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RESUMEN

La conservacién de alimentos es en la actualidad una practica necesaria para eliminar
microorganismos patodgenos de los alimentos que alteran la salud de los consumidores,

comprende el conjunto de todas las medidas para evitar su descomposicion.

El principal objetivo de la presente investigacion fue la de evaluar los efectos ejercidos por el
aceite esencial de orégano en diferentes concentraciones (0.00, 0.05, 0.10, 0.15 y 0.25%)
sobre Clostridium perfringens inoculado en la carne fresca de res y directo en el gel, al ser
microencapsulado en una cubierta comestible a base de pectina comercial, que resulté ser
mas economica que los polisacaridos del Aloe vera, pues la extraccion de este Ultimo requiere
de un alto gasto de reactivos. Todo el experimento se monitore6 desde las 0, 24, 44, 96 y
hasta las120 horas realizando siembras en agar Shaedler para asi realizar un conteo de
UFC/gr al final de cada tiempo.

Los resultados arrojados demostraron que incluso la muestra donde se aplico solamente el gel
con 0.0% AE ejerce un efecto inhibitorio menor, pero al final positivo, en comparacién con el

testigo.

Para el caso del experimento donde se inocul6 la bacteria directo a la carne, la concentracion
gue mostr6 mayor efecto fue el gel con 0.15% AE al tiempo de las 96 hrs, sin mostrar

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con el gel con 0.10% AE.

Con respecto al experimento donde se inocul6 la bacteria directo al gel con aceite
microencapsulado, y previamente aplicado a la carne fresca de res, el que presentd mejor
resultado fue el gel con 0.05% AE a las 24 hrs (que en termino de beneficio costo es lo ideal),

siguiéndole el gel con 0.25% AE.

El testigo presentd un crecimiento de tipo lineal para ambos casos, manteniendo una
tendencia al alza durante todo el experimento, sin llegar a una fase estacionaria. Las
caracteristicas organolépticas de las muestras tratadas fueron mas aceptables que las del
testigo. Es posible utilizar peliculas comestibles con aceite esencial de orégano
microencapsulado para preservar del desarrollo de microorganismos anaerobios estrictos y
sus efectos a la carne fresca de res.

Palabras clave: Aceite esencial, microencapsulado, Clostridium perfringens, carne de res, pectina.
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|. INTRODUCCION

Desde tiempos inmemoriales, el hombre siempre ha buscado alternativas de conservacion
de sus alimentos, muchos de esos métodos los han mejorado con el paso del tiempo bajo

invenciones tecnoldgicas y desplazando la manera artesanal de hacerlo.

Los alimentos sufren cambios en su estructura, ya que todos ellos son productos
perecederos, estos cambios son debido a diversos factores, encontrando como principales

a los quimicos, fisicos y biolégicos que originan la descomposicion.

Esta descomposicion es un fendmeno natural de los alimentos, los tejidos vivos tienen
resistencia al ataque microbiano. Los tejidos vegetales o animales muertos son destruidos
de diversas formas por fuerzas bioldgicas. Existe competencia entre el hombre, los
animales y los microorganismos por el consumo de nutrientes; el prevenir la
descomposicion de los tejidos vegetales y animales implica un doble esfuerzo, por una
parte conservar el alimento para su uso y por otra excluir las diversas formas de
contaminacion del alimento para su consumo en una condicidn maxima de nutrientes para

contribuir a una buena salud (Desrosier, 1987).

Los alimentos se descomponen principalmente debido a los microorganismos, a la accién
de las enzimas propias del alimento, y a la degradacion quimica y desecacion. La
descomposicion de un alimento depende de la composicion, estructura, tipo de

microorganismo involucrado y condiciones de almacenamiento del mismo.

Los microorganismos al estar en contacto con los alimentos causan su descomposicion,
en algunos casos puede ser deseable; pero los que causan dafio a la salud humana son

los llamados “patégenos”.

Las infecciones alimentarias son consecuencia de la presencia de microorganismos
patdgenos en alimentos que, mediante la ingestion, son capaces de causar enfermedad
por la invasion del huésped o por liberacion de sustancias toxicas resultantes del

crecimiento en el tracto intestinal. Las intoxicaciones alimentarias son consecuencia de la

12



absorcion intestinal de toxinas ya presentes en los alimentos antes de su ingestion,
(Desrosier, 1987), como consecuencia del crecimiento y metabolismo de sustratos por
ciertos microorganismos, por todo lo anterior, este tipo de microorganismos tienen un gran

impacto en lo que respecta a la salud publica.

Las infecciones o intoxicaciones originadas por el consumo de alimentos se atribuye a la
presencia de ciertos microorganismos tales como Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, géneros de Salmonella y Stafhilococos, Bacillus cereus y Vibrio
parahaemolyticus, asi como E. coli (An6nimo, 2009).

En investigaciones actuales de la industria farmacéutica y alimentaria, se han encontrado
sustancias con actividad antimicrobiana de forma natural en muchos alimentos, entre las
plantas que destacan por sus propiedades antimicrobianas son: el clavo, cebolla, mostaza,
ajo, cilantro, vainilla y orégano (Campomanes, 2003). Estas plantas contienen ademas
compuestos fendlicos los cuales son inhibidores de bacterias, virus y parasitos, y se
encuentran en la parte oleaginosa de la planta por lo que es necesario extraer su aceite
esencial. Existen otros compuestos obtenidos de forma sintética dentro de los cuales
encontramos a los mas polémicos en tanto a carne se refiere (que es el caso de la
presente tesis), a sales de nitrito y nitrato, que en alimentos sometidos a asado se pueden
transformar en compuestos cancerigenos denominados “nitrosaminas”, y no se autoriza su

uso en la carne picada, ya que mantiene la apariencia de frescura.

La aplicacion de dichos compuestos a los diversos alimentos para lograr conservar sus
caracteristicas visuales propias de los mismos y sobre todo sus propiedades nutrimentales
asi como alargar la vida de anaquel. Para lograr lo anteriormente dicho se recurre a utilizar
vehiculos comestibles para el transporte de estos compuestos de origen natural, en
nuestro caso el orégano que en investigaciones anteriores se ha demostrado que es una
planta con minimos requerimientos para establecer su cultivo y ademas rica en sustancias
bioactivas, debido a ello esta investigacion esta inspirada en la probada capacidad del
aceite esencial de orégano de inhibir a ciertos microorganismos corruptores de alimentos,
como alternativa para alargar la vida de anaquel de productos, como la carne, a partir de
sustancias de origen natural ampliamente aceptadas con la ayuda de peliculas

comestibles formadas de sustancias naturales accesibles por el publico consumidor.

13



ll. JUSTIFICACION

A través de la historia, el consumo de carnes como alimento ha mantenido una posicion
prestigiosa, tanto social como econdmica, en la medida en que las naciones se
industrializan, mejoran sus economias y el consumo de carnes aumenta. Ademas,
mientras las personas prosperan social y econdémicamente, tienden a demandar una mejor

calidad y cantidad de productos carnicos (Hedrick et al., 1994).

La carne es uno de los alimentos mas nutritivos para consumo humano debido a su aporte
en proteinas de alto valor bioldgico, grasas, vitaminas y minerales (Hedrick et al., 1994),
debido a lo anterior, este tipo de producto es muy susceptible de sufrir dafo y
descomposicion microbiolégica, es por eso que gran cantidad de compuestos naturales y
artificiales se desarrollan para contrarrestar el efecto causado por dichos

microorganismos.

La descomposicion es un fendmeno natural de los alimentos, los tejidos vivos tienen
resistencia al atague microbiano. Una de las fuentes naturales de compuestos
antimicrobianos son las especias, cuyas propiedades como conservadores son conocidas
desde hace siglos. Existen alrededor de 1,300 tipos de plantas como fuentes potenciales
de antimicrobianos, cuyos derivados pueden incluir sustancias como fitoalexinas,

isotiocianatos, alicinas, pigmentos y compuestos fenélicos entre otros (Silva, 2003).

En México el uso del orégano es exclusivo como condimento alimenticio, y en poca
medida medicinal; estudios realizados por la Universidad Auténoma de Chihuahua,
México, han descrito las propiedades antimicrobianas del aceite esencial de orégano como

fungistético y antibacterial atacando a la mayoria de bacterias patégenas (Silva, 2003).
El creciente interés por el desarrollo de peliculas y cubiertas comestibles para incrementar

la conservacion de alimentos se debe fundamentalmente a las exigencias, cada vez

mayores, de abastecer al mercado con alimentos biolégicamente mas seguros.
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EL empaque de los alimentos juega un papel importantisimo en la prolongacion de su vida
de anaquel, y has ido desarrolldndose a lo largo de la historia. Los materiales méas
socorridos para envasar alimentos son las peliculas sintéticas, cuyo uso ha originado una
gran contaminacion por su inutilidad después del uso y las materias primas necesarias
para elaborarlas, principalmente derivados del petroleo. Por ello se estan buscando
materiales alternativos que permitan la conservacion de las propiedades utiles de los
alimentos, sin afectar al medio ambiente, y en este caso se recurre a las peliculas

comestibles, generalmente utilizando biopolimeros para su construccion.

Una pelicula comestible se define como aquella capa delgada de material comestible
formada sobre un alimento como un recubrimiento, o colocada (lo que implica que debe
ser pre-formada) sobre o entre los componentes de los alimentos. Su propésito es el de
inhibir o reducir la migracion de humedad, oxigeno, diéxido de carbono, aromas, lipidos,
pigmentos, etc.; servir como vehiculo para aditivos alimentarios (antioxidantes,
antimicrobianos, saborizantes, colorantes); y/o mejorar la integridad mecanica o
caracteristicas de manejo del alimento en cuestion. En algunos casos las peliculas
comestibles con buenas propiedades mecéanicas pueden llegar a sustituir las peliculas de

empaque sintéticas (Krochta y De Mulder-Johnston (1997).
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lII.OBJETIVOS

Objetivo general

Probar la efectividad antimicrobiana del aceite esencial del orégano (L. berlandieri

Schauer) microencapsulado en una pelicula comestible aplicada en carne de res.

Objetivos especificos

e Definir el vehiculo adecuado para la microencapsulacién del aceite esencial del
orégano.

¢ Obtener la pelicula-vehiculo y caracterizarla.

e Aplicar sobre carne de res fresca y valorar su efecto antimicrobiano.

e Aplicar sobre carne de res inoculada con Clostridium perfringes y valorar su efecto

antimicrobiano.

HIPOTESIS

El aceite esencial del orégano mantiene su efectividad antimicrobiana al ser

microencapsulado en una pelicula comestible para su aplicacion en carne de res.
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IV.REVISION DE LITERATURA

4.1. Carne

4.1.1. Definicion legal

El término carne se utiliza con distintos significados. De acuerdo con las disposiciones
legales sobre inspeccion de la carnes es, por una parte, una expresion muy amplia, que
comprende todas las porciones de la canal que sirven para consumo humano, y
frecuentemente también los alimentos elaborados a partir de las mismas; por otras parte,
se limita a aquellos géneros y especies que son objeto de inspeccion legal. La concepcion
mas amplia del término “carne” se encuentra en las directrices que, sobre carne y
productos carnicos, se hallan contenidas en el Codigo Alimentario aleman, en el que se
entiende por carne todas las porciones de los animales de sangre caliente destinadas a
consumo humano. Esta definicibn se completa con lo que debe comprenderse por carne
segun la Orden Oficial y el Decreto de Tipificacion de Alimentos de la Republica Federal
de Alemania (Prandl et al., 1994) y con lo referido en la norma mexicana NMX-FF-081-
SCOFI-2003 que define a la carne como “los tejidos muscular, conjuntivo y elastico, grasa,
vasos linfaticos y sanguineos, nervios, etc., que constituyen las masas musculares que

cubren el esqueleto del animal”.

4.1.1.1. Tipos de carne

El término "carne roja" o "carne blanca" es una definicién culinaria que menciona el color

(rojo o rosado, asi como blanco) de algunas carnes en estado crudo.

Carnes Rojas: suelen provenir de animales adultos. Por ejemplo: la carne de Vacuno
(carne de vaca), la carne de cerdo, la carne de ternera y la carne de buey.

