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RESUMEN

El envasado activo es una alternativa para alargar la vida util de los
alimentos, ya que permite mejorar la funcionalidad del envase gracias a la
adicion de una sustancia activa en el material de envasado. El presente
trabajo tuvo como finalidad evaluar la efectividad antimicrobiana de un
empaque activo a base polisuccinimida ante flora patégena de importancia
alimentaria, obtenida mediante dos procesos: extrusion y procedimiento
térmico (PAS térmico), adicionada con aceites esenciales del orégano (Lippia
berlandieri Shauer), como aditivo. Se realiz6 el atrapamiento de la fraccion
alta timol, alta carvacrol y sinergista al 3% w/w en el polimero extruido y al
7% w/w en el polimero policondensado. Para evaluar la eficiencia
antimicrobiana se realizé un ensayo de difusién en gel y un segundo estudio
mediante el monitoreo de las cinéticas de crecimiento en cultivos liquidos de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Las tres fracciones presentaron
inhibicion con diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con
respecto al control; la fraccion alta timol fue la fraccion méas efectiva del
analisis microbioldgico. Las micrografias del microscopio 6ptico y electrénico
de barrido confirmaron que el dafio sufrido por los microorganismos en
estudio fue la lisis de la pared celular. Por ultimo, el estudio de migracion
mediante cromatografia de gases acoplada a masas arrojé que el p-Cimeno
y el limoneno son los Unicos componentes que migraron al simulante
alimentario etanol, por lo que permite evidenciar que el timol y el carvacrol
interaccionan quimicamente con los materiales de empaque, ya que son
compuestos altamente afines por el simulante en estudio y debid existir una
fuerza de atraccion mayor entre el empaque y el aditivo, que limita su
migracion, lo cual resulta interesante, ya que la tendencia actual en las areas
alimentarias y farmacéuticas, se orienta a la biusqueda tanto de materiales

biodegradables, como de liberacion prolongada.

Palabras clave: envase activo, aceite esencial, polisuccinimida, timol,

carvacrol, antimicrobiano.



CAPITULO |

INTRODUCCION

Los alimentos frescos y minimamente procesados se deterioran con el
paso del tiempo, bien por la accion de microorganismos, por la accion
fisicoquimica del entorno o la actividad biologica del propio alimento. Debido
a esto, la industria de los alimentos desde hace muchos afios a través de las
tecnologias convencionales, busca proteger la integridad, inocuidad y calidad
de sus productos desarrollados. Pese a estos avances, en algunos productos
perecederos la prevalencia de enfermedades trasmitida por alimentos es

todavia notoria, sobre todo en la mayor parte de los paises subdesarrollados.

Por ejemplo, en México la direccidbn general de epidemiologia de la
secretaria de salud, sefiala que la intoxicacion alimentaria de origen
bacteriano ocupa el cuarto lugar de las enfermedades diarreicas y el décimo
respecto del total de casos notificados. Los principales implicados son los

lacteos, las carnes y el pollo, asi como los hongos, los pescados y mariscos.

Algunos de los microorganismos causantes de toxoinfecciones
alimentarias mas importantes en la actualidad y que pueden ser trasmitidos
por la carne a sus consumidores son: Escherichia coli, Salmonella spp.,
algunos serovares de C.botulinium, Staphylococcus aureus, C. pefringes,
Listeria.  monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica
(Norrung & Buncic, 2008) (Hui, Guerrero, & Rosmini, 2006).

Hasta hace algunos afios el envase ha actuado solamente como una
barrera pasiva para proteger al alimento de las causas de deterioro que
limitan su vida de anaquel. En la actualidad uno de los desarrollos mas
innovadores en el area de envasado de alimentos es el envasado activo y el
envasado inteligente; basados en las interacciones deliberadas entre el
alimento, envase y medio ambiente (Dainelli, Gontard, Spyropoulos,
Zondervan-van den Beuken, & Tobback, 2008).



Los envases activos con efecto antimicrobiano emplean sustancias
afadidas al material de envasado que migraran al alimento de forma gradual,
0 gque son efectivas sin migrar (Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011) (Jung, 2005).
Entre los aditivos empleados actualmente destacan los compuestos de
origen natural, siendo protagonistas las especias y sus aceites esenciales

como agentes de conservacion.

