariscos frescos, productos | bacteriano

(Yildirim et al., 2018)
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La funcion de las sustancias activas cuando son afiadidas directamente a los alimentos
corren el riesgo de inhibirse o reducirse, como resultado de la interaccion entre sustancias
activas y los componentes alimentarios por tanto su adicion directa a los envases puede

ser mas eficaz.
2. Envases sintéticos y envases biodegradables

Hoy en dia el plastico forma parte esencial de nuestra vida cotidiana, los envases son
indispensables para proteger algunos productos, ayudan a reducir el desperdicio de los
alimentos desde su origen de produccién hasta la llegada a manos del consumidor final,
de acuerdo con un informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), se explica que una de las razones por las cuales los
productos alimenticios se estropean es el embalaje inadecuado de los mismos,
proporcionando datos comparativos, Europa con un 3% de producto dafiado, frente a un
40% en los paises en vias de desarrollo (Mora Barrantes, 2013).

Los plasticos son un variado grupo de materiales de origen organico, cuya caracteristica
fundamental y que le da nombre es su capacidad de ser moldeados con relativa facilidad,
estan constituidos por macromoléculas denominadas polimeros cuyo principal
componente es el carbdn, estos se constituyen a su vez por pequefas unidades quimicas

llamadas mondémeros, que se unen por medio de una reaccion llamada polimerizacion.

Los plasticos son elaborados a partir de materias primas minerales como petréleo, gas
natural, y hulla (carbén), o bien vegetales como el latex (procedente de arboles tropicales)
o la celulosa. Es asi como sus caracteristicas: baja densidad (es decir son ligeros en
proporcién a su volumen), su punto de fusion bajo (que les permite ser moldeados con
solo aplicar un poco de calor), el ser insolubles en agua, ademés de no conducir el calor,

ni la electricidad, del mismo modo se vuelven fragiles ante los agentes atmosféricos.
Asi pues, el uso de polimeros derivados del petroleo como polietileno (PE), poliestireno

(PS), polipropileno (PP), etc., estan dominando el campo del embalaje pero estos

materiales, no son amigables con el medio ambiente, hoy en dia las personas son mas
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conscientes en este aspecto lo que conduce a la busqueda de sistemas de envasado

eco-amigables (Ananda et al., 2017).

Actualmente se dispone de una amplia gama de diferentes materiales con caracteristicas
adecuadas que cubren las necesidades de las sucesivas fases de la manipulacion,
transporte, almacenamiento y comercializacion de diversos productos, los materiales
tradicionales son tales como la madera, el carton o las fibras naturales, asi mismo dia a
dia crece la utilizacibn de materiales plasticos que sustituyen a los materiales

convencionales, (Perdomo, 2002).

Para elegir un material lo mas adecuado posible, es necesario revisar distintas
caracteristicas técnicas como lo son los métodos de recubrimiento, la facilidad de
termosellado, los efectos sobre propiedades fisicas y mecéanicas de la pelicula, los
efectos sobre el color, textura, o el sabor de los alimentos, si existe la capacidad del
agente activo ya sea antimicrobiano, antioxidante, etc. Para proporcionar eficacia en todo

el paquete y/o ciclo de vida (Taylor & Cooksey, 2007).

Los materiales basados en recursos renovables estan siendo desarrollados a un ritmo
creciente, hoy en dia el inico material biodegradable usado comercialmente en el ambito
de envasado de alimentos, esta basado en la celulosa, no obstante materiales a base de
proteinas, almidones, polilactato, estan en desarrollo para el dia de mafiana formar parte

del envasado de alimentos(Taylor, Weber, et al., 2010).

El uso de nuevos materiales de envasado de alimentos ha elevado el nUmero de peligros
gue ocurren debido a la migracién desde el empaque hacia el alimento, a pesar de que
los polimeros han monopolizado principalmente el interés de pruebas de migracion y
experimentacion, estudios recientes han revelado que la migracién también se produce
a partir de materiales tradicionales, que generalmente han sido considerados como
seguros, (papel, cartdon, madera, ceramica, etc.). Lo que conlleva a la Unién Europea a
volverse mas estricta respecto a las regulaciones y lineamientos (Taylor, Arvanitoyannis,
et al., 2010).
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A continuacion, en la figura 2, se presentan los factores que pueden influir en la migracién
de compuestos activos de los aceites esenciales en el envasado de alimentos a los

alimentos.

Composicién
del alimento

Temperatura de
almacenamiento

i

Tiempo de
residencia

Area de
contacto

2/

Concentraciénde
compuesto activo

Materiales de
empaque

K

Figura 2 Factores de influencia en la migracion de compuestos activos.

(Marsin et al., 2020)
Se estima que los plasticos sintéticos tardan mas de 50 afios para ser degradados por
completo, generalmente la reincorporacion ambiental comienza con la fotodegradacion
lo que conduce a una degradacién termo-oxidativa, la luz ultravioleta del sol proporciona
la energia de activacion requerida para iniciar la incorporaciéon de &tomos de oxigeno en
los polimeros con esto el plastico se vuelve fragil y se rompe en pedazos mas pequefios
hasta que las cadenas del polimero alcanzan un peso molecular lo suficientemente bajo

para ser metabolizadas por microorganismos (Jafarzadeh et al., 2020).

La propiedad de biodegradabilidad no depende de los recursos base del material, esta

caracteristica, se relaciona directamente con la estructura quimica de un polimero.

El termino bioplastico es vago ya que existe un gran numero, cada vez mayor de
polimeros alternativos que surgen en el mercado y la falta de caracteristicas bien
definidas sugieren que para ser clasificado como bioplastico debe entrar en alguna de las
siguientes categorias: Plasticos de base biolégica (plasticos parcial o totalmente hechos
de recursos bioldgicos) tales como granos, tubérculos con almidén, cafia de azucar o

aceites vegetales. Plasticos biodegradables (que pueden degradarse naturalmente por
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microorganismo presentes en el agua, dioxido de carbono, metano y materia inorganica

en determinadas condiciones) (Kakadellis et al., 2021).