Se consideran igualmente carnes rojas la carne de caballo y la de ovino. Desde el punto
de vista nutricional se llama carne roja a "toda aquella que procede de mamiferos". El
consumo de este tipo de carne es muy elevado en los paises desarrollados y representa el
20% de la ingesta caldrica.

Se asocia a la aparicion del cancer en adultos que consumen cantidades relativamente

altas.
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Carnes Blancas: Se denomina asi como contraposicion a las carnes rojas. En general se
puede decir que es la carne de las aves (existen excepciones como la carne de avestruz).

Algunos de los casos dentro de esta categoria son la carne de pollo, la carne de conejo y
a veces se incluye el pescado. Desde el punto de vista de la nutricion se llama carne

blanca a "toda aquella que no procede de mamiferos.

El término "carne roja" o "carne blanca" es una definicion culinaria que menciona el color

(rojo o rosado, asi como blanco) de algunas carnes en estado crudo.

El color de la carne se debe principalmente a un pigmento rojo denominado mioglobina.

Esta clasificacion esta sujeta a numerosas excepciones (Anénimo, 2008).

4.1.2. Carne deres

41.2.1. Consumo Nacional

De acuerdo con la informaciéon proporcionada por el SIAP en la tabla 1, la produccion
nacional de ganado bovino ha mostrado una tendencia creciente, desde el afio 2000,
presentando una TMAC, en el periodo 2000-2007, del 1.89% para el ganado bovino en
pie, y del 2.12%, en el periodo 2000-2008 para el ganado bovino en canal.

Tabla 1. Produccion Nacional de Ganado Bovino 2000 — 2008 (Millones de Toneladas)

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 TMAC
Pie 2.71 2.75 2.81 2.86 2.9 2.9 3.03 3.09 N/D 1.89%
Canal 1.41 1.44 1.47 15 1.54 1.56 1.61 1.64 1.67 2.12%

(Financiera Rural, 2009)
De acuerdo con los datos de La Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos en los Hogares

que publica INEGI, del total del gasto destinado para la compra de las carnes enlistadas
en la tabla 2 la de res ocupa el primer lugar (FINANCIERA RURAL, 2009)

18



Tabla 2. Gasto de los hogares en carne de 2000-2008

2000 2002 2004 2006
Resy Ternera S 9, 484.00 $10,173.70 $10,971.91 $11,782.10
Puerco S 2,303.00 $7,561.22 $2,978.04 $3,170.24
Aves $5,785.03 $6,969.45 $8,005.05 $10,023.32
Otra carnes $3,791.70 $42.37 $5,725.73 $5,250.77

Pescado y matiscos $ 2, 291.50 $2,62850 $2,947.46 S$3,464.75

(Financiera Rural, 2009)

4.1.2.2. Principales estados productores

De acuerdo con informacion del SIAP, Veracruz es el principal estado productor de
ganado bovino en México con un volumen de produccion de 0.44 millones de toneladas,
esto representa el 14.2% de la produccién nacional. Jalisco es el segundo productor con
una participacion del 11.3% (0.35 millones de toneladas). Chiapas, ocupa el tercer lugar,
aportando un volumen de 0.19 millones de toneladas (6.3% de la participacion en la
produccion nacional). (FINANCIERA RURAL, 2009)

4.1.2.3. Consumo Internacional

Segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA, por sus siglas en
ingles), la produccion mundial de ganado bovino (carne de res) aumenté con respecto al
2007, al cierre de 2008 se estim6 una produccion de 59.25 millones de toneladas, este
incremento fue de 0.26 millones. Con respecto al afio 2004, la produccién se incrementd
en 6.6%, dicho incremento ha sido proporcional a la demanda por este producto
(FINANCIERA RURAL, 2009).

4.1.2.4. Principales paises productores

Datos proporcionados por el USDA en la tabla 3 reporta que los Estados Unidos, Brasil, la
Union Europea, China y Argentina, son los principales paises productores de ganado

bovino a nivel internacional.
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Tabla 3. Producciéon mundial de carne de res 2004-2008 (Millones de toneladas)

2004 2005 2006 2007 2008
EUA 11.26 11.32 11.98 12.1 12.23
Brasil 7.98 8.59 9.03 9.3 9.21
Unidn Europea 8.25 8.09 8.15 8.2 8.22
China 5.6 5.68 5.77 6.13 6.26
Argentina 3.13 3.2 3.1 3.3 3.2
México 2.1 2.13 2.18 2.17 2.25
Australia 2.08 21 2.18 2.17 2.1
Federacion Rusa 1.59 1.53 1.43 1.37 1.33
Canada 1.5 1.52 1.39 1.28 1.27
Paquistan 0.98 1.01 1.06 1.09 1.12
Otros 8.99 9.26 9.52 9.34 9.41

(Financiera Rural, 2009)

4.1.2.5. Principales paises exportadores

En 2008 como se muestra en la figura 1, las importaciones y exportaciones mundiales se
ubicaron en 6.75 y 7.72 millones de toneladas respectivamente. Brasil, como principal pais
exportador, para fines del 2008 report6 un volumen de 1.92 millones de toneladas
(FINANCIERA RURAL, 2009).
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Estados

Resto del Unidos, 20.6%
Mundo, 25.7%

México, 3.8% —

Brasil, 15.5%
India, 4.5%
Argentina,
54% Unién
China, 10.6% Europea,

13.9%

Figura 1. Porcentaje de participacidén de los paises productores de ganado bovino.

4.1.2.6. Comercializacion y distribucién

El 60% de la carne producida en México se comercializa en forma de canal caliente (sin
congelar), lo que afecta la calidad e inocuidad para el consumidor. El resto se realiza por

otros canales donde la calidad es superior.

La distribucion de la carne de origen nacional se realiza principalmente por intermediarios
que adquieren su mercancia en rastros municipales o clandestinos y en menor proporcion,
a través de las cadenas de tiendas de autoservicio, que son abastecidas por plantas con
certificacion de tipo de Inspeccién Federal (TIF) (FINANCIERA RURAL, 2009).

4.1.2.7. Crecimiento esperado

Los precios fisicos y futuros en los contratos del ganado bovino, han registrado una

tendencia a la baja desde el ultimo trimestre del 2008.
El precio fisico al finalizar el 2008 cerré en $2,220 dolares por tonelada. El contrato de

futuros mas cercano (Abril) reporta un precio de $1,911.41 y el contrato con vencimiento

en Junio $1,854.53 dolares por tonelada.
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En comparacion al cierre del pasado 30 de Diciembre ($2,220 ddélares por tonelada), el
precio fisico cerrd el pasado 27 de marzo en $2,392.01 El precio mas alto se registro el 22
de Noviembre del 2008 alcanzado un precio de $3,180 ddlares por tonelada (FINANCIERA
RURAL, 2009).

4.1.2.8. Aporte nutrimental

La carne ocupa un lugar privilegiado frente a otros alimentos de origen animal como la
leche, el queso, los huevos y el pescado. La carne es ante todo una valiosa fuente de
proteinas, aunque desde un punto de vista nutritivo es también notable su contenido en
lipidos, minerales y vitaminas. Desde esta misma perspectiva cabe afadir su relativa

importancia como fuente de energia (Prandl et al., 1994).

4.1.3. Composicion quimica de la carne

La composicidbn quimica del tejido muscular del bovino, libre de grasa subcutanea,
consiste de agua (65-80%), porteina (16-22%), lipidos (1.5-13%), carbohidratos (0.5-1.5%)
y cenizas (1%) (Forrest et al., 1979; Fenemma, 1996), pero son muchos los factores que
afectan esta composicion, particularmente la alimentacion y la genética de los animales
(Forrst et al. 1979; Fenmma, 1996; Serra et al., 2004).

El agua es el componente principal de los liquidos extracelulares y ella se encuentra
disueltos o suspendidos numerosos componentes quimicos; por ello sirve como medio de
transporte de nutrientes entre el lecho vascular y las fibras musculares. Las proteinas son
el componente principal de la materia solida de estas ultimas. Generalmente se clasifican
atendiendo fundamentalmente la solubilidad en: sarcoplasmicas (mioglobina, hemoglobina
y enzimas asociadas a la glucolisis, al ciclo del acido citrico y a la cadena trasportadora de
electrones), miofibrilares (entre otras, actina, miosina, tropomiosina, troponina, actinas y
alfa y beta proteina C y proteina M) y el estroma (constituyentes del tejido conectivo y
proteinas fibrilares asociadas, que son comparativamente insolubles). En el misculo se
encuentran, ademas de las proteinas, otros componentes nitrogenados no proteicos, tales
como aminoacidos, péptidos sencillos, creatina, fosfato de creatina, cretinina, algunas
vitaminas, nucledsidos y nucleotidos, incluido el adenosintrifosfato (ATP). La composicion

lipidica de la carne se puede dividir en lipidos del tejido muscular y los propios del tejido
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adiposo. Los primeros se depositan en dos compartimentos diferentes. Algunos lipidos lo
hacen dentro de la fibra muscular (intracelulares), pero la mayoria se encuentra en el
tejido adiposo asociado a los septos del tejido conectivo laxo que se encuentra entre los
haces musculares; este Ultimo tipo de depdsito graso se le conoce como veteado,
marmoleo o “marbling”. El conjunto de de ambos compartimentos constituye la grasa
intramuscular (Forrest et al., 1979). En general se considera que los lipidos del musculo
(grasa intramuscular) tiene un grado de insaturacion que los del tejido adiposo (Piironen et
al., 2002). Por otra parte, la oxidacion de los acidos grasos altamente insaturados que se
encuentran en la membrana de la fibra muscular puede ser muy importante en algunas de

las reacciones de deterioro de la carne (Fenemma, 1996).

El colesterol es el esterol mas abundante en los tejidos animales y se sintetiza a partir de
acetil-coenzima A, siendo el higado el principal lugar de sintesis (Stryer, 1988). Asi como
sucede con la totalidad de los lipidos del plasma sanguineo, el colesterol se encuentra
asociado con proteinas formando complejos lipoprotéicos que aseguran su trasporte. Su
metabolismo incluye la produccion de acidos biliares y de hormonas esteroides, tales
como la progesterona, testosterona, estradiol y crortisol (Stryer, 1988), o es precursor de
vitamina D. Su excrecion se realiza principalmente como esteroles en la bilis (Aranda, et
al., 2002), El contenido promedio de colesterol de la carne fluctia entre 70 y 75 mg/100g
por debajo del que se considera no deseable para el hombre (Fenemma, 1996). Se
requiere ingerir 400 g de carne bovina al dia para alcanzar el limite maximo de 300 mg

recomendado por los dietistas (Jiménez, 2002).

La grasa es una excelente fuente de energia, para los primeros cazadores o pobladores
mundo éste fue un atributo muy valorado de la carne, particularmente la de los mamiferos.
En la actualidad, los habitos alimenticios de los humanos han cambiado y, en muchos de
los paises econdémicamente desarrollados, se estimula la reduccion en la ingestion de
grasa animal. Desde el punto de vista de salud humana una dieta alta en grasa se
considera indeseable, principalmente su vinculo con el colesterol y su asociacién con
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, este énfasis se ha modificado a la luz de
estudios recientes en los que destaca la importancia de la composicion o tipo de grasa

mas que la cantidad (Warris, 2000).
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El contenido de carbohidratos de la carne es muy bajo y el del glucégeno, que es el
carbohidrato del musculo més importante, fluctia entre 0.5 y 1.3%. Los carbohidratos
restantes son mucopolisacaridos asociados al tejido conectivo, glucosa, otros mono y

disacaridos y los intermediarios del metabolismo glucolitico (Aberle et al., 2001).

La carne tiene una importante fuente de vitaminas del complejo B o particularmente
tiamina, niacina, riboflavina, piridoxina y cianocobalamina. También es una fuente de
vitamina A cuyo contenido es mayor que las de otras vitaminas liposolubles. La carne es
rica en hierro, cobre zinc y selenio. El hierro en la carne tiene alta biodisponibilidad y se
encuentra asociado a la proteina mioglobina. Esta proteina es la que provee oxigeno y le
da el color al tejido muscular rojo. Por su contenido en hierro de alta disponibilidad, la
carne se considera una fuente inestimable de este material en la dieta humana (Pearson y
Gillet , 1999). La deficiencia de hierro es la mas comun en el mundo (Warris, 2000). La
carne es relativamente pobre en calcio (con aproximadamente 100 mg/100 g) y contiene
generalmente 60 a 90 mg de sodio y 300 mg de potasio/100 g de carne fresca. Como los
minerales y la vitaminas solubles del complejo B estan presentes en la porcion de carne
magra de la carne, su concentracion varia dependiendo de la cantidad de tejido graso y

hueso de cada pieza de carne asi como el proceso de coccion (Fenemma, 1996).