Existe una gran variedad de especias nativas de México reconocidas por
sus compuestos bioactivos, entre las que destaca el orégano. Los principales
componentes quimicos bioactivos de esta planta son el timol y el carvacrol,
presentando caracteristicas antimicrobianas y antioxidantes (Arana Sanchez,
y otros, 2009) (Bakkali, Averbeck, Averbeck, & ldaomar, 2008) (Silva

Vazquez, Gastélum Franco, Torres Mufioz, Moorillon, & G.V., 2008).

De esta manera el presente trabajo pretende evaluar la efectividad
cualitativa y cuantitativa del aceite esencial de orégano (Lippia berlandieri
Shauer) después de su atrapamiento en polisuccinimida extruida y
policondensada como posible material de envase, ante la flora de
descomposicion y patégena de la carne; que pueden tener un uso potencial

como sistemas de envasado activo de carne en el futuro.



JUSTIFICACION

En los Ultimos afios se ha reflejado un creciente interés por parte de
los consumidores a exigir productos alimentarios con caracteristicas mas
cercanas a lo natural, con menos aditivos sintéticos y lograr extender su vida
atii con tecnologias de conservacidon que no presentan un impacto
significativo en las caracteristicas  nutricionales, fisicoquimicas,

organolépticas y de inocuidad.

Los aditivos quimicos, aunque han sido empleados durante varias
décadas para el control del crecimiento microbiano, generan gran
controversia por los efectos secundarios sobre la salud humana (Reische,
Lilard, & Eintenmiller, 1998). Sin embargo, la proliferacion de
microorganismos en los alimentos es un problema importante que puede
conducir al deterioro de la calidad de los productos o, lo mas grave, causar
enfermedades para los consumidores (Lopez De Avila, Castafios Pelaez, &
Mejia Gomez, 2013).

Multiples investigaciones se han centrado en innovar y desarrollar
sistemas de envasado que ayuden a inhibir y/o retrasar el desarrollo de
microorganismos descomponedores y patdégenos; asi como ayudar a
mantener paradmetros sensoriales, fisicoquimicos y nutricionales aceptables,

al igual que ocasionen un menor impacto al medio ambiente.

El envasado activo resulta muy interesante debido a que se basa en
una interaccion envase-producto-entorno para alargar la vida util de los
alimentos, mejorar las propiedades organolépticas y/o inocuidad alimentaria,
manteniendo la calidad del producto (Suppakul, Miltz, Sonneveld, & Bigger,
2003); esta integridad permite atacar esos puntos débiles que algunos
alimentos envasados sufren. Dentro de la amplia gama de los tipos de
envasados activos, el envase activo con capacidad antimicrobiana reduce el
riesgo de microorganismos patdégenos y descomponedores asociados a los

alimentos. Este tipo de envasado es una forma prometedora principalmente



para productos céarnicos, puesto que la contaminacion microbiana de los
productos cérnicos ocurre principalmente en la superficie debido al manejo

post-procesamiento (Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011).

La procedencia de agentes activos antimicrobianos es muy variada, en
México no es la excepcion, destacando los aceites esenciales extraidos de
especias nativas. Resultados obtenidos en investigaciones, reportan que el
aceite esencial de orégano presenta interesantes propiedades
antimicrobianas como fungistatico y antibacteriano atacando a la mayoria de
bacterias patdgenas, debido a sus componentes mayoritarios (Silva
Vazquez, 2003).

En el mismo sentido, los problemas medioambientales derivados del
elevado consumo de material plastico en el sector alimentario, y el hecho de
que el petréleo sea una fuente de energia no renovable, cada vez mas
escasa, han conducido a una continua evolucion del sector. El desarrollo de
materiales de envasado a base de biopolimeros supone el uso de materiales
biodegradables, (Marcos Mutual, 2011).

Es de suma importancia dentro de la industria alimentaria,
instituciones, cientificos, etc. el desarrollo de envases activos a los cuales se
les haya incorporado agentes antimicrobianos, donde tomen protagonismo
aguellos extraidos de fuentes naturales; aunado a esto, que dichas matrices
poliméricas sean mas amigables con el medio ambiente, para obtener como
resultado un envase mas integral que pueda atacar en su mayoria la

problematica antes mencionada.



HIPOTESIS

La polisuccinimida extruida y la obtenida por policondensacion térmica
(PAS térmico) son adecuadas para el disefio de un empaque activo con

actividad antimicrobiana.