Actualmente existen tres métodos principales para manejar los desechos plasticos:
enterramiento en verdadero, incineracion y reciclaje. En cuanto al reciclaje son procesos
relativamente costosos e ineficientes, en el caso de los enterramientos en verdadero y la
incineracion crean una fuente de factores ambientales secundarios contaminantes que
conducen a la formacién de numerosos compuestos nocivos, los cuales en su mayoria
son liberados a la atmosfera. Por tanto la biodegradacion se convierte en una alternativa
atractiva, ya que por lo general es un proceso mas barato, potencialmente mas eficiente
y no produce contaminantes secundarios (Jafarzadeh et al., 2020). Los biopolimeros
utilizados como materiales de envasado de alimentos se convierten en la opcion ideal,
debido al gran potencial para reemplazar los plasticos a base de petroleo, creando

impacto en la salud del consumidor y el medio ambiente (Stoica et al., 2020).

Tedricamente el plastico es completamente degradable solo bajo ciertas condiciones
especificas, y la degradacion en el medio natural sigue siendo algo incierto. La
biodegradacion ocurre por la accién de enzimas y/o destruccién quimica con bacterias,
hongos y algas (Penicilliumchrysogenum, Cladosporium sphaerospermum, Serratia

marcescens, y Rhodotorula mucilaginosa).

Generalmente la biodegradacion puede realizarse en dos pasos, el primero mediante de
una degradacion biofisica: al convertir polimeros, en fragmentos de los mismos por medio
de reacciones abidticas como son oxidacién, fotodegradacion, hidrolisis) o reacciones
bidticas (es decir degradacion por microorganismos); los componentes poliméricos estan
hidrolizados, ionizados o protonados para romperse en fragmentos de oligémero debido
al crecimiento de células biologicas y la estructura molecular el polimero permanece sin
cambios. El segundo paso la degradacion bioquimica: asimilacién biologica de los
fragmentos del polimero y su mineralizacion a través de la accion directa de
microorganismos o enzimas, el polimero se descompone oxidativamente hasta ser

degradado en pequefias moléculas de dioxido de carbono y agua (Zhu & Wang, 2020).

25



El Comité Europeo de normalizacion, en cuanto a las caracteristicas que un material debe
poseer para poder ser definido como biodegradable o compostable, pone a disposiciéon
la norma europea EN 13432 que lleva por titulo "Requisitos de los envases y embalajes
valorizados mediante compostaje y biodegradacion. Programa de ensayo y criterios de

la evaluacion para la aceptacion final de envase o embalaje ™.

El termino compostable se refiere a normas relacionadas con la toxicidad del material
descompuesto bajo condiciones si se abandona en el medio ambiente. Parte de los
objetivos de esta norma consiste en definir conceptos cada vez mas difundidos entre ellos
el termino compostable, y segun dicha norma debe cumplir con las caracteristicas
mencionadas en la tabla 3, (ecozema, 2021).

Tabla 3 Caracteristicas segun la norma EN 13432, para que un material pueda ser
definido “compostable”.

Caracteristicas de un envase o material compostable
Degradarse como minimo un 90% en 6 meses Valores obtenidos a través del
método estandar EN 14046
Al cabo de 3 meses la masa del material debe estar constituida como | Valores obtenidos a través del
minimo 90% de los fragmentos de dimensiones inferiores a 2 mm método estandar EN 14045
El material no debe tener efectos negativos sobre el proceso de

compostaje

Baja concentracién de metales pesados incorporados en el material

Valores de pH Dentro de los limites establecidos
Contenido salino Dentro de los limites establecidos
Concentracion de sélidos volatiles Dentro de los limites establecidos
Concentracion de nitrégeno, fosforo, magnesio y potasio Dentro de los limites establecidos

(ecozema, 2021)

Numerosas cantidades de plastico distribuidas en todo el planeta se atribuyen a la baja
eficiencia de recoleccidn, se encuentran en un entorno natural no apropiado, como la
tierra, el océano y atmosfera, donde las condiciones pueden ser no adecuadas para la
biodegradacion.

En la figura 3 se presentan los factores que influyen en el proceso de degradacion, tipos
y formas de plasticos biodegradables, condiciones de degradacion y el tiempo (Zhu &
Wang, 2020).
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Figura 3 Factores que influyen en el proceso de degradacion de los plasticos

biodegradables en el medio ambiente.
(Zhu & Wang, 2020)

Es importante hacer una distincion entre los términos biopolimero y polimero
biodegradable, el biopolimero tiene una base en sustratos renovables, y los polimeros
biodegradables son materiales que sufren una degradacioén la cual tiene como resultado
sustancias inorganicas con la generacién de CO2, CHs y H20, ya sea en condiciones
aerdbicas y anaerobicas por la accion enzimatica de microorganismos (Srivastava et al.,
n.d.).

Debido al tamafio molecular de los polimeros y a su falta de solubilidad en agua, los
microorganismos no son capaces de transportar el material polimérico a sus células
donde la mayoria de procesos bioguimicos tienen lugar, por lo que inicialmente excretan

enzimas extracelulares que depolimerizan el material fuera de las células (Figura 4).
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Figura 4 Proceso general de biodegradacion

Los biopolimeros pueden ser divididos en tres grupos principalmente, basados en su
origen y produccion, el grupo 1 estd conformado por polimeros que son directamente
obtenidos de la biomasa, ciertos polisacéridos (almidén, celulosa, proteinas (caseina y
gluten)) representan esta categoria, son deficientes en el embalaje con productos

hamedos, pero cuentan con excelentes propiedades de barrera a los gases.

El grupo 2 incluye materiales poliméricos que son sintetizados por un procedimiento de
polimerizaciéon clasico como copolimeros aromaticos alifaticos, poliésteres alifaticos,
polilatida, copolimero alifatico, utilizando biobasados renovables monémeros como poli-

acido lactico y a base de aceite mondémeros como policaprolactonas.

Los polimeros del grupo 3 son los producidos por microorganismos o bacterias
modificadas genéticamente, hasta la fecha este apartado consiste principalmente en
polihidroxi-alcanoatos, pero investigaciones con bacterias también estan desarrollando

celulosa y otros polisacéaridos (Ajay et al., 2018).

La figura 5 expone un panorama de lo descrito anteriormente, las diferentes categorias

de los materiales de base bioldgica.
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Figura 5 Diferentes categorias de materiales de base bioldgica.
(Ajay et al., 2018)

Como anteriormente se definid, existe una gran variedad de materiales biobasados que
actualmente han sido estudiados para ser empleados en el desarrollo de bioempaques,

a continuacion, se describen algunos de ellos.

2.1. Materiales base.

A continuacion se desarrollan los elementos principales con los cuales fue elaborado el
empaque activo.