4.1.4. Deterioro

4.1.4.1. Fisico

La pérdida de humedad es uno de los puntos mas importantes asociados con el deterioro
fisico de carne fresca. Pérdida de humedad puede dar como resultado un enrojecimiento y

oscurecimiento de la superficie de la carne (Salas, 2009).

4.1.4.2. Quimico

El mas importante factor en la apariencia de la carne es el color. Esto es particularmente
verdadero para la carne pre-empacada. El color rojo purpura del corte de una carne fresca
es debido al pigmento conocido como mioglobina, el cual es relacionado a la hemoglobina
de la sangre. La diferencia en el color de la superficie de la carne viene de los cambios

quimicos del pigmento.
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En la exposicion al aire, una molécula de oxigeno es afiadida directamente a la porcién de
fierro de la mioglobina, produciendo oximioglobina, el cual tiene un color rojo brillante. Este
color es muy rapidamente formado y es aceptado como el mas deseable color de la carne
en un no-empacado y pre-empacado, carne fresca cuando el color rojo de la superficie de la
carne es expuesta al aire, otra reaccibn ocurre y forma un pigmento marron
(metamiglobina), que caracteriza a las carnes afiejas o viejas. La velocidad de desarrollo de
la metamioglobina depende de:

1. La temperatura (a mas alta la temperatura, mas rapida la reaccion).
2. El pH de la carne (a mas alto pH de carne mas negras).
3. Acelerado por deterioro bacteriano (Salas, 2009).

4.1.4.3. Microbioldgico

Condiciones bacteriolégicas.- Las carnes que no son empacadas y las empacadas son
igualmente perecederas y sensibles al ataque de microorganismos. La velocidad a la cual
las bacterias crecen sobre la superficie de la carne dependera del tipo de microorganismo,
la temperatura y la naturaleza de la atmoésfera de almacenamiento bajo condiciones

aerdbicas las bacterias pueden causar:

Viscosidad sobre la superficie.- la temperatura y la humedad disponible influyen en la
clase de microorganismo hallado).

Cambios en el color de los pigmentos de la carne.- el color rojo puede cambiar a

manchas verdes, marrén o gris como resultado de los compuestos oxidados.

Cambios en las grasas.- la oxidacion de grasas no saturadas en la carne toma lugar
guimicamente en el aire, y las bacterias pueden también causar rompimiento o acelerar la

oxidacion de las grasas.

Fosforescencia.- Poco comun, efecto causado por bacterias fosforescentes o luminosas.

Sabores y olores desagradables.- Causada como resultado del crecimiento de bacterias

sobre la superficie y a la produccion de acidos volatiles. Bajo condiciones aerdbicas,
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levaduras y mohos podrian crecer sobre la superficie de la carne para causar una superficie
viscosa, pegajosa, olores y sabores desagradables y decoloraciéon. Parte de la superficie
deteriorada por levaduras y mohos son localizadas cominmente y pueden ser separadas

sin malograr el resto de la carne.

Bajo condiciones anaerobicas el deterioro es debido a:

Acidez.- Dando un olor acido y algunas veces el sabor causado por acidos los cuales
pueden resultar de la accidon de las enzimas en la carne durante el proceso de maduracion o
afiejamiento anaerobico produccién de acidos grasos o &cido lactico por bacterias,

rompimiento de las proteinas sin putrefaccion.

Putrefaccion.- Anaerdbica descomposicion de proteinas de microorganismos con la
produccién de compuestos u olores indeseables. Sabores y olores desagradables por
putrefaccién cerca a los huesos (Salas, 2009).

4.1.5. Conservacion

4.1.5.1. Conservadores Artificiales

Son compuestos que no se encuentran presentes en la naturaleza y que son sintetizados
en laboratorio, la aplicacién de estos agentes quimicos es una actividad muy practicada en
la industria de los alimentos para inhibir el crecimiento de microorganismos indeseables
(Morales, 2005). Estos conservadores son obtenidos mediante sintesis quimica, y usados

comercialmente como los llamados aditivos alimentarios dentro de los cuales tenemos:
4.1.5.1.1. Tipos

4.1.5.1.1.1. Acido sorbico y sorbatos

Son usados en concentracién menor a 0.3% en peso para inhibir crecimientos de hongos y
levaduras en alimentos con pH hasta de 6.%, su efectividad es mejor al reducir el pH.

Empleados principalmente en quesos, encurtidos, jugos de fruta, pan, vino y mermeladas.
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Este &cido tiene la propiedad de unirse a la superficie de las células microbianas,
modificando la permeabilidad y el metabolismo.

415.1.1.2. Sulfitos

Con este nombre se agrupan diversos compuestos que en solucion acuosa liberan
H2SO4. Por su importancia destacan los sulfitos de sodios (Na2SO3) y de potasio
(K2S03), los bisulfitos de sodio y de potasio (NAHSO3 y KHSO3) y los metasulfitos de
sodio y potasio (NA2S20% y K2S205), son polvos y cristales con una alta solubilidad en

agua por lo que se aplican en un gran nimero de alimentos sin ningun problema.

Los sulfitos tienen multiples funciones, que los hacen comunes en el procesamiento de los
alimentos dado que: a) inhiben la reaccién de oscurecimiento no enzimatico de Maillard
bloqueando los grupos carbonilos libres de azucares impidiendo que estos interaccionen
con los aminodacidos; ejercen también una accion decolorante sobre los pigmentos
melanoidinas productos finales de estas transformaciones b) evitan las reacciones de
oscurecimiento enzimatico pues su poder reductor inhibe la sintesis de quinonas ademas
de que pueden inhibir a la propia enzima y c) realizan accion antimicrobiana definida sobre
hongos, levaduras y bacterias, el mecanismo de accién no se conoce totalmente. La
industria vitinicola tiene una gran demanda de estos aditivos, puesto que ejercen
diferentes acciones en el vino: a) son blanqueadores y eliminan los colores indeseables b)
actlan como antioxidantes reaccionando con el peréxido de hidrogeno, con fenoles y
aldehidos oxidados y c) muestran funcion antimicrobiana contra levaduras y bacterias

indeseables.

Estas concentraciones generalmente usadas (500 ppm) no producen olores indeseables ni
presentan toxicidad para la mayoria de la poblaciéon. Sin embargo investigaciones

manifiestan que hay individuos con sensibilidad a los sulfitos (Badui, 1999).

4.1.5.1.1.3. Nitritos y nitratos

Son empleados en la elaboracion de diversos productos carnicos embutidos llamadas
sales de curacion, tienen doble funcion desarrollan un color caracteristico al formar la

nitrosilhemocromo, pigmento tipico de las carnes curadas, y actian como inhibidores
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especificos del crecimiento de Clostridium botulinium. La dosis generalmente empleada
para productos carnicos es de 200 ppm de nitritos y 500 ppm de nitratos. Ademas gracias
a sus propiedades antioxidantes intervienen estabilizando el aroma y gusto de estos
productos (Badui, 1999).

4.15.1.2. Actividad
4.1.5.1.2.1. Antimicrobiana

Inhibicion de la biosintesis de los &cidos nucléicos o de la pared celular, dafio a la
integridad de las membranas e interferencia con la gran variedad de procesos metabdlicos

esenciales.

4.1.5.1.2.2. Antioxidante

Ejerce una accién estabilizadora retrasando el deterioro que puede llegar a la rancidez o
decoloracion, debido a la oxidacion. Los antioxidantes capturan el oxigeno, antes de que
puedan llegar hasta los componentes de los alimentos. Impiden los procesos de oxidacion,

es decir, las alteraciones producidas por la accion del aire (Eldadfa, 1999).

4.1.5.1.2.3. Ventajas

Bajo costo de produccion, facil produccion y paliacién a nivel industrial y mayor tiempo de
conservacion de los alimentos (Gonzalez, 2005).

4.1.5.1.2.4. Desventajas

Se les atribuye poseer propiedades cancerigenas y toxicologicas ademas de ser de dificil

eliminacién del organismo (Gonzéalez, 2005).

4.1.5.2. Conservadores Naturales

Estos conservadores cumplen las mismas funciones que los sintéticos, es un gran numero
de compuestos de origen vegetal y animal a los que se les ha estudiado tanto sus
propiedades antimicrobianas como toxicoldgicas en respuesta de los consumidores que

prefieren productos frescos y minimamente procesados (Gonzélez, 2005).
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Muchos de estos compuestos se encuentran en investigacion para su posible uso en
conservacion de alimentos sobre todo contra microorganismos patdgenos (Hernandez,
2003). Hasta el momento el reto es aislar, purificar, estabilizar e incorporar estos
antimicrobianos a los alimentos sin afectar sus caracteristicas sensoriales. La actividad
antimicrobiana depende de la variedad de especie o hierba, el tipo de microorganismo y el
alimento al que va a ser afladido (Alatriste, 2004).

4.1.5.2.1. Tipos

Los compuestos antimicrobianos de las especias, hierbas y plantas o sus extractos se
encuentran generalmente en sus aceites esenciales obtenidos de sus hojas, flores, bulbos

y frutos.

415.2.2. Actividad

4.1.5.2.2.1. Antimicrobiana

Los compuestos fendlicos de los aceites esenciales presentan una gran actividad
antimicrobiana contra bacterias gram positivas y gran negativas, presentando mayor
sensibilidad las gran positivas, en estas bacterias la accion de los compuestos fendélicos
origina la salida de los iones potasio de la célula, decrece el pH intracelular, se colapsa el
potencial de la membrana, inhibiéndose la sintesis de ATP, generando la muerte celular
(Silva, 2003).

En estudios anteriores se ha descrito el efecto antimicrobiano del orégano de Chihuahua
(que es el enfoque principal del experimento) contra bacterias que se relacionan con la
seguridad de los alimentos reportdndose un efecto menor en contra de microorganismos
negativos. Asi también se ha demostrado que en su aceite esencial se encuentra presente
el timol entre 0.7-40.2% y el carvacrol entre 15.2-41.2% (Silva, 2003).

4.1.5.2.2.2. Antioxidante

Estudios recientes han encontrado mas de 100 compuestos antioxidantes en las hierbas y

especias. Antioxidantes con sustancias que protegen las células de nuestro organismo ya
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que evitan la formacion de radicales libres. Los radicales libres estimulan el envejecimiento
de las células y contribuyen a aumentar el riesgo de cancer en el organismo, ya que

estimulan ciertas mutaciones.

El Departamento de Agricultura en Estados Unidos (USDA) estudio las propiedades de
varias hierbas y encontré que tres tipos de orégano (México, Italia y Grecia) tienen el
mayor poder antioxidante. Posteriormente se encuentran el romero, eneldo y tomillo. En
cuanto a las especias, la circuma, paprika y la canela encabezan la lista de antioxidantes.
Estas hierbas y especias podrian tener mayor poder antioxidante que las frutas y verduras,
pero no existe una recomendacion y requerimiento establecido para su consumo, como el
que hay para la vitamina C, selenio y zinc. Lo ideal es consumirlas con moderacion y
variedad en la preparacion de los alimentos. Las propiedades antioxidantes que tiene el

tomillo no las tiene ni el romero y ni la canela (Anénimo 2).

4.1.5.3. Ventajas

Ampliamente distribuidos en la naturaleza, no toxicos ni nocivos para la salud en las dosis

aplicadas y ampliamente aceptados por la poblacion (Gonzalez, 2005).

4.1.5.4. Desventajas

Presentan bajo rendimiento, un alto costo de produccion y requiere analisis minuciosos

para su aceptacion comercial (Gonzalez, 2005)

4.2. Microorganismos en alimentos de acidez baja

4.2.1. Clostridium prefringens:

Pertenece al género Clostridium es un bacilo Gram positivo bastante grueso recto con los
extremos cuadrados en angulo recto, de 0.6 a 2.4 um de ancho y de 1.3 a 19um de largo,
presentandose solos 0 en parejas. Las esporas son grandes, ovales, centrales o

subterminales. No posee cilios por lo que es completamente inmdvil.