1.3.1. Hipétesis nula

La polisuccinimida extruida y la obtenida por policondensacion térmica no
son adecuadas para el disefio de un empaque activo con actividad

antimicrobiana.

OBJETIVOS
1.4.1. Objetivo general

Evaluar la efectividad cualitativa y cuantitativa del aceite esencial de
orégano (Lippia berlandieri Shauer) después de su atrapamiento en
polisuccinimida obtenida mediante dos procesos (extrusion y PAS térmico)

ante la flora de descomposicion y patdgena de la carne.

1.4.2. Objetivo especificos

o Efectuar el atrapamiento de los aceites esenciales de orégano en la
polisuccinimida extruida y policondensada.

e Valorar la eficiencia antimicrobiana mediante cinéticas de crecimiento
y antibiogramas contra bacterias que presentan diferente composicion
a nivel de pared celular (Escherichia coli y Staphylococcus aureus).

e Comprobar el mecanismo del efecto antimicrobiano mediante
microscopia optica y electronica de barrido, y un estudio de migracion

por medio de cromatografia de gases acoplado a masas.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA
2.1.1. Nuevos métodos de envasado para alimentos

Desde que se comenzaron a utilizar los envases, su finalidad estaba
enfocada en ser el medio contenedor, aquel que identifica e informa sobre el
producto, la barrera fisica entre el alimento y el exterior; protegiéndolo de las
influencias externas como: microorganismos, oxigeno, malos olores, en
algunos casos, de la luz; de igual manera, garantizar la facil manipulacién en
las operaciones antes de ser consumido, entre otros. Por tanto, ser inertes
cuando se pongan en contacto con el alimento es el objetivo clave de estos
materiales, es decir, debe haber un minimo de interaccion entre los alimentos

y el envase.

En las ultimas décadas, sin embargo, uno de los desarrollos mas
innovadores en el &rea de envasado de alimentos es el envasado activo y el
envasado inteligente; basados en las interacciones deliberadas entre el
alimento, envase y medio ambiente (Dainelli, Gontard, Spyropoulos,
Zondervan-van den Beuken, & Tobback, 2008).

A pesar de los intensos trabajos de investigacion y desarrollo, se
requiere investigacion adicional para promover el uso de los envases activos
e inteligentes como una herramienta eficaz para garantizar la calidad y
seguridad de los alimentos, considerados como parte de las nuevas

tecnologias emergentes.

2.1.2. Envasado activo

Las innovaciones en envases se han ampliado debido a la generacion
de nuevas materias primas para su fabricacion, tales como: nuevos
polimeros y complejos multicapa con nuevos disefios y caracteristicas
tecnoldgicas que resuelven problematicas especificas, siendo asi alternativas

potenciales para su aplicacion en la industria alimentaria. El proceso de
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envasado es uno de los mas importantes entre todos los procesos de
fabricacion de alimentos; en este tenor, se han desarrollado nuevos

conceptos, tal es el caso del envase activo.

Dentro de los conceptos establecidos, se puede definir como un tipo
de envasado en donde existe una interaccion envase-producto-entorno para
alargar la vida util de los alimentos, mejorar las propiedades organolépticas
y/o inocuidad alimentaria, manteniendo la calidad del producto (Suppakul,
Miltz, Sonneveld, & Bigger, 2003).

Respecto a la legislacion establecida por la Union Europea que se
incluye en el reglamento marco sobre los materiales y objetos destinados a
entrar en contacto con alimentos (1935/2004), define a los materiales y
objetos activos como “los materiales y objetos destinados a ampliar el tiempo
de conservacion, mantener o mejorar el estado de los alimentos envasados y
que estan diseflados para incorporar deliberadamente componentes que
trasmitan o absorban sustancias a los alimentos envasados y/o al entorno de

éstos”. (Parlamento Europeo y del Consejo, 2004).

2.1.2.1. Mecanismo de accidén

Los materiales y objetos activos tienen permitido llevar acabo cambios
en la composicion o en las caracteristicas organolépticas de los alimentos a
condicion de que dichas modificaciones cumplan las disposiciones previstas

en las legislaciones nacionales e internacionales de alimentos.

Dicho envasado permite mejorar la funcionalidad del envase gracias a
la adicion de una sustancia activa