2.1.1 Polisuccinimida

El poli (2,5-1,3-pirrolidindiilo) una macromolécula amorfa no toxica comunmente conocida
como polisuccinimida (PSI), esta poliimida se pude sintetizar a través de la polimerizacion
térmica del acido aspartico obteniendo agua como subproducto, aunque PSI es insoluble
en agua, se vuelve soluble en compuestos organicos. Los anillos de imida de PSI son
susceptible a modificaciones quimicas para introducir nuevas funcionalidades a lo largo
de su columna vertebral conservando su propiedad de biodegradabilidad vy
biocompatibilidad, por lo cual PSI presenta una amplia gama de propiedades y
aplicaciones (Velazco-de-la-garza et al., 2020).
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Diferentes derivados de PSI que incluyen acido poliaspartico y poliaspartamidas se han
sintetizado de forma similar a estructuras péptidas y se ha usado como polimeros
solubles en agua, biodegradables y biocompatibles para varias aplicaciones (Jalalvandi
& Shavandi, 2018). Dentro de las innovaciones de los usos de la PSI se ha encontrado
una gran efectividad en la eliminacion de tintes utilizados en diferentes industrias como
lo son la textil, alimenticia, cosmética y de impresion, a través de la sintesis de una resina
a base de PSI, contribuyendo asi a la trata correcta de efluentes de estas industrias y

colaborando al cuidado de cuerpos de agua, como rios, lagos, etc. (Mansha et al., 2020).

En el area de medicina gracias a la propiedad de biodegradacion, es empleada en la
elaboracion de una malla fibrosa competente que no obstaculiza la integracién de tejidos
in vivo, sin presentar efectos citotéxicos (Voniatis et al., 2020), gracias a todos estos
resultados es considerado el desarrollo de bio y nanomateriales a partir de
polisuccinimida (Salakhieva et al., 2016). En la Figura 6 Se muestra la reaccion de

polimerizacion del &cido aspartico a polisuccinimida.

30% a vinculacion 70% B vinculacion

Polisuccinimida

Figura 6 Proceso de sintesis de la polisuccinimida.

(Cann, 2021)

La produccién de PSI a través de la quimica verde va en aumento ya que es un
compuesto biodegradable, inclusive se comercializa y vende como inhibidor de la
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corrosion, la incrustacion, agente dispersante, aditivo para el agua residual y también
como polimero agricola. Gracias a que empresas como Donlar Corporation que invierten
en la fabricacion, composicion y uso final de su tecnologia biomedioambiental (Cann,
2021).

2.1.2 Microcelulosa

La celulosa es el componente fundamental de la pared celular de las células vegetales
por tanto la celulosa es el compuesto organico natural mas abundante y por lo tanto una
materia prima potencial, se encuentra combinada generalmente con sustancias como
lignina, hemicelulosa, pectinas y acidos grasos, en el algodon y el lino las fibras de
celulosa son de gran pureza (90-96%) y tienen aplicacion textil, sin embargo el consumo
mayor de celulosa esta en la produccion de papel y cartdn muchas veces empleado para
envases y embalajes (Tejedor, 2021).

La nanocelulosa incluye principalmente nanocristales de celulosa, nanofibras de celulosa
y nanofibras bacterianas, las principales caracteristicas de nanocelulosa tienen una gran
superficie y relacion de aspecto excelentes propiedades mecéanicas y de baja expansion
térmica. Las principales fuentes provienen de desechos de la agricultura, como son paja
de trigo, corteza de morera, caflamo, algodén, celulosa de algas y bacterias.

Dentro de las fibrillas de celulosa, cadenas de celulosa ordenadas o las regiones
cristalinas estan conectadas con regiones desordenadas o amorfas, para la produccion
de nanocelulosa es principalmente hidrolizado con acido, seguido de la eliminacion de
las regiones amorfas en las fibrillas, y se obtienen estructuras en forma de varilla con

dominios cristalinos completos y cristales de nanolongitud (Zhang et al., 2020)

El Agave Lechuguilla comiunmente conocido simplemente como lechuguilla es el agave
de menor tamafio, suele desarrollarse en zonas aridas y semiaridas del norte de México

principalmente en los estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo le6n y Tamaulipas.

En la figura 7 se muestran una imagen de dicho agave, el cual esta conformado por un
promedio de entre once y treinta hojas, con una altura de entre 20y 70 cm, y 30 a 40 cm

de ancho. Las pueden llegar a medir entre 25y 50 cm de largo y 2 a 6 cm de ancho.
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Figura 7 Agave lechuguilla

(Blanco, 2020)

A las fibras de lechuguilla de les llama ixtle y son utilizadas en la fabricacion de cepillos,
costales, cubiertas de paca de algodon y otros elementos de la industria textil

principalmente (cactus, 2021).

Las fibras obtenidas del agave lechuguilla contienen aproximadamente un 80% de
celulosa, 5%de hemicelulosa y un 15% de Lignina. Son un recurso renovable muy
interesante como materia prima para nuevos productos obtenidos por funcionalizacion

guimica (Pando-Moreno et al., 2004).

Los nanocristales de celulosa como nanomateriales sostenibles muestran abundancia,
renovabilidad y biodegradabilidad, altas propiedades mecanicas, alta capacidad de
refuerzo y baja densidad (Yadav & Chiu, 2019).

La celulosa se ha ido aplicando en gran medida en forma de solucion, suspension,
nanomateriales, nanofibras, nanocristales, compuestos, nanocompuestos.
Potencialmente la aplicacion de tales formas de la celulosa se coloca en una zona
emergente de desarrollo de hidrogeles, aerogeles, electrodos, peliculas absorbentes/
materiales de embalaje (Choudhury et al., 2020).
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3. Principales patdogenos de carnicos

La carne es el tejido animal principalmente muscular destinado para ser consumido como
alimento, es altamente susceptible al deterioro por tanto puede actuar como un vehiculo
para para la propagacion de enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA), los dos
principales mecanismos de deterioro que afectan la vida util de la carne roja cruda son el

crecimiento microbiano y los cambios de color.

Desde el sacrificio e incluso en el procesamiento los tejidos suelen estar expuestos a
contaminarse por distintas fuentes, ya sean internas o externas al animal como son la
piel o las heces, sin embargo las carnes procesadas son mas propensas a contaminarse
con microorganismos patdégenos durante las distintas etapas del procesado, la presencia
de patdégenos en la cadena de produccién de alimentos asi sea en numeros bajos, es
indeseable y se considera como la mayor causa de enfermedades gastrointestinales
(Heredia et al., 2014) .