Es una bacteria anaerobica, el CO, favorece su crecimiento, sin embargo tolera la

presencia de una pequefia cantidad de oxigeno y es capaz de multiplicarse en presencia
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de alrededor de un 5% de O en la atmdsfera de incubacion. El rango de temperaturas que
permite el crecimiento de esta bacteria es amplio entre 15 y 50 °C. Esta bacteria tiene un
metabolismo muy activo, un crecimiento rapido y reducen de forma intensa el medio de
cultivo en el que se encuentran, lo que favorece su resistencia al oxigeno del aire

(Bourgeois y col., 1994).

El enfermedad llamada botulismo causada por este microorganismo, se caracteriza por
diarrea y espasmos o retortijones abdominales, que generalmente aparecen unas 10 hr
después del consumo del alimento colonizados con 105-109 ufc/g de CI. perfringes. A
veces se presentan nauseas y raramente vomitos. Estos sintomas son consecuencia de
de la liberacién de una enterotoxina por las células en fase de esporulacién en el tracto

intestinal inferior (Mossel, 2003).

4.3. Orégano

4.3.1. Definicion

El nombre orégano proviene de la palabra griega “Origanum” y se deriva de dos
palabras,”oros” montafa y “ganos” alegria, en alusién a la apariencia festiva que le da esta

planta a las laderas de las montafias donde crece (Oliver, 1997).

4.3.2. Especies

En la familia de las Verbenaceae se encuentran Lippia graveolens = Lippia berlandieri; que
son arbustos de hojas oblongas, alcanza de 1.2 a 2 m de altura, con 4 a 6 pedunculos por
nudo, flores en espigas subglobosas, color blancas o amarillentas, zigomorfas; estambres
4 (Flores, 1991).

También figuran escpecies como el orégano griego Origanum vulgare subsp. Hirtum y el

orégano turco Origanumvulgare subsp. Gracite (Huerta 2005).

4.3.3. Lippia berlandieri Shauer

De acuerdo a las caracteristicas morfologicas, el orégano establecido en el sur de

Chihuahua le corresponde la siguiente clasificacion segun la tabla 4.
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Tabla 4. Caracteristicas morfolégicas orégano Lippia berlandieri Shauer.

REINO Vegetal
CATEGORIA Metaphyta
DIVISION Tracheophyta

SUBDIVISION Pteropsida
SUPERCLASE Spermathopyta

CLASE Angiospermas
SUBCLASE Dicotiledoneae
SERIE Gamopetalas
ORDEN Lamiales
FAMILIA Verbenaceae
GENERO Lippia
ESPECIE Berlandieri
(Silva, 2003)

Figura 2. Lippia berlandieri Schauer

4.3.3.1. Distribucion

La mayor produccion de orégano para fines comerciales es la del orégano Lippia, cuya

especie mas abundante en México es Lippia berlandieri Shauer (Silva, 2003). Esta
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produccion se concentra distribuida en los estados de Chihuahua, Durango, Guanajuato,
Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas. Estos oréganos comerciales son

arbustos que alcanzan hasta 2.5 m de alto y desarrollan en promedio 1.20 m de follaje.

4.3.4. Demanda

4.3.4.1. Nacional

En México, los estados con mayor produccién con Chihuahua, Durango, Jalisco, San Luis
Potosi y Zacatecas (Oliver, 1997). En México el uso de orégano es principalmente como
condimento alimenticio utilizando la materia seca, cuyo precio pagado a laos productores
no sobrepasa los $6.00 a $8.00 por kg (CONABIO, 2000).

En las exportaciones anuales de orégano Chihuahua ha paricipado con un promedio del
21.05%, compitiendo con otros estados productores como Jalisco, Durango, Hidalgo,

Querétaro, Zacatecas y Oaxaca.

EN el estado de Chihuahua la superficie aproximada en la produccion de orégano es de
41, 900 has. Los municipios involucrados son: Delicias, Valle de Zaragoza, Valle de
Allende, San Francisco Conchos, Meoqui, Villa Lopez, Julimes, La Cruz, Camargo,

Saucillo, Jiménez y Villa Coronado.

4.3.4.2. Internacional

Recientemente ha adquirido importancia econémica debido a que el 90% de la produccion
de su materia seca Util es exdportada a los Estados Unidos de América y en menor grado

a ltalia y Japon (Cavazos, 1991).

Las exportaciones de orégano seco no manufacturado a los EE.UU. en el afio de 1997 fue
de 5, 528, 022 kgs., y México participd con una cantidad de materia seca util de

exportacion correspondiente a 1, 740, 132 kgs., superado solo por Turquia (USDA, 1989).

El aceite esencial de orégano es procesado y exportado por Espafia y Francia, a los EE.
UU. En el mercado estadounidense puede llegar a cotizarse hasta en US$120.00, y en el

mercado europeo Yy asiatico hasta en US$180 (USDA, 1989; CONABIO, 2000).
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4.3.5. Usos

La mayoria de las especies de orégano tienen nobles propiedades madicinales, que se
manifiestan por su compleja composicién quimica. En la practica terapéutica (herbolaria)
las especies de orégano europeas (Origanum spp), y las mexicanas (Lippia spp) se

administran para las mismas dolencias.

También se le dan usos culinarios, cosméticos y terapéuticos. Es utilizado en forma fresca
y seca en la cocina mediterranea y de América Latina (Pascual y col., 2001). En México el
uso del orégano es principlamente como condimento alimenticio utilizando la materia seca.
La importancia fundamental de las especias radica en sus propiedades organolépticas,
derivadas de sus atributos como saborizantes o sazonadores de los alimentos (Silva
2003).

4.3.6. Aplicacién

Como antimicrobiano, en trabajos previos (Alvarez, 1999), ha descrito el efecto
antimicrobiano del orégano de la region de Chihuahua contra bacterias relacionadas con la
seguridad de los alimentos (Staphylococcus aureus, Eschericha coli y Salmonella
typhimorium). Se demostré un efecto diferencial co relacidén a la estructura de la pared de
los microorganismos estudiados, siendo menor en contra de los microorganismos Gram

negativos.

Como antoxidante, desde mediados de 1950 se han hecho estudios sobre la actividad
antioxidante de diferentes variedades de orégano. Se tienen reportes que muestran la
capacidad del orégano para ihibir la oxidacién lipidica en diferentes sistemas modelos,
siendo el que presenta la mas amplia efectividad antioxidante entre las especies (Abdalla,
2001). En diferentes extractos de orégano, la presencia de compuestos como los acidos
rosmarinico y caféico, el timol y el carvacrol han demostrado su efectividad como
antioxidantes (Milos, 2000). Ademas, se han reportado compuestos del orégano diferentes
al timol y carvacrol con actividad antioxiante. (Nakatani, 1987), encontraron dos
compuestos fenolicos obtenidos a partir de extractos de orégano que tuvieron una

actividad similar a la del BHA. También obtuvieron cinco nuevas estructuras fendlicas y un

34



glucésido que mostraron una mayor actividad antioxidante que el alfa-tocoferol (Kikuzaki,
1989).

En la industria alimentaria, los conservadores continian siendo una de las clases mas
importantes dentro de los aditivos empleados en los diversos grupos de alimentos.
Actualmente esta industria enfrenta una creciente exigencia, por parte del consumidor, de
alimentos de calidad con mayor capacidad de conservacion y sanidad por lo que se hace
cada vez mas necesaria la eliminacién de aditivos sintéticos y su sustitucion por productos
naturales con menor impacto contra el ambiente, siendo los aceites esenciales y extractos

vegetales de hierbas y especias una alternativa de importantes alcances.

El reconocido principio aromético y de sabor de extractos vegetales de diferentes tipos de
plantas ha motivado el uso de varios de ellos, principalmente como agentes saborizantes o
sazonadores de alimentos y bebidas. Sin embargo, son pocos los alimentos que a nivel
comercial contienen aceites esenciales como bioconservadores. Algunos estudios

reportan lo siguiente:

4.3.6.1. Carney Productos carnicos

Una salsa estilo italiana, conteniendo 0,3% de aceite esencial de orégano y 0,3% de
aceite esencial de tomillo redujo significativamente cuentas aerdbicas en placa de
Escherichia coli 0157:H7 por 3 log UFC/g (P< 0,05) en filetes crudos de pechuga de pollo.
Esta combinacion de AEs de orégano y tomillo fue altamente letal para Salmonella,
Typhimurium, Campylobacter jejuni y L. monocytogenes (Draughon, 2004). El aceite
esencial de ajo y cebolla ademas de tener efecto antimicrobiano contra Pseudomonas

fragi y Lactobacillus, mejoré los atributos sensoriales en chorizo (Morales-L6épez, 1999).
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Tabla 5.- Aceites esenciales que han mostrado propiedades antimicrobianas contra microorganismos
patégenos.

(Leuschner y Zamparini, 2002)




Salsas para marinar con 6% de AE (aceite esencial) de hoja de pimiento inhiben
Acrobacter butzleri por 2 log UFC/cm2 en chuletas de cerdo. Purés de ciruela

deshidratada al 3% reducen E. coli y Salmonella en carne molida.

El ajo fresco picado afiadido en una concentracion del 1% en peso en mayonesa reduce
cuentas de Salmonella enteritidis desde 5 log UFC/g hasta < 2 log UFC/g después de 4
dias a 25°C (Leuschner y Zamparini, 2002). En general, para los productos cérnicos los
AEs de orégano, tomillo, clavo y cilantro son los mas efectivos en concentraciones entre 5-
20uL/g. Se ha observado que entre mayor sea el contenido de grasa en el producto, se

reduce notablemente el efecto de los AEs.

4.3.6.2. Pescado

La mostaza ha resultado altamente efectiva para controlar E. coli en salsa de pescado
almacenada a 25°C por 28 dias (Al-Jedah et al.,, 2000). EI AE de orégano en una
concentracion tan baja como 0.5uL/g es efectivo para controlar Photobacterium
phosphoreum en filetes de bacalao. Recubrir la superficie de pescado entero con AE o
incorporar el aceite en un recubrimiento para aplicarlo en camarones resulta efectivo para
inhibir la flora natural deteriorativa de estos productos (Harpaz et al., 2003). El extracto
etandlico del AE de comino (Cuminum cyminum L.) en salsa teriyaki para marinar trucha
cruda reduce las cuentas de hongos, levaduras y de coliformes, y las cuentas de L.
monocytogenes disminuyen a niveles no detectables aun después de 9 dias de

almacenamiento a 4 6 0°C.

4.3.6.3. Frutas y hortalizas

Los AEs tienen gran potencial en la agricultura como bioplaguicidas, sin embargo es
escasa su aplicacion en los productos vegetales destinados al consumo humano. Los
estudios realizados con AEs se han dirigido principalmente hacia el control de
microorganismos fitopatdgenos, tanto en pre como en postcosecha; asi por ejemplo,
contra Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer y Colletotrichum gloeosporioides se han
evaluado extractos vegetales y AEs como el de tomillo, hisopo, ajo e isotiocianatos (Wilson
et al., 1997; Tiznado-Hernandez y Troncoso-Rojas, 2006). En concentraciones de 0,1-

10uL/g han resultado eficaces tanto contra la flora natural como contra los
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microorganismos patégenos que pueden ser propagados por las frutas y hortalizas (Singh
et al., 2002). El carvacrol y el cinamaldehido aplicados por inmersién en concentraciones
de 0,15pL reducen la flora natural en kiwi y en mayor concentracion para el melon gota de

miel.

Los AEs de citricos usualmente se usan como saborizantes en bebidas de cola y ginger
ale, asi como en perfumeria. Los terpenos oxidados contenidos en el AE de citricos
poseen una alta capacidad antifungica; por ejemplo, el citral es eficaz para inhibir
Penicillium digitatum y P. italicum. El orden de toxicidad desde el mas toxico es
citral>neral/geraniol>acido geranico>metilheptenona>acetaldehido (Wuryatmo et al.,
2003).

En los productos vegetales pre-cortados los consumidores son alin mas exigentes ya que
no aceptan la aplicacion de quimicos sintéticos como conservadores. En estos casos, los
AEs representan una alternativa de gran alcance, pero aun hay que investigar el tipo y
niveles adecuados a utilizar para no alterar los delicados atributos de calidad y
propiedades sensoriales (Lanciotti et al., 2004; Bosquez-Molina et al., 2007). En ciertas
hortalizas los AEs funcionan como aderezo en ensaladas y al mismo tiempo permiten su
conservacion, tal es la situacion del aceite esencial de orégano que inhibe Escherichia coli

0157:H7 en ensaladas de berenjena utilizando concentraciones de 7-21uL/g.

De acuerdo con lo anterior, cualquier compuesto que se aplique como bioconservador en
los productos de origen vegetal de consumo en fresco, debera reunir los siguientes
requisitos: capacidad antimicrobiana eficaz en concentraciones que no sean toxicas para
el consumidor y que no alteren negativamente la frescura, calidad nutricional y sensorial;
de aqui la importancia que reviste el umbral sensorial respecto a la concentracibn minima

inhibitoria MIC (por sus siglas en inglés) en los alimentos tratados.

4.3.7. Mecanismos de accidn

La informacién actualmente disponible respecto al mecanismo de accién de los AEs es
escasa; en lo reportado se coincide en que, al ser mezclas complejas de numerosas
moléculas con gran diversidad de grupos quimicos, es muy probable que la actividad

antimicrobiana no se atribuya a un mecanismo especifico ya que en las células hay
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diferentes sitios en donde pueden actuar, y los eventos pueden llevarse a cabo en forma
independiente, simultdnea o consecuente. El caracter hidrofébico de los AEs les permite
incorporarse en los lipidos de las membranas bacterianas y mitocondriales, perturbando
Su estructura y consecuentemente su permeabilidad, dando lugar a la fuga de iones y
otros contenidos celulares vitales, conduciendo finalmente a la muerte del microorganismo
(Lambert et al., 2001). Los AEs también podrian actuar sobre las proteinas embebidas en
la membrana citoplasmética deformando la interaccion lipido-proteina y afectando la
actividad de enzimas como la ATPasa, disminuyendo la produccion de energia requerida
para el funcionamiento celular; otra posible accion seria la interaccion directa de los

componentes lipofilicos con las partes hidrofébicas de la molécula de proteina.

4.4. Microencapsulaciéon de aceites esenciales

La encapsulacién es un proceso mediante el cual sustancias bioactivas de los alimentos
se introducen en una matriz para impedir que se pierdan, para protegerlas de la reaccion
con otros compuestos o para frenar reacciones de oxidacion a causa de la luz o del
oxigeno. En lineas generales, la encapsulacién constituye un medio de envasar, separar y
almacenar materiales para su posterior liberacion bajo condiciones controladas. Esta
tecnologia aporta, en el ambito alimentario, productos con mejores caracteristicas

sensoriales y nutricionales.

Los procesos de encapsulacibn empezaron a desarrollarse entre 1930 y 1940 por la
National Cash Register (NCR), en Ohio, EEUU, para la aplicacion comercial de un tinte a
partir de gelatina como agente encapsulante. La aplicacion en alimentos es mas reciente,
debido sobre todo a un abaratamiento de la tecnologia, que ha despertado el interés de la
industria alimentaria. Este proceso permite, en funcion de la tecnologia aplicada,
encapsular nutrientes para que no sean atacados, degradados u oxidados, asi como
enzimas o células completas, permitiendo que los sustratos y productos entren y salgan de

la capsula.

Para la produccién de microcapsulas se han propuesto diversos métodos que se dividen
en procesos fisicos (secado por aspersion, extrusion y recubrimiento por aspersion),
procesos fisicoquimicos (coacervacion simple o compleja y atrapamiento en liposomas) y

procesos quimicos. La seleccién del método dependera del tamafio medio de la particula
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requerida y las propiedades fisicoquimicas del agente encapsulante y la sustancia a
encapsular, las aplicaciones para el material microencapsulado, el mecanismo de

liberacion deseado y el coste (Anénimo 4).

Los procesos de microencapsulacion de aceites esenciales se realizan mas comunmente
con el uso de ciclodextrinas (CD) que es el almidén en conjuncion con una enzima en
particular, la amilasa de Bacillus macerans (Morrison y Boyd, 1998), segun la literatura, la
eficiencia del proceso de microencapsulacion depende de las propiedades tanto del
huésped como de la CD. Normalmente cuando se forma el complejo de inclusion entre la
molécula huésped y la CD, aumenta la estabilidad de la molécula huésped. La a-CD
puede formar complejos con moléculas de menor peso 0 compuestos con cadenas
alifaticas, la b-CD forma complejos con compuestos aromaticos y heterociclicos y la g-CD
puede formar complejos con moléculas mas grandes como macrociclos y esteroides.
Cuando el huésped es encapsulado, éste puede sufrir cambios en sus propiedades
quimicas Yy fisicas: proteccion contra la luz y el oxigeno, modificacion de su reactividad
quimica, reducciéon de su volatilidad y aumento en su solubilidad acuosa. Con lo anterior
se obtienen diversas ventajas, ademas de las ya mencionadas, es posible facilitar el
manejo de sustancias altamente hidrofobicas, transformar compuestos liquidos o
gaseosos a solidos, proteccion contra degradacion microbiana, enmascarar olores,
sabores y colores, y una de las mas importantes es la liberacion controlada del huésped

encapsulado (Madene y col., 2006).
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Figura 3. Formacion de la microcdpsula de compuestos antimicrobianos de aceites esenciales en
matriz de ciclodextrina.
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4.4.1. Vehiculos de aplicacion

Definicion.- Excipiente c.b.p. (“Cuanto baste para”) farmacéutico

Sustancia inerte que se mezcla con los medicamentos para darles consistencia, forma,

sabor u otras cualidades que faciliten su dosificacion y uso (RAE, 2009).

4.4.2. Interaccion con el principio activo

4.4.2.1. Tipos de union (enlaces)

Los &tomos se unen entre si para formar moléculas mediante fuerzas de enlace. Los tipos

fundamentales de enlace son el i6nico, el covalente y el metalico.

I6bnico o electrocovalente.- consiste en la atraccion electrostatica entre atomos con
cargas eléctricas de signo contrario. Este tipo de enlace se establece entre atomos de
elementos poco electronegativos con los de elementos muy electronegativos. Es
necesario que uno de los elementos pueda ganar electrones y el otro perderlo, y como se
ha dicho anteriormente este tipo de enlace se suele producir entre un no metal

(electronegativo) y un metal (electropositivo).

Covalente.- caracteristico del enlace covalente es la formacion de pares electrénicos
compartidos, independientemente de su numero, en las sustancias covalentes existen
moléculas individualizadas. Entre estas moléculas se dan fuerzas de cohesion o de Van
der Waalls, que debido a su debilidad, no pueden considerarse ya como fuerzas de
enlace. Hay varios tipos de interacciones: Fuerzas de orientacion (aparecen entre
moléculas con momento dipolar diferente), fuerzas de induccién (ion o dipolo permanente
producen en una molécula apolar una separacion de cargas por el fendmeno de induccion

electrostatica) y fuerzas de dispersion (aparecen en tres moléculas apolares).
Covalente coordinado.- se forma cuando el par electronico compartido es puesto por el

mismo atomo. Un enlace covalente coordinado en nada se puede distinguir de un

covalente tipico, ya que las caracteristicas del enlace no se modifican (Burns, 2003).
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Metélico.- los elementos metélicos sin combinar forman redes cristalinas con elevado
indice de coordinacion. Hay tres tipos de red cristalina metalica: cubica centrada en las
caras, con coordinacion doce; cubica centrada en el cuerpo, con coordinacion ocho, y
hexagonal compacta, con coordinacion doce. Sin embargo, el nimero de electrones de
valencia de cualquier &tomo metéalico es pequefio, en todo caso inferior al niumero de
atomos que rodean a un dado, por lo cual no es posible suponer el establecimiento de
tantos enlaces covalentes.

En el enlace metalico, los atomos se transforman en iones y electrones, en lugar de pasar
a un atomo adyacente, se desplazan alrededor de muchos atomos. Intuitivamente, la red
cristalina metélica puede considerarse formada por una serie de atomos alrededor de los
cuales los electrones sueltos forman una nube que mantiene unido al conjunto (AnGnimo
3).

4.4.2.2. Mecanismos de liberacién y actuacion de moléculas en la
formacion de enlaces.

La tendencia de las moléculas a asociarse cuando ocurre una desestabilizacion de
soluciones es debida a una ruptura del equilibrio entre fuerzas atractivas y repulsivas,
debida a diferentes parametros del medio (pH, fuerza i6nica, temperatura, etc); esta
evolucion del equilibrio hacia un sistema estable puede a veces ser muy lenta (de varias

horas a varios dias).

Es debida a las multiples posibilidades de asociacion de las cadenas poliméricas que se
absorben sobre diferentes particulas. El fendbmeno puede ser todavia acrecentado por la
presencia de cationes divalentes capaces de formar puentes i6nicos entre cargas
negativas (-COQO" sobre todo) de proteinas o de polisacaridos (pectinas, alginatos, etc.).
Este efecto esta estrechamente ligado al pH y al pKa de los grupos ionizados (efecto de
formacion de puentes marcado a pH neutro y alcalino). Si la concentracion de polimeros

es suficiente, se forma un gel (Linden y Lorient, 1994).
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4.4.3. Diferentes geles obtenidos a partir de macromoléculas

4.4.3.1. Geles obtenidos por unatransicion sol-gel

La macromoléculas que forman estos geles (proteinas, polisacaridos) forman en solucion
diluida y a alta temperatura cadenas helicoidales flojas. A gran concentracion (>0.5% para
los polisacaridos con cadenas muy estiradas, >6-7% para las proteinas) y baja
temperatura, se asocian trozos de cadenas para formar dobles y triples hélices mediante
enlaces H y constituir una red gelificada (en caso de la gelatina, o de polisacaridos). Si
estos trozos son polielectrolitos (alginatos, pectinas) se formar igualmente puentes por

cationes divalentes.

Este proceso de gelificacion es muy dependiente de la temperatura e igualmente del pH
(para los polielectrolitos) (Linden y Lorient, 1994).

4.4.3.2. Geles obtenidos por reticulacién covalente

La macromolécula reacciona con un agente de reticulacion bi- o polifuncional que forma
puentes covalentes entre las cadenas. En el campo alimentario, Unicamente los
intercambios de puentes S-S intermoleculares implicados en la termogelificacion de las
proteinas puede parecerse a este tipo de gelificacion. Estos geles pueden, tras

deshidratacion, formar una estructura sélida porosa.

Estos geles se hinchan en presencia de agua. El hinchamiento cesa cuando la presion
interna es igual a la presion osmatica de la solucién interna; la red gelificada se comporta
como una membrana semipermeable. Si la red es débil, la presion interna del agua
desagrega el gel, los agregados que pueden permanecer en suspension influyen entonces

el comportamiento reoldgico de la solucion (Linden y Lorient, 1994).

4.4.4. Vehiculos sintéticos

El uso intensivo y generalizado de materiales plasticos rigidos o en forma de pelicula en
las actividades cotidianas ha generado a nivel nacional serios problemas de acumulacion

de residuos soélidos debido a que no son biodegradables.
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El incremento sistematico en los paises alrededor del mundo, causa el aumento de la
cantidad de envases utilizados, lo que supone un peligro para el medio ambiente. El
namero de vertederos aumenta y los residuos que los llenan no se desintegran

espontaneamente. Una significativa cantidad de estos residuos son envases de alimentos.

4.4.4.1. Tipos

Los envases para alimentos y bebidas, en relacion con las materias primas utilizadas para
produccién, pueden clasificarse de la siguiente manera: metal, vidrio, plastico, papel y
carton y compuestos (Kaczmarek, 2003). En los ultimos afios ha habido una creciente

tendencia por el uso de plastico ya sea sintético o biodegradable.

Plasticos sintéticos: Se producen principalmente a partir de polimeros sintéticos como el
polietileno (PE), el polipropileno (PP), el polietilen tereftalato (PET), el poliestireno (PS) y el

cloruro de polivinilo (PVC).