Los patégenos de mayor preocupaciéon en carne fresca e incluso en productos
congelados son Salmonella spp., Escherichia coli, L. monocytogenes, Staphylococcus

aureus, y clostridium botulinum (Mor-Mur & Yuste, 2010).

La NOM-194-SSA1-2004 es el unico instrumento para verificar la inocuidad de la carne
bovina en México, y se limita a inspeccionar E. coli como microorganismo indicador de
contaminacion fecal, con un limite permisible de 1000 UFC/g en carne refrigerada y 5000
UFC/g en carne molida; ademas, esta norma también especifica la ausencia de

Salmonella en 25g de carne.

La importancia de determinar la presencia de estos patdgenos en alimentos
principalmente la carne, radica en poder establecer su presencia y como consecuencia

tener la capacidad de minimizar o eliminar cualquier riesgo para la salud del consumidor.

En la figura 8, un modelo que muestra riesgo potencial de infecciones en la cadena
alimentaria y la carne, el cual podria util para productores y consumidores en la
comprension de sus funciones en la comprension de sus funciones en la prevencién o

reduccion de la contaminacion de la carne y productos derivados (Mor-Mur & Yuste, 2010)
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Figura 8 Riesgo potencial de infecciones en la cadena alimentaria y la carne.

3.1 Escherichia coli

(Mor-Mur & Yuste, 2010)

Escherichia coli es un habitante comensal del tracto digestivo, es decir este organismo

obtiene alimento y proteccion a expensas de otro si producir dafio ni beneficio, se

encuentra en el tracto gastrointestinal de mamiferos y aves, es el agente causal de varias

enfermedades en animales y humanos (Elbestawy et al., 2021).

E. coli (figura 9) es una bacteria miembro de la familia de las enterobacterias, es un bacilo

gramnegativo, anaerobio facultativo, cuya temperatura de crecimiento es a 37 °C

(mesofilo) y comunmente se mueve por flagelos peritricos.
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Figura 9 Bacteria Escherichia coli
(Mundasad, 2011)

La mayoria de las variedades de E. coli son inofensivas o causan diarrea leve, sin
embargo algunas sepas como como E. coli 0157:H7 pueden causar colicos abdominales
intensos, diarrea con sangre y vOmitos, se puede estar expuesto a esta bacteria a través
de agua contamina o alimentos contaminados como vegetales crudos, y especialmente

carne de res molida poco cocinada (clinic, 2020).

Escherichia coli coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y
se considera de flora normal, pero hay descritos seis grupos de E. coli productora de
diarrea: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatégena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC)
(Rodriguez-Angeles, 2002).

Pueden ocurrir complicaciones como sindrome urémico hemolitico y puarpura

trombocitopénica trombdética (Mor-Mur & Yuste, 2010)

3.2 Staphylococcus aureus

Un patdbgeno humano importante Staphylococcus aureus que afecta o coloniza
principalmente a pacientes hospitalizados y a personas con un sistema inmune normal,
produce patologias diversas desde un absceso en la piel hasta septicemias mortales y

choque toxico estafilococico, puede ser causante de intoxicacion de alimentos.
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Staphylococcus aureus es considerado un patégeno con gran potencial para causar
multiples infecciones en el humano y en los animales. S. aureus es la especie tipo del
grupo, considerada la mas virulenta, responsable de un amplio espectro de
enfermedades, que van desde infecciones de la piel y tejidos blandos hasta infecciones
graves que amenazan con la vida (Cervantes-Garcia E, 2014). Estas enfermedades
pueden ser dificiles de tratar debido a la adquisicibn de resistencia a numerosos
antibioticos de uso clinico.

La presencia de este microorganismo se asocia con la contaminacion introducida por los
manipuladores de alimentos, el incumplimiento de buenas practicas de manufactura o la
utilizacion de materia prima contaminada, suele contaminar alimentos y, eventualmente,
producir una intoxicacibn aguda debido a la presencia de una toxina emética muy
resistente al calor y a las enzimas proteoliticas. Al ingerirse el alimento contaminado, la
enterotoxina se encuentra ya formada, por lo que el periodo de incubacion es muy corto
(menos de tres horas). Las manifestaciones clinicas caracteristicas, que en general
cursan sin fiebre, comprenden nduseas, vomitos intensos, espasmo abdominal y diarrea.
En algunos casos se observa moco y sangre en los vomitos o en las heces (Eduardo,
2012). La figura 10 muestra una imagen de la bacteria Staphylococcus aureus

microorganismos aerobios grampositivos.

Figura 10 Bacteria Staphylococcus aureus

36



IV. MATERIALES Y METODOS

4. Materiales y equipos

El presente trabajo de investigacion fue desarrollado en el Laboratorio de Inocuidad y
Empaques del departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos en la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, en colaboracion con del Laboratorio de
Agrobiotecnologia y la planta piloto de plasticos del Centro de investigacion en Quimica
Aplicada, localizadas ambas instituciones en el municipio de Saltillo en el estado de

Coabhuila.

Para la realizacién del presente proyecto se emplearon los materiales y reactivos listados

en la tabla 4
Tabla 4 Equipos, materiales y reactivos.
EQUIPOS MATERIALES REACTIVOS
e Balanza analitica (Biobase) e Espétulas e Acido aspartico
e Parrilla de calentamiento con e Vasos de e Acido sulfarico
agitacion magnética precipitado e Bicarbonato de Sodio
o Estufa de secado e Tamiz e Acido sulfarico
e Nutribulet e Cajas Petri e Hipoclorito de Sodio
e Extruder micro compounder e Micropipetas e Hidréxido de sodio
e Termoconformadora e Puntillas. e Aceite esencial de
e Incubadora e Asa orégano alto en timol
e Campana de flujo laminar bacteriolégica. e Microcelulosa
e Autoclave. e Mechero. e Almidén
e Termoémetro digital e Glicerol
e Polisuccinimida
e Agar infusién cerebro
corazon.
e Agar EMB
e Caldo infusion cerebro
corazon.
e Reactivos para |4
tincion de gram
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4.1.Etapa 1.- Obtencion de los materiales base.

Los materiales base para la elaboracion de los envases activos son polisuccinimida y
microcelulosa.