Envases biodegradables: Son biopolimeros a base de hidroxibutirato o hidroxivalerato,
que se producen en la naturaleza durante la biosintesis.
Estos se descomponen bajo la accion enzimatica de los microorganismos: bacterias y

hongos.

Existen otros tipos de plastico biodegradables que son las mezclas de polimeros sintéticos
con almidon (de patata, arroz maiz) o celulosa. En estos casos, solamente los
componentes naturales se descomponen en oxigeno y agua (en condiciones aerobias) o
agua y metano (en condiciones anaerobias), mientras que el componente sintético solo se
rompe en pequefas porciones y se disipa en el suelo. Actualmente son relativamente

caros (Kaczmarek, 2003).

4.4.4.2. Usos

Dentro de la Industria Alimentaria el amplio uso de los plasticos, rigidos o en forma de
pelicula, se debe a sus excelentes propiedades funcionales (versatiles, ligeros,
resistentes, propiedades barrera contra la transmisiéon de H20, 02, CO2). El tiempo de

vida til de los plasticos como envases o empaques de los productos alimenticios es muy
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corto comparado con el tiempo que permanecen en el medio ambiente: el polietileno se
degrada 1.7% en 2 afios cuando contiene agentes fotodegradables y 0.1% en 100 afios en
ausencia de ellos. El empleo de biopolimeros (proteinas, polisacéaridos, lipidos) en forma
aislada o combinados con aditivos (agentes quimicos, plastificantes) y polimeros sintéticos
(polietileno) ha sido propuesto para generar empaques comestibles o biodegradables que
reducirian la contaminacion ambiental por residuos sélidos (Martin et al., 1995).

4.4.4.3. Ventajas

Los envases sintéticos se caracterizan por su bajo coste de produccién y buenas
propiedades mecanicas y de barrera (dependiendo del tipo de plastico). Hoy en dia,

sustituyen en algunos casos a otros materiales como el vidrio, metal o papel/carton.

Los envases biodegradables son facilmente procesables en maquina y se pueden
modificar su propiedad dependiendo de las propiedades requeridas: rigidez, elasticidad,
color, degradabilidad, etc. Pueden ser reciclados o incinerados. Estos se descomponen

bajo la accion enzimatica de los microorganismos: bacterias y hongos.

Existen otros tipos de plastico biodegradables que son las mezclas de polimeros sintéticos
con almidén (de patata, arroz, maiz) o celulosa. En estos casos, solamente los
componentes naturales se descomponen en oxigeno y agua (en condiciones aerobias) o
agua y metano (en condiciones anaerobias), mientras que el componente sintético solo se

rompe en pequefias porciones y se disipa en el suelo (Kaczmarek, 2003).

4.4.4.4. Desventajas

Aungue se espera un aumento en la utilizacion de materiales de envase biodegradables
en los proximos afios, su importancia ecologica esta puesta en duda debido a las
sustancias producidas en su descomposicién, ya que no siempre son inocuas con el

medio ambiente. Actualmente son relativamente caros.

Desde el punto de vista medioambiental, la mayor parte de los envases utilizados beberan
destinarse a la recuperacion y reciclaje y la menor cantidad posible, a vertederos ya que

se generan toneladas diarias en todo el mundo (Kaczmarek, 2003).
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4.4.5. Vehiculos naturales

Actualmente las peliculas y cubiertas comestibles encuentran una amplia variedad de
aplicaciones: cubiertas de chocolate para nueces y frutas, cubiertas de cera para frutas y
hortalizas, fundas para salchichas, etc. Los retos técnicos involucrados en producir
alimentos y conservarlos con calidad estable, indican que el uso de este tipo de

recubrimientos y peliculas sera mayor de lo que actualmente es.

4.45.1. Tipos

El uso més de peliculas y recubrimientos comestibles naturales son de materiales diversos
y pueden clasificarse en: Hidrocoloides (Polisacaridos y proteinas), lipidos y resinas (ceras
y aceites) y Multicomponentes (mezclas de diversos compuestos, por ejemplo el quitosano

con acidos, platisificantes, emulsificantes, etc.) (Greener y Fennema, 1994).

445.2. Usos

Actualmente las peliculas y cubiertas comestibles encuentran una amplia variedad de
aplicaciones: cubiertas de chocolate para nueces y frutas, cubiertas de cera para frutas y
hortalizas, fundas para salchichas, etc. Los retos técnicos involucrados en producir
alimentos y conservarlos con calidad estable, indican que el uso de este tipo de

recubrimientos y peliculas serd mayor de lo que actualmente es.

4.4.5.3. Ventajas

Los recubrimientos comestibles proporcionan una cubierta protectora adicional cuyo
impacto tecnolégico es equivalente al de una atmésfera modificada, por lo tanto
representan una alternativa a este tipo de almacenamiento ya que es posible reducir la
cinética de los cambios de calidad y pérdidas en cantidad a través de la modificacion y

control de la atmésfera interna en estos productos vegetales (Park, 1999).

4.4.5.4. Desventajas

Sin embargo, aunque estas cubiertas pueden incrementar el periodo de vida Gtil y mejorar

el aspecto del producto, el cual resulta con mas brillo y por ello mas atractivo para algunos
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consumidores, también tienen sus limitantes pues entre las principales desventajas que se
han reportado de las formulaciones actuales, se encuentra el hecho de que pueden
generar el desarrollo de sabores y olores desagradables como resultado de la induccion
de anaerobiosis, 0 que la cubierta se vuelve quebradiza proporcionando un aspecto

desagradable a la superficie del producto (Nussinovitch y Lurie, 1995).

4.5. Oligosacaridos y polisacaridos

4.5.1. Definicidn

Oligosacaridos: Compuestos hidrosolubles de bajo peso molecular constituidos por la
union glucosidica hasta de 10 monosacaridos; puede ser di, tri, tetra, pentasacaridos, etc.,

reductores o no reductores (Badui, 1997).

Polisacaridos: Polimero de monosacéaridos unidos por enlaces glucosidicos,
generalmente de mas de 10 mondmeros, ya que cuando son menores se denominas

oligosacaridos (Badui, 1997).

4.5.2. Tipos

45.2.1. Aloevera

El género Aloe es una planta de la familia de las asfodelaceas o liliaceas, familia con
plantas comunes como el ajo, cebolla, esparrago y tulipan. Existen cerca de 300
variedades o especies reconocidas del género aloe, aunque actualmente se limitan a dos
especies utilizadas con fines medicinales: el Aloe ferox miller o aloe del Cabo, a partir del
cual se obtiene principalmente acibar, y el Aloe barbadensis miller, a partir del cual se
obtiene acibar (jugo viscoso de color amarillo y sabor amargo que se concentra con calor
del sol, o por ebullicion, transformandose en una masa amorfa de color pardo oscuro y
sabor muy amargo) y gel de aloe. Un 99.4% del peso del gel de aloe vera es agua. Mas
del 60% de los sélidos totales son polisacaridos mucilaginosos ligados a azucares como
glucosa, manosa, ramnosa, xilosa, arabinosa, galactosa y acidos urénicos. ElI mucilago
estd compuesto de diferentes polisacaridos neutros, acidos y acetilados (mananos,

glucomananos, galactomananos, etc), responsables de la gran capacidad que tiene la
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planta para retener agua y gracias a la cual puede sobrevivir en condiciones de sequia

(Andénimo 1).

45.2.2. Pectina

Heteropolisacarido estructural (figura #5), que le confiere rigidez a las paredes celulares
de muchos frutos (manzana, membrillo, pera, etc) en los que actia como agente

cementante.
Atendiendo al grado de esterificacion, las pectinas se clasifican en:

a) Alto metoxilo, cuando estan metoxiladas 60% o méas de sus grupos.
b) De bajo metoxilo, que generalmente presentan menos del 40% de esterificacion.

El producto comercial se extrae de diversas formas segun la figura #4, pero la mas comun
se extrae de la cascara de los citricos usando soluciones diluidas de acidos. Polvo fino o
grueso, blanco o amarillento, insoluble en etanol, soluble en 20 partes de agua (se
disuelve mas facilmente en agua cuando se moja primero en etanol, glicerina o jarabes de
azucares), estable en condiciones ligeramente acidas, pero se despolimeriza en alcalis y
acidos, forma geles en presencia de de azucares Yy acidos aunque las de bajo metoxilo
también requieren iones calcio. Su capacidad o poder de gelificacion se define como los
gramos de sacarosa en solucién de 63°Brix, capaz de convertirse en un gel consistente
con un gramo de pectina (Badui, 1997).

Methods Simn_g acids
Allalis

Microbiclogical | Solid State Fermentation
Methods Liquid State Fermentation
Pectin Extraction | Biological
Methods < methods
Enzymatic Purified enzymes
Methods Crude enzymes

Physical | Autoclaving
Methods | Extrusion
l\ Microwave

Figura 4. Métodos de extracciéon de pectina
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Figura 5. Formula estructural de la pectina o acido poligalacturonico.

4.6. Formacion de geles de pectina

4.6.1. Geles de pectina de alto metoxilo

La primera condicion para obtener geles de pectina de alto metoxilo es que el pH sea bajo,
Para que los grupos &cidos, minoritarios, se encuentren fundamentalmente en forma no
ionizada, y no existan repulsiones entre cargas. A pH 3.5, aproximadamente la mitad de
los grupos carboxilo del &cido galacturénico se encuentran ionizados, pero por debajo de
pH 2 el porcentaje es ya muy pequefio. Las cadenas de pectinas de alto metoxilo pueden
entonces unirse a traves de interacciones hidrofébicas de los grupos metoxilo o mediante
puentes de hidrégeno, incluidos los de los grupos acidos no ionizados, siempre que exista
un material muy hidrofilo (azucar) que retire el agua. En consecuencia, las pectinas de alto
metoxilo formaran geles a pH entre 1 y 3.5, con contenidos de azUcar entre el 55%, como

minimo, y el 85%.

4.6.2. Geles de pectina de bajo metoxilo

En el caso de las pectinas de bajo metoxilo, el mecanismo de formacién de geles es
totalmente distinto, ya que la unién entre cadenas se produce a través de iones de calcio,
gue forman puentes entre las cargas negativas. La estructura es semejante a la "caja de
huevos" de los geles de alginato, pero algo menos ordenada, dada la presencia de grupos
esterificados entre los galacturonicos sin esterificar. La concentracion de calcio es
importante hasta llegar a una cierta cantidad, que depende de cada tipo concreto de
pectina, y que se conoce como "saturacién de calcio". Suele estar en torno a las 500 ppm.

Por encima, una mayor cantidad de calcio no tiene efecto, o incluso en algunos casos
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puede llegar a debilitar el gel. Esto no sucede en el caso de otros geles de este tipo, como
es el de alginato. Las pectinas de bajo metoxilo forman geles de consistencia maxima con
cantidades de calcio que oscilan de 20 a 100 mg por gramo de pectina. La presencia de
azucar reduce mucho la cantidad de calcio necesaria. Consecuentemente, a menor
cantidad de azUcar presente en el producto, es necesario utilizar pectinas de metoxilo
menor para obtener la misma consistencia (Calvo, 2009).

4.6.3. Importancia

Hoy en dia su uso estd muy extendido en la industria transformadora de frutas debido a su
propiedad funcional de gelificacion en medio acido azucarado.
Otras y numerosas propiedades de la pectina son la gelificacion en medio menos &cido y

en presencia de calcio, el poder espesante y la capacidad de suspension.

4.6.4. Distribucioén

La pectina esta presente en mayor o menor grado en todas las frutas, en algunas raices

como la remolacha y zanahoria, y en tubérculos como las patatas (An6nimo 5).

4.6.5. Usos

El empleo de la pectina como gelificante ha sido muy extenso debido a las caracteristicas
de las pectinas de bajo metoxilo, de los pectatos y acidos pécticos, para formar geles con

calcio o iones equivalentes, sin o0 casi sin la presencia de azucar.

Con estas pectinas se hallan geles que encuentran interesantes aplicaciones no solo en la
industria alimentaria, sino también en la farmacéutica y cosmética, para la preparaciéon de
pastas y cremas gelificadas, como dispersante y en general para reducir la presencia de

azucar.
En muchos casos ademas, el empleo de las pectinas de bajo metoxilo es facilitado por la

baja temperatura de fusion de los geles obtenidos y por su capacidad de retomar el

aspecto primitivo, después de la fusion.
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Las pectinas de bajo metoxilo y sus sales (pectinatos) son utilizados en la industria
alimentaria para la preparacion de pudines de leche, geles de jugos de fruta o mezclas de
frutas, geles para rellenos de pasteleria, mermeladas para bizcocheria y mermeladas con

contenido de solidos inferiores al 55% (Andnimo 5).