4.1.1 Elaboracion de Polisuccinimida.

La sintesis de polisuccinimida se realizO mediante policondensacion térmica de acido
aspartico de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Se coloca el de acido DL-aspartico en un vaso de precipitado de 250 ml y se coloca en
la parrilla de calentamiento a una temperatura de 270° C, agitando constantemente con
ayuda de una espéatula, hasta que el acido aspéartico se torne de un color amarrillo pardo
uniforme, se deja enfriar a temperatura ambiente y después es lavado en NaHCOs
acuoso saturado con agua y con HCI.

El sélido obtenido se sec6 al vacio a 60°C durante 24 h. de acuerdo a la técnica referida
por (Bennett, 2005).

4.1.2 Obtencién de microcelulosa.

Las fibras de lechuguilla son cortadas (0.3 a 0.5 cm) y secadas a 30 ° C por 12 H.
Posteriormente se realizd un primer tratamiento mediante hidrélisis con acido sulfurico al
0.4% y agua destilada la reaccion se realiz6 durante 60 min bajo agitacion magnética
continua, al término se lavaron con agua destilada hasta obtener un pH neutro, seguido
de un blanqueamiento de las mismas a través de la cloracion al 3.5% con hipoclorito de
Sodio la reaccién se realizd durante 60 min bajo agitacion magnética continua, al término
se lavaron nuevamente con agua destilada hasta obtener un pH neutro.

Continua el proceso con una hidrélisis alcalina con NaOH al 5% con agitacion constante
durante 2 H con una temperatura de entre 60-70°C, las fibras son lavadas hasta alcanzar
un pH neutro. Para finalizar se elimina la lignina con un NaOH al 1.7% durante 60
minutos, bajo la misma condicion de agitacion magnética y, lavados hasta obtencion del
pH neutro. Son secadas por 24 horas a una temperatura de 60 °C, molidas y tamizadas

para obtencion del tamafio de particula deseado (Luis, 2019)
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4.2.Etapa 2.- Obtencion de las probetas parala formacion del envase

Para realizar la investigacion se utilizaron tres diferentes formulaciones, las cuales se

describen en la tabla 5 dada en %.

Tabla 5 Formulacién de las mezclas.

Mezclas
Materiales M2 M4 M6 T
PSI 22.22 22.03 22.22 22.22
MC 22.22 22.03 22.22 22.22
Almidén 22.22 22.03 22.22 22.22
AEO 3.11 3.44 2.22 0.00
Glicerol 30.22 30.48 31.11 33.3

PSI= polisuccinimida, MC=

esencial de orégano

421. Extrusion

microcelulosa, AEO=aceite

La extrusion del material se llevé a cabo en la planta piloto 1 del Centro de Investigacién

de Quimica Aplicada en el equipo Extruder micro compounder Xplore IM 15, Serial 15-
14-20, 204-245 V 50-60 Hz; 3100 watts, 14 Amp, cuya imagen es presentada en la figura

11. Bajo las condiciones que se presentan en la tabla 6, previamente establecidas por

(Sanchez, 2019).
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Figura 11 Extruder micro compounder

Tabla 6 Parametros equipo Extruder micro compounder Xplor.

Parametro |Unidades |Condicién probada
Temperatura °C 125
Velocidad de

husillo r.p.m. 60
Tiempo de

residencia min 3

R.p.m=revoluciones por minuto.

Inicialmente se pesaron los reactivos y se mezclaron por separado los liquidos (glicerol y

AEO) y los solidos (almidon, PSI y MC) hasta obtener una mezcla homogénea,
posteriormente se juntaron las mezclas en un solo vaso de precipitado se continué
introduciendo el material a la tolva iniciando el proceso de extrusién en el equipo Xplore.
Una vez que el equipo ha concluido el proceso de extrusion el material es descargado
por el piston del mismo, y almacenado en frascos de vidrio para posteriormente ser
moldeado.
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4.2.2 Termoconformacion

La termo conformadora marca PHI mostrada en la figura 12, fue utilizada para elaborar
las probetas con un grosor de 1 mm aproximadamente mediante moldeado por
compresion en una prensa de placa caliente a una temperatura de 80 °C a 25 ton de
presion durante 3 min, una vez transcurrido el tiempo se pasaron a una placa de

enfriamiento con circulacion de agua a 25 ton de presion por 3 min.

Figura 12 Termoconformadora

Adicionalmente las muestras fueron funcionalizadas con AEO para ajustar la

concentracion de 6.00% en la M2, 7.00% en la M4 y 4.50% en la M6.
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4.2.3 Preparacion de los indculos equivalentes al tubo numero 4 de la
escala de Mcfarland

Las cepas provienen de la coleccién del laboratorio de inocuidad y empaques del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, previamente caracterizadas
macroscopicamente mediante siembra en placa en agar selectivos para cada uno de los
microorganismos en cuestion (Eosina azul de etileno, EMB, para E. coli e infusion cerebro
corazon, BHI, para S. aureus) y microscépicamente mediante su observacién en
microscopico optico de acuerdo con los lineamientos para la tincion de gram. Una vez
que las bacterias fueron caracterizadas, se procedio a preparar un inodculo en el medio
de enriquecimiento infusién cerebro corazén BD Bioxon en ambos casos se coloc6 un
inoculo de 0.001 mL de cada una de las cepas con una asa bacteriolégica calibrada en
un tubo de ensaye con 4 mL de caldo, realizado esta operacion por triplicado para cada
bacteria, se incubaron a 37 °C durante el tiempo necesario para alcanzar la absorbancia
requerida equivalente al tubo nimero 4 de la escala de Mcfarland (0.6815 nm). Esta

medicion se realiz6 en un espectrofotometro Genesys 10 UV-Vis a 540 nm.

4.2.4 Inoculacion de carne de res con bacterias Escherichia coli y
Staphylococcus aureus

Se colocaron 10 gramos de carne de res inoculada con 1 ml de las bacterias previamente
proliferadas en cada una de las probetas y cubiertas con papel strech film, como se
muestra en la figura 13, imitando las condiciones de empaque de productos carnicos en
charolas convencionales para la distribucion y venta al publico. Esto se realizé por
triplicado para cada una de las muestras y para cada una de las bacterias, estableciendo
una temperatura de 15°C + 2°C. monitoreando y tomando muestras a intervalos de 12,
24 y 72 horas, la figura 14 expone el montaje del experimento y monitoreo de la

temperatura.
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Figura 14 Monitoreo de la temperatura.