4.6.6. Formacion de redes interaccidén con otros compuestos.

En el caso de las de baja esterificacion se requiere la presencia de iones calcio y de un pH
de 2.8 a 6.5, ya que en estas condiciones los carboxilos se encuentran ionizados y pueden
establecer uniones idnicas con otras moléculas de pectina mediante el Ca++; de esta
manera se crea la estructura basica del gel, en la cual, a su vez, los hidroxilos de los
residuos del &cido galacturdnico retienen agua por medio de puentes de hidrogeno (Fig.
2.29). Para su gelificacion no se necesita sacarosa, aun cuando una pequefia cantidad
ayuda a proporcionar mayor rigidez puesto que ésta favorece la interaccion carboxilo-
calcio. Este tipo de pectina es el que se emplea en la elaboraciéon de postres y otros
productos con textura de gel destinados a los diabéticos, y en los cuales el azucar se

sustituye por un edulcorante sintético, como la sacarina o el aspartamo.

Por su parte, las pectinas de alto metoxilo gelifican dentro de un intervalo de pH de 2.0 a
3.5 y con 60 a 65% de sacarosa. Mediante estudios de difraccion de rayos X se ha
comprobado que los geles integrados de esta manera estan estabilizados por un gran
namero de enlaces débiles; los carboxilos se encuentran protonados y crean puentes de
hidrogeno entre si 0 con los hidroxilos de una molécula vecina de pectina o del disacérido.
La adicion del azicar ejerce un efecto "deshidratante” sobre los polimeros, lo que
ocasiona que se favorezcan las interacciones polisacarido-polisacarido de manera
hidrofoba y se cree una estructura tridimensional que rodea las moléculas de sacarosa
altamente hidratadas. En general las pectinas mas metoxiladas producen geles mas

rigidos y sélidos que los de menor esterificacion (Anénimo 6).
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Figura 6. Gelificacion de las pectinas: (a), de bajo metoxilo mediante uniones electrostaticas con iones de
calcio: (b), de alto metoxilo por puentes hidr6fobos de los grupos metilo; (c) estructura tridimensional o gel de
las pectinas, cuya unién (circulos) es por los mecanismos (a) o (b); los OH del acido galacturonico quedan

libres para retener agua mediante puentes de hidrogeno.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Localizacion del sitio experimental

La parte experimental se llevo a cabo en el laboratorio del Departamento de Ciencia y
tecnologia de Alimentos de la UAAAN con coordenadas 25° 21" 08.43” Norte y 101° 02’

04.04” Oeste a una elevacion de 1, 781 msnm.

El trabajo de dividi6 en 3 etapas para obtener una mejor control del experimento y un

mejor manejo de resultados.

5.2. ETAPA 1. Definicién el vehiculo adecuado para la microencapsulacion del
aceite esencial del orégano.

Para la obtencion del gel que se utilizaria como material para microencapsular el aceite
esencial de orégano y como formador de redes para la aplicacién en la carne de res, se
probo al inicio con los polisacéaridos de Aloe vera, pero la obtencién de los mismos implico
un alto costo, por la alta cantidad de reactivo utilizado, asi que se buscé otro medio para la

formacion del gel.
Por lo anterior se investigd y se determind que la pectina citrica comercial tiene una gran

capacidad de formacién de geles, su precio no es excesivo y, ademas, se puede elegir

entre comprarla o extraerla.

5.3. ETAPA 2. Obtencion del gel.

Para el experimento se utilizO pectina citrica comercial, esta se someti6 a una

desesterificacion en una olla de presion durante 20 minutos a 120 Ib de presion.

Para la formacion del gel deseando, se combiné la pectina con agua destilada y CaCl,

(cloruro de calcio).
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Una vez obtenida la pectina de bajo metoxilo, se experimento a diversas concentraciones
de CacCl; oscilando de 20 a 50 mg, ya que no se contaba con Calcio puro (es el principal
elemento para la formacion del gel, asi que se formulo segun los pesos moleculares para
determinar la cantidad de compuesto a utilizar, a una mayor cantidad de CaCl,, no hay
formacién de gel), y de pectina de 4 a 6 gr para obtener la consistencia deseada. Por
altimo, se complementd con agua destilada para asi obtener al final 100gr de gel. Todas

las relaciones se manejaron en base peso/peso (p/p).

El proceso de preparacion fue el siguiente:

e Se peso en una balanza analitica (marca Ohaus Adventurer) 4 gr de pectina.

e Se coloco en un vaso de precipitado de 100 ml, junto con un iman 'y 96 grs de agua
destilada, se llevo a un agitador marca Cimarec 2 hasta que se disolviera
totalmente.

e Se peso6 el CaCl;, en relacion al peso de la pectina y se agregd lentamente a la
mezcla y se dejo en agitacion hasta la formacion del gel.

e Se coloc6 a cada muestra de gel la concentracion de aceite esencial de orégano
correspondiente al 0.0, 0.05, 0.10, 0.15 y 0.25% en relacion p/p de muestra y aceite

esencial.

5.4. ETAPA 3. Aplicaciéon de gel sobre carne de fresca de res inoculada con
Clostriduim perfringens y valoracion del efecto antimicrobiano.

La determinacion de la cantidad de gel necesaria a utilizar por muestra de carne se calcul6
como sigue: se pesaron en una balanza analitica marca Ohaus Adventurer 11 muestras
100 gr de carne fresca de res, se depositd el gel en una charola de aluminio y se llevé a la
balanza, se coloco la carne y se cubri6é esta por ambos lados completamente, el resultado
se obtuvo por diferencia de peso; 5 muestras fueron para el experimento con CI.
perfringens inoculado directo a la carne fresca y posterior exposicion al gel con aceite
esencial en sus diversas concentraciones (0.0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.25%), 5 para el
experimento Cl. perfringens inoculado en el gel con aceite esencial en sus diversas

concentraciones: 0.0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.25%, previamente colocado en la carne, y por
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altimo una muestra de carne como testigo, la cual fue expuesta directamente a Cl.

perfringens sin el uso de gel ni aceite esencial de orégano.

La cepa de CI. perfringens se viabilizO previamente en un tubo inclinado con agar

Shaedler, con lo que se obtuvo un crecimiento a las 48 hrs.

Cepa fue proporcionada por el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la
UAAAN.

5.5. Preparaciéon de muestras:

Clostriduim perfringens inoculado directamente en carne fresca y exposicion al gel
con aceite esencial de orégano en sus diversas concentraciones (0.0, 0.05, 0.10, 0.15

y 0.25%) y un testigo de carne sola.

Se prepararon 6 muestras, 5 con la cantidad de gel necesaria por cada 100 gr de carne
de res fresca, con el 0.0, 0.05, 0.10, 0.15 y 0.25% de aceite esencial de orégano y un

testigo.

Los cortes de carne se colocaron por separado en charolas de aluminio, se tomé una
azada de uno de los tubos, se sembré en estria por un lado de la carne, se le colocoé el gel
aplicando la técnica de tipo empanizado en el lado de la siembra empleando unas pinzas

esterilizadas, se le dio la vuelta y se repitié la operacion.

Las muestras se colocaron en bolsas Ziploc® con cierre hermético, se les extrajo el aire y

se llevaron a refrigeracién a una temperatura de 4 a 6 °C.

Clostriduim perfringens inoculado directo en el gel previamente colocado sobre
carne fresca de res, empleando para el gel concentraciones de 0.0, 0.05, 0.10, 0.15y

0.25% de aceite esencial y un testigo de carne sola.

La operacién fue la misma que la anterior, solo con la variante de que la siembra se realizo

en estria sobre el gel previamente colocado en la carne (y no sobre la carne) utilizando
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una técnica de tipo empanizado, empleando pinzas esterilizadas para el manejo directo de

la carne.

Las muestras se colocaron en bolsas Ziploc® con cierre hermético, se les extrajo el aire y

se llevaron a refrigeracion a una temperatura de 4 a 6 °C.

5.6. Preparacion del testigo:

Se pesaron en una balanza analitica 100 gr de carne fresca, se colocaron en una charola
de aluminio, se sembré una azada de CI. perfringens en estria directamente sobre carne

fresca. El microorganismo se obtuvo de un tubo de ensaye con la bacteria viabilizada.

Toma de muestra para determinacion, valoracion y conteo de UFC (Unidades

formadoras de colonias):

Utilizando un cuchillo limpio y esterilizado, se cortaron 10 gr de carne, esta se coloco en
un vaso de precipitado de 50 ml, se le agrego solucion buffer fosfato a un pH de 5.7 (que
fue la lectura que arrojo la carne fresca) hasta cubrir la muestra, se agitd6 durante 4
segundos, con una pipeta de 10 ml, se extrajo un ml de solucion y se llevo a un tubo de
ensaye (previamente ya conteniendo 9 ml de solucién buffer esto para obtener diluciones
1:10), se mezclé completamente, se sembré una azada en estria en agar Shaedler en
cajas petri por triplicado, se sometieron a condiciones de anaerobiosis y se llevaron a una
incubadora marca Riossa E-71 a una temperatura oscilando entre 30-34°C por 0, 24, 48,
72, 96 y 120 hrs. Al término de cada fraccion de tiempo se contabilizaron las colonias,

llevandose un registro.

Posteriormente se sometid a los datos a un analisis estadistico.

NOTA: Todo lo anterior se repiti6 en cada muestra preparada incluyendo el testigo; cabe

aclarar que las diluciones se realizaron a partir de las 24 hrs del inicio del experimento.
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VI.RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. ETAPA 1. Definicidn, obtencidn y caracterizacion del vehiculo adecuado
para la microencapsulaciéon del aceite esencial del orégano.

El objetivo inicial para el disefio de la cubierta se basé en el uso de gel de Aloe vera como
microencapsulador, pero se decidié cambiarlo por el gel a base de pectina citrica, lo cual
obedeciod a las razones siguientes: para llegar a obtener el gel de Aloe vera hay un gasto
excesivo de reactivos, es muy cara su produccion a nivel laboratorio y las cantidades
obtenidas son minimas; sin embargo, para la preparacion de gel a base de pectina, este
resulto ser mas efectivo (hablando en costos y tiempos), y las cantidades de uso de CaCl,
y agua destilada son minimas, obteniendo un gel de una excelente consistencia.

Los resultados arrojados por el experimento en cuanto a determinacion de las cantidades
a utilizar de cada compuesto fueron: 4 gr de pectina citrica, 0.332 gr de CaCl, y 96 gr de
agua destilada para llegar a la obtencién del gel con las caracteristicas buscadas
(especificando que las relaciones son p/p), cantidades que estan dentro de los rangos

especificados por Calvo (2009).

6.2. ETAPA 2. Aplicacién del gel sobre carne fresca de res inoculada con
Clostridium perfringens y valoracion de su efecto antimicrobiano de los
trtamientos

Aplicacion del gel con aceite esencial de orégano (en diferentes concentraciones)
sobre carne fresca de res y valoracion del efecto sobre Clostridium perfringens

inoculado directamente en carne.

Los resultados que se presentan a continuacion se evaluaron suponiendo que la carne
estaba completamente innocua, ya que se desconocid la manipulacién que recibié antes

del experimento en el lugar de donde fue obtenida.

La grafica que se presenta en la figura 7 se obtuvo trabajando con los datos originales en

Log 10 evaluando incrementos y decrementos (Deltas) en el crecimiento microbiano, lo
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gue los hace mas claramente apreciados y después se realizé un analisis de medias
utilizando la prueba estadistica t de Student (p<0.05). Como se ha considerado una base
cero, todos los puntos por debajo de esa base son los efectos ejercidos por la cubierta del

gel con sus respectivas fracciones de aceite esencial.

Clostridium directo en carne
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- /‘/‘
& 05 /’\ +— Testigo
e}
e —m— Gel 0.05%AE
2 00 —4— Gel 0.10%AE
3
= 20 120 140 —< Gel 0.15%AE
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—o— Gel 0.00%AE
1.0
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Figura 7: Clostridium directo en carne

En la grafica de la figura 7 se puede observar que el menor crecimiento se obtuvo con el
gel con 0.15% AE a las 48 hrs mostrando una tipica curva de crecimiento microbiano
donde se entra en fase de muerte poco después de la 72 hrs. Sin embargo, a las 48 hrs no

hay diferencia estadisticamente significativa con el gel con 0.10% AE.

El gel con concentraciones de 0.05, 0.10 y 0.25% AE presentan un comportamiento
irregular con tendencia a aumentar, por lo que no resultan efectivos en el control del
microorganismo en estudio. Para el gel con 0.0%AE también se presenta un
comportamiento erratico ajustado al comportamiento tipico de una curva de crecimiento
microbiano, posiblemente a las condiciones de anaerobiosis mas favorables que se
generan.
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Por ultimo, se puede apreciar que el testigo mostré un crecimiento de tipo lineal durante

todo el experimento, siempre mayor a cualquiera de los tratamientos empleados.

Aplicacion del gel con su respectivo % de aceite esencial de orégano sobre carne
fresca de res y valoracion del efecto con la inoculacion de Clostridium perfringens
DIRECTO EN EL GEL.

Los resultados del efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano se presentan en la
Figura 8.

Clostridium directo en gel

Gel 0.00%AE
Gel 0.05%AE

140 Gel 0.10%AE

Gel 0.15%AE

Media {log UFC/gr)

Gel 0.25%AE

bttt

Testigo

-2.5

Tiempo en hrs

Figura 8. Clostridium directo en gel

Para este caso, la grafica se obtuvo trabajando con los datos originales en Log 10
evaluando los diferenciales en crecimiento microbiano, gracias a esto los cambios en
aumentos y decrementos del crecimiento bacteriano son mas claramente apreciados y
después se sometidé a los datos a una prueba estadistica de t de Student (p<0.05). Como
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se tomo una base cero, todos los puntos por debajo de esa base son los efectos ejercidos
por la cubierta del gel con sus respectivas fracciones de aceite esencial.

El mejor resultado se presento el gel con 0.05% AE a las 24 hrs (que en términos de
beneficio/costo es lo ideal), siguiéndole el gel con 0.25% AE, en cuanto a efectividad. Las
demas concentraciones muestran una efectividad menor a las que presentan los

tratamientos mencionados.

Noétese que al tiempo de 96 hrs tanto la concentraciéon de 0.05% como la de 0.25%
presentan un comportamiento muy similar, mostrando sélo una diferencia numérica que no
es estadisticamente significativa, ya que si esa muestra se siguiera contabilizando ya no

hubiera presentado crecimiento.

En comparacion con lo anterior, el testigo muestra un crecimiento de tipo lineal donde no
se observa cambio alguno. Los demas tratamientos presentan un comportamiento tipico
de curvas de crecimiento microbiano, sin la misma efectividad que los mejores

tratamientos ya descritos.

Para el gel con 0.10% AE, se puede observar que el crecimiento se mantuvo después de
las primeras 24 hrs casi por debajo de la linea cero, es debido a que el efecto ejercido
sobre el microorganismo a esa concentracion no resulté ser muy efectivo, por lo que en el
presente experimento seria la dosis riesgosa, ya que es en la que a la bacteria se le
permitiria mutar y adaptase a tales concentraciones de antibiotico, lo que es facilmente
observable en la gréfica, esto referente a la resistencia a los antibidticos que esta
provocada por la transferencia de caracteristicas genéticas de resistencia entre las
bacterias de la misma o de diferentes especies. Por lo general, cuanto mas se usa un
antibiotico especifico, mayor es el riesgo de que surja y se extienda la resistencia contra el

mismo y, por consiguiente, de que éste sea cada vez menos eficaz (Anénimo 7, 2009).
Los diferenciales (Deltas) del crecimiento bacteriano son claramente apreciados, ya que la

base cero y todos los puntos por debajo de esa base son los efectos ejercidos por la

cubierta del gel con sus respectivas concentraciones de aceite esencial.
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Todos los resultados anteriores coinciden con lo reportado por Rangel (2005), quien
reporta la presencia de propiedades antimicrobianas en el aceite esencial de orégano, ya
gue demostrd inhibir el desarrollo de microorganismos patégenos anaerobios alimentarios
C. perfringes y B. cereus, siendo la mejor fraccion inhibitoria la nUmero 2 compuesta por
timol-carvacrol en concentraciones de 0.5, 0.10, 0.15 y 0.20%. Dicha fraccion fue la
empleada en el presente trabajo.

Por otra parte, Morales (2005) refiere que para microorganismos aerobios esporulados el
mejor efecto inhibitorio se logra con fracciones de aceite de orégano con cantidades
semejantes de sus componentes (efecto sinergista), este trabajo muestra que no es asi

para el microorganismo estudiado.

La evolucion de las caracteristicas organolépticas presentadas en la carne se hicieron
notar desde el dia uno, observdndose cambios notables a los sentidos conforme el
experimento avanzaba; los testigos presentaron coloraciones méas notables y olores mas
fuertes. Las muestras que fueron tratadas por el gel y las diversas fracciones presentaron
cambios de color menos notables que el testigo, y en cuanto a olor se mantuvo un aroma

agradable, caracteristico del aceite esencial de orégano.
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VII. CONCLUSIONES

El uso de pectina es mas factible que el empleo de polisacaridos de Aloe Vera debido a
que el primero, para la elaboracion del gel y sus componentes que lo constituyen para ser
usado como microencapsulador del aceite esencial de orégano, es de un costo mas bajo

en cuanto a obtencién e implementacion a nivel laboratorio.

Para el experimento realizado con la inoculacién de la bacteria Cl. perfringens inoculado
directo a la carne seguida de la aplicacion del gel ya conteniendo sus diversas fracciones
de aceite esencial de orégano, el tratamiento que mostré un mejor efecto fue el gel con
0.15% AE, a las 96 hrs.

En cuanto a la inoculacién de la bacteria Cl. perfringens directo en el gel con diferentes
concentraciones de aceite esencial, el tratamiento que resulté tener el mejor efecto fue el
gel con 0.05% AE a las 24 hrs. Esto se refleja de una manea muy positiva en cuanto a

costo-beneficio, porque esta fue la concentracibn mas pequefa que se utilizo.

Las caracteristicas organolépticas de las muestras de carne tratadas con las diversas
concentraciones efectivas de aceite esencial de orégano presentaron mucho menor

deterioro con respecto al testigo.

La hipotesis planteada al inicio del presente trabajo se acepta: es posible utilizar una
pelicula con aceite microencapsulado para conservar carne fresca de res en condiciones
de anaerobiosis contra patégenos anaerobios estrictos que generan toxinas en este tipo

de alimento.
Es recomendable realizar un analisis FTIR para asegurarse de la distribucion del aceite

esencial en el gel qgue se empleard como pelicula comestible, y de esta manera asegurar

su efectividad en su empleo a escalas mayores.
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IX.ANEXOS

Cuadros del andlisis de varianza T-Student del analisis cuantitativo:

Clostridium perfringes inoculado directo en carne

Tabla 6. Comparacion por tratamientos

Level Least Sq Mean
sin pectina A 0.7833577
Pectina B 0.2706869
pectina 0.25 B |C 0.1330682
Pectina 0.05 C |D 0.0252355
pectina 0.15 D |E ]-0.1555458
pectina 0.10 E ]-0.1934821

Tabla 7. Comparacién por tratamientos

Level Least Sq Mean
120 A 0.6313088

72 A 0.4770926

96 B 0.1601688

0 B C -0.0000000

48 C D -0.1694678

24 D -0.2357821




Tabla 8. Comparacion tratamiento*tiempo

Level Least Sq Mean
sin pectina,120 |A 1.365474
sin pectina,96 |A|B 1.224904
sin pectina,72  |A|B|C 0.915187
pectina 0.10,120 |A|B|C 0.912171
pectina,72 B|C|D 0.864624
pectina,120 B|C|D|E 0.795460
sin pectina,48 B|C|D|E|F 0.748662
pectina 0.25,72 C|D|E|F|G 0.607700
sin pectina,24 C|D|E|F|G|H 0.445918
pectina 0.15,72 D|E|F|G|H]|I 0.395862
pectina,48 D|E|F|G|H]|I 0.395558
Pectina 0.05,120 E|F|G|H|I 0.364502
pectina 0.15,96 E|F|G|H|I 0.311674
pectina 0.25,120 FIG[H|I 0.270395
Pectina 0.05,72 G|H|l|J 0.164529
pectina,96 G|H|1{J 0.134423
pectina 0.25,24 H(l|J|K 0.097106
Pectina 0.05,96 H|I|JK 0.095943
pectina 0.15,120 H(l|J|K 0.079850
pectina 0.25,48 H|I[J|K 0.070089
pectina 0.10,0 H|I|J|K|L 0.000000
pectina 0.15,0 H|I|J|K|[L -0.000000
Pectina 0.05,0 H|I|J|K|L -0.000000
pectina,0 H|I|J|K|[L -0.000000
pectina 0.25,0 H|I|J|K|L -0.000000
sin pectina,0 H|I|J|K|L -0.000000
Pectina 0.05,48 H|I|J|K|L -0.043928
pectina 0.10,72 [|J|K|L|M -0.085348
pectina 0.25,96 JIK|L|M -0.246881
pectina 0.10,24 K|L|M -0.389076
Pectina 0.05,24 LM -0.429633
pectina 0.10,96 M[N| [-0.559050
pectina,24 M|N| |-0.565944
pectina 0.15,24 M|IN| [-0.573064
pectina 0.10,48 N|O|-1.039591
pectina 0.15,48 -1.147598
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Clostridium perfringes inoculado directo al gel

Tabla 9. Comparacion por tratamientos

Level Least Sq Mean
sin pectina A 0.822485
pectina 0.10 A 0.622460
Pectina 0.038983
pectina 0.15 -0.334058
pectina 0.25 -0.555021
Pectina 0.05 D |-1.073495

Tabla 10. Comparacion por tiempos

Level Least Sq Mean
72 0.3609819

120 B 0.0723124

0 B -0.0000000

48 B -0.0938094

96 B -0.1609067

24 -0.6572243
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Tabla 11. Comparacion tratamiento*tiempo

Level

Least Sq Mean

sin pectina,120 A 1.365474
pectina 0.10,72 A B 1.325098
sin pectina,96 A |B 1.311962
sin pectina, 72 A [BIC 0.982825
pectina 0.10,120 |A |B|C 0.896214
pectina 0.10,96 A |B|C 0.895347
sin pectina,48 A [B|C 0.891139
pectina 0.10,48 A |B|IC|D 0.659748
pectina,120 A |[BICIDIE 0.615397
pectina,72 B|C|D|E 0.550023
sin pectina,24 C|D|E 0.383512
pectina 0.15,72 C|DIE |F 0.277834
pectina,48 DIE |F |G 0.028107
pectina,0 DIE|F |G 0.000000
Pectina 0.05,0 DIE |F |G 0.000000
pectina 0.15,0 DIE|F |G 0.000000
sin pectina,0 DIE|F |G 0.000000
pectina 0.10,0 DIE |F |G -0.000000
pectina 0.25,0 DIE|F |G -0.000000
pectina 0.25,72 DIE |F |G -0.038577
pectina 0.10,24 D|E|F |G -0.041646
pectina 0.15,48 E|F|GH -0.153870
pectina,24 FIGH]|I -0.456525
pectina 0.15,96 FIGIH|I [J -0.502093
pectina,96 FIGIH|I [J -0.503102
pectina 0.25,48 GH|l |J K| |-0.624376
pectina 0.25,120 GH|l |J K| [-0.656679
pectina 0.15,120 G/H|l |J K| |-0.771465
pectina 0.15,24 H|l |J |[K| [-0.854757
pectina 0.25,96 H|l |J|K]| [-0.893747
Pectina 0.05,72 H|l |J|K| [-0.931311
Pectina 0.05,120 | [J |K| [-1.015067
pectina 0.25,24 | |J|KI|L |-1.116749
Pectina 0.05,96 J |K|L |-1.273806
Pectina 0.05,48 KL |-1.363605
Pectina 0.05,24 L |-1.857180
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