5.5 Monitoreo del desarrollo microbiano

Para conocer el contenido de microorganismos viables en el alimento se utilizé la técnica
de cuenta en placa, expuesta en la NORMA Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994 que
establece el método para estimar la cantidad de células viables presentes en el alimento,

por la cuenta de colonias en un medio sélido, incubado aerébicamente.
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5.6 Disefio experimental

El andlisis estadistico del fue llevado a cabo mediante un disefio experimental
completamente al azar con cinco repeticiones y un arreglo factorial de los tratamientos.
Los factores y niveles analizados fueron dos tipos diferentes de bacterias (Escherichia
coli y Staphylococcus aureus), cuatro tipos de materiales de envase (T, M2, M4, M6) a
diferentes intervalos de tiempo 12, 24 y 72 hs de almacenamiento. El contraste de medias
de efectos estadisticamente significativos fue llevado a cabo mediante distribucién T de
Student (P < 0.05%).

V. RESULTADOS Y DISCUSION

5. Etapano. 1 Caracteristicas de la probeta

Tras la realizacién de cada uno de los pasos descritos en la metodologia, se obtuvieron
los siguientes resultados: en la tabla 7, referentes a las caracteristicas de las probetas
para la formacion del envase, elaboradas con los materiales (PSI, MC, AEO, Almidon y

Glicerol).

Tabla 7. Caracteristicas de cada una de las probetas utilizadas

Dimensiones | Espesor Funcionalizacion
Muestra (cm) (mm) Peso (g9) %
M2 7.6x7.6 1 8.86 6.00
M4 7.6x7.6 1 9.21 7.00
M6 7.6x7.6 1 8.80 4.50

Como se puede apreciar de la tabla 7 las probetas presentan tamafos y espesores
homogéneos con ligeras variaciones en peso, atribuible a las diferencias en el contenido
de AEO con que fueron funcionalizadas, después de su proceso de elaboracion. El
proceso de funcionalizacion tiene como objetivo primordial el conferir actividad
antimicrobiana con un agente con probada capacidad como lo es el AEO, ya que los
extractos y aceites esenciales (AEs) de hierbas y especias (orégano, romero, clavo,
tomillo y limén) poseen componentes bioactivos los cuales les confieren propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antifingicas para la preservacion de los alimentos. El
AEO ha sobresalido por su capacidad antimicrobiana, lo que propicia su uso para el

control microbiolégico en productos carnicos.
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La actividad antimicrobiana que aporta el aceite esencial de orégano se debe
principalmente a sus compuestos volatiles, especialmente timol y carvacrol, cuyo efecto
se ha estudiado en bacterias patdgenas, y clasificado como se muestra en la tabla 8, con
dos variedades distintas de AEO (Amadio et al., 2011).

Tabla 8 Inhibicién microbiana

Microorganismo | Origanum x aplii Origanum x majoricum

Diametro inhibitorio Diametro inhibitorio

(mm) Clasificacion (mm) Clasificacion
Enterococcus
faecalis 8.50 No sensible 10.00 Sensible
Escherichia coli 12.50 Sensible 17.00 Muy sensible
Listeria
monocytogenes 16.50 Muy sensible 17.50 Muy sensible
Staphylococcus
aureus 13.00 Sensible 19.50 Muy sensible
Salmonella
enteridis 9.00 Sensible 12.00 Sensible
lactica 1 8.00 No sensible 0.00 No sensible

(Amadio et al., 2011)

En estudios donde el AEO ha sido incorporado al envase activo y probada su capacidad
antimicrobiana, este ha sido capaz de inhibir el 100% del crecimiento de microorganismos
como Escherichia coli, Staphylococcus y Salmonella enteritidis en una concentraciéon
de 108 UFC / mL. (Martins et al., 2021). Lo que da pauta para generar expectativas sobre

su inclusién para el adecuado funcionamiento de este empaque activo.

Debido a que es una nueva matriz de envase es necesario evaluar que esta actividad se
mantenga ya que puede verse afectada por estar adherida directamente a la matriz.

La incorporacién de agentes activos en los sistemas poliméricos da como resultado una
variedad de perfiles de liberacién con diferentes etapas. En algunos casos, la liberacion
de aditivos se ha descrito como un proceso de difusion de matriz simple, con degradacion
que se produce en una etapa posterior (liberacion de la sustancia activa). Ademas, la
difusidon de antimicrobianos de la pelicula depende del tamafio, la forma (lineal, ramificada
o ciclico) y la polaridad de la molécula de difusion, asi como la estructura quimica de la
pelicula y el grado de reticulacion. Las diferentes interacciones entre la matriz polimérica

y el agente antimicrobiano pueden conducir a varios grados de inhibicion contra
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patogenos, cabe sefalar que la actividad antimicrobiana también depende del tipo de
compuestos activos, su concentracion y especie de microorganismos (Heredia et al.,
2014).

6. Etapa no. 2 Caracteristicas de los microorganismos

Al realizar las siembras de E. Coli en medio sélido fue posible observar a simple vista el
tamafo de las colonias de 2 a 4 mm de diametro, un centro grande de color oscuro e
incluso negro, y presentar brillo verde metalico cuando se observan con luz refleja. Estas
caracteristicas coinciden con las descritas por (Gonzalez, 2013) en un estudio de

caracterizacion fenotipica de cepas de Escherichia coli donde se aprecia esta morfologia.

En cuanto a la morfologia microscépica del cultivo empleado en el presente trabajo, se
presenta en la figura 15 la cual evidencia la presencia de bacilos que reaccionaron
negativamente a la tincion de Gram (gramnegativo). Diversos autores describen a E. coli
por ser bacilos Gram negativos, no esporulante, fermentadores de glucosa y lactosa con
produccién de gas. Es una bacteria mesdfila, por tanto, su desarrollo 6ptimo se encuentra
en torno a la temperatura de los animales de sangre caliente es decir (35-43°C). y la
temperatura de limite inferior es de 7°C, lo que indica que un control eficaz de la cadena
de frio en las industrias es esencial para evitar el crecimiento en los alimentos (Canet,
2016), por lo que mediante esta caracterizacion se puede tener certeza que se esta

trabajando con el microorganismo adecuado.

Figura 15 Identificacion E. coli por tincion de gram.
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Dentro de las caracteristicas coloniales, para S. aureus en medio sélido (Infusién cerebro
corazon) se percibié a partir de las 24 horas de incubacién, notandose colonias bien
definidas, de un tamafio pequefio uniforme de aproximadamente un 1 mm de diametro,
el color de las unidades se observé blanco cremoso. Dicha descripcion concuerda con
los reportado por (Chans, 2015).

A diferencia de la bacteria E. coli, Staphylococcus aureus es gram positivo como se
muestra en la figura 16. Tienen forma de coco y puede aparecer en parejas, en cadenas
0 en racimos. Su tamarfio oscila entre 0,8 a 1,5 micras de diametro, es inmovil y algunas
cepas producen una capsula externa mucoide que aumenta su capacidad para producir
infeccion. En relacién con su metabolismo, es anaerobio facultativo, coagulasa positivo,

catalasa positivo y oxidasa negativo (Pifieros, 2015).

Figura 16 Identificacion de staphyloccus aureus.

7. Etapa no. 3 Cinética de crecimiento

Evaluacién de la actividad antimicrobiana contra Escherichia coli

Como es posible apreciar en la figura 17 el desarrollo microbiano para E. coli puesto en
contacto con los tres tratamientos probados y el testigo, obtuvieron los maximos niveles
de desarrollo a las 12 hrs de monitoreo, para experimentar un descenso en el conteo del
log de las UFC/mL a las 24 hrs para todos los tratamientos y evidenciar un posterior
aumento a las 24 hs. Como se puede apreciar en la misma grafica, la probeta testigo es
la que muestra el mayor desarrollo bacteriano contrastando con las probetas M2 y M4

gue presentan los minimos valores para el desarrollo de E. coli.
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Figura 17 Cinética de crecimiento E. coli

En el anexo 1 de este documento es posible apreciar el andlisis de student (p < 0.05%)
de los datos obtenidos para el conteo del desarrollo bacteriano de E. coli descritos
anteriormente donde se corrobora que las probetas testigo presentaron los maximos
desarrollos a las 12 y 72 hs del ensayo presentando diferencias estadisticamente
significativas con el resto de los tratamientos. Por otro lado las muestras identificadas
como M2 y M4 mostraron los minimos niveles a las 24 hs del almacenamiento bajo las
condiciones descritas en el apartado de materiales y métodos, comparado con la M6 al
mismo periodo de almacenamiento se puede apreciar que hay un mayor desarrollo
microbiano presentando diferencias estadisticamente significativas con respecto a las M2
y M4, pero inferiores a los presentados por la probeta testigo a las mismas 24 hs, dicho
comportamiento es atribuido a la las diferentes concentraciones de aditivo inclusionadas
en las probetas debido a que la M6 contiene el 4.50% de AEO que es la menor
concentracion probada. Posteriormente se puede apreciar un incremento en la cantidad
de UFC/mL donde las M4 fue la que presentd el menor desarrollo de E. coli, evidenciando
diferencias estadisticamente significativas en comparacién con el resto de los
tratamientos al mismo intervalo de tiempo, este comportamiento puede asociarse a que
esta muestra es la que contiene la mayor concentracion de aditivo probada (7.00%) en el
presente estudio; no siendo suficiente para inhibir por completo el desarrollo del

microorganismo en estudio.
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En comparacion con (Solomakos et al., 2008) donde se estudio el efecto antimicrobiano
de aceite esencial de tomillo, en estado libre, el cual esta constituido por compuestos
activos similares a los del AEO (fenoles monoterpénicos, como timol, carvacrol, p-cimeno,
gammaterpineno, limoneno, borneol y linalol), al 3.00%, 6.00% y 9.00% contra de E. coli
sobre carne de res picada en trozos pequefios, resultando ser ineficiente la adicion del
3.00%, destacando en 9.00%, afecciones de las propiedades organolépticas, y siendo
mas efectiva la adicion del 6.00% contra el patégeno. En el presente estudio el AEO se
encuentra incluido en la matriz del envase, lo cual resulta una ventaja ya que ademas de
permitir una facil manipulacion la funcion de las sustancias activas cuando son afadidas
directamente a los alimentos corren el riesgo de inhibirse o reducirse, a lo largo del
periodo en el cual realizaran su funcion como conservador, esto ocurre como resultado
de la interaccién entre las sustancias activas y los componentes alimentarios por tanto su
adicion directa a los envases puede ser mas eficaz. Esta inhibicion se debido a que son
insolubles en agua, volatiles, y sensibles al oxigeno, a la temperatura y a la luz, ademas
de generar sabores y olores ajenos al alimento (Séez, 2017) como se menciona en el
estudio antes mencionado. El empaque debe conferir estabilidad

mediante la interaccion formada entre el polimero y el aditivo por enlaces débiles que
adicionalmente le permitan una liberacion prolongada a la matriz de interés (Hernandez-
Gonzélez et al., 2017). En otras investigaciones se han probado los empaques activos
con AEO al 4.50%, en filetes de pescado refrigerado, donde se ha logrado alcanzar un
alto efecto antimicrobiano y antioxidante, con ello alargando la vida anaquel de este
producto (Martins et al., 2021).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus

El siguiente microrganismo en evaluacion fue S. aureus, en la figura 18 se puede apreciar
el comportamiento del desarrollo colonial del mismo en presencia de los diferentes
tratamientos probados, de donde se destaca como la probeta testigo carente de AEO
presenta los maximos niveles de desarrollo microbiano con diferencias estadisticamente
significativas con respecto al resto de los tratamientos, como se puede apreciar en el
analisis de student (p < 0.05%) presentado en el anexo 2 del presente documento

apreciandose gque el monitoreo alas 12 y 72 hs de contacto presenta los maximos niveles

49



seguidos del tiempo a las 24 hs, donde existe un decremento con respecto al desarrollo
microbiano, este decaimiento es atribuible a la presencia del glicerol, empleado como
agente plastificante en la elaboracion de las probetas, el comportamiento de los
microorganismos en relacion a la muestra testigo también sufre una disminucion a las 24
horas ya que la mezcla de esta charola, aunque no contiene AEO en la formulacién esta
presente el glicerol, el cual también contribuye a una disminucion moderada de la
actividad antimicrobiana (Boura-Theodoridou et al., 2020).

S. aureus
7
6 .\_____ —e
. °
E 4
g
T3
=0s]
g 2
1
0
400 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
——T m2 m4 mé Horas

Figura 18 Cinética de crecimiento S. aureus

No obstante, la concentracién utilizada en la elaboracion de las probetas es bajo y no
permite un control adecuado ni sostenido para inhibir el desarrollo del microrganismo en
estudio.

Por otro lado se puede apreciar un decremento significativo obtenido por el resto de los
tratamientos donde es posible apreciar que existe una reduccion de al menos dos ciclos
logaritmicos al comparar la muestra testigo contra la M4 a la 12 hs de contacto, siendo
esta la menor reduccién observada durante el ensayo y logrando inhibiciones totales del
desarrollo del microorganismo a partir de las 24 hs de contacto para todos los
tratamientos estudiados, lo que muestra la eficiencia del aditivo inclusionado en las

probetas para S. aureus a la minima concentracion ensayada (4.50%).
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En un estudio in vitro, donde se puso a prueba la efectividad de algunos antibioticos frente
a 143 aceite esenciales, entre ellos el AEO se destaco su efectividad para eliminar S.
aureus a una concentracion del 0.25% la cual podria erradicar toda la fase estacionaria
de las células después de una exposicion de un dia (Xiao et al., 2019).

El aceite esencial de tomillo con caracteristicas muy similares al AEO, fue probado, en
estado libre, sobre carne fresca en dosis del 1.00, 2.00 y 3.00 %, con resultados
favorecedores, por lo que se pone de manifiesto la importancia de estudiar su aplicacién
en empaques activos que funcionalizados con AEO, en cortes de carne fresca ya que
pueden tener el potencial de controlar las bacterias patégenas y ademas mejorar la
estabilidad del color con caracteristicas sensoriales aceptables, la mayor actividad
antimicrobiana contra S. aureus se presentd al afiadir el 3.00% de AEO (Candogan,
2017), dato que es ligeramente inferior al establecido en el presente trabajo, lo cual pude
deberse principalmente al perfil de sustancias activas presentes en el aceite utilizado y

de la velocidad con que se libera al medio.

La incorporacion de agentes activos en los sistemas poliméricos da como resultado una
variedad de perfiles de liberacién con diferentes etapas. En algunos casos, la liberacion
de aditivos se ha descrito como un proceso de difusion de matriz simple, con degradacion
que se produce en una etapa posterior (liberacion de la sustancia activa). Ademas, la
difusién de antimicrobianos de la pelicula depende del tamafio, la forma (lineal, ramificada
o ciclico) y la polaridad de la molécula de difusion, asi como la estructura quimica de la
pelicula y el grado de reticulacion. Las diferentes interacciones entre la matriz polimérica
y el agente antimicrobiano pueden conducir a varios grados de inhibicion contra
patdgenos, cabe sefialar que la actividad antimicrobiana también depende del tipo de
compuestos activos, su concentracién y especie de microorganismos (Heredia et al.,
2014).

Para el presente estudio, la dosis probada es altamente eficiente ya que con solo 4.50%
se logré eliminar por completo al microbio, lo que indica estabilidad del aditivo y liberacién
adecuada y prolongada de la matriz del envase al carnico contenido. El AEO ha sido
seleccionado para formar parte de distintos envases por sus favorables propiedades
antimicrobianas y ademas que no tiene ningun impacto en la salud humana y el entorno.

En un estudio realizado con un material de polimeros termoendurecibles epoxi, que se
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funcionalizo con AEO se present6 una actividad antimicrobiana relativamente fuerte y en
el material sin funcionalizar no se observd ninguna inhibicién (Zavareh et al., 2015)

Como se aprecia en el presente trabajo, el empaque activo PSI-ST-MC resulté ser mas
efectivo para S. aureus que para E. coli, lo cual se debe a que las bacterias grampositivas
(S. aureus) son mas sensibles que las bacterias gramnegativas (E. coli). Esta sensibilidad
ha sido atribuida a la constitucién de la membrana externa adicional que rodea la pared
celular en bacterias gramnegativas que limita la difusion de AEO hidrofobico a través de

su Recubrimiento de lipopolisacaridos (Zavareh et al., 2015).

52



VI.

CONCLUSIONES

El compdsito PSI-ST-MC, tiene afinidad por el AEO, con lo cual es posible
su proceso de funcionalizacion.

El composito PSI-ST- MC-AEO posee actividad antimicrobiana eficiente
contra un indculo infeccioso de Escherichia coli, equivalente al tubo 4 de la
escala de Mc Farland, al ser funcionalizado con una concentracion del
7.00%.

El compésito PSI-ST-MC funcionalizado al 4.50% con AEO permite una
reduccion de dos ciclos logaritmicos ante la presencia de un indculo
infeccioso de Staphylococcus aureus equivalente al tubo 4 en la escala de
Mc Farland después de 24 hs de contacto y su eliminacion total después de
72 hs o bien a las 24 hs bajo una concentracién del 6.00% del mismo agente
funcionalizante.

El compésito PSI-ST-MC-AEO, permite una liberacién prolongada y estable
del agente funcionalizante, con lo cual se confiere estabilidad y eficiencia al
mismo.

Staphylococcus aureus resulta mas sensible al AEO inclusionado en el
composito PSI-ST- MC que Escherichia coli, tal y como sucede en cuando
el AEO se encuentra en estado libre, por lo que su inclusion en la matriz
polimérica no afecta a sus propiedades.

El compésito PSI-ST-MC-AEO, es un material con capacidad de ser
empleado en la industria del empacado activo alimentario ya que fue posible

contener en él muestras de carne de res molida almacenada bajo
53



condiciones regulares de almacenamiento y manipulacién para su

comercializacion.
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VIII.  ANEXOS

Anexo 1 Analisis de student para E. coli

Level Least Sq Mean
m2,12 A 5.310757
t12 A 5.054943
1,72 B 4.385637
m6,12 B 4.376778
m4,12 C 3.698970
m2,72 CD 3.640097
me,72 D 3.378695
t,24 D 3.344475
m4,72 E 3.011141
mo,24 F 2.224033
m2,24 G 0.000000
m4 24 G -0.000000

Levels not connected by same letter are significantly different

Anexo 2 Analisis de student para S. aureus

Level Least Sq Mean
t72 A 5.954243
t12 A 5.890082
t,24 B 5.453431
m4,12 C 3.698970
m6,12 D 3.464817
mb,24 E 3.237830
m2,12 F 2.418424
m4,72 G 0.000000
m2,72 G -0.000000
m4, 24 G -0.000000
m2,24 G -0.000000
m6,72 G -0.000000

Levels not connected by same letter are significantly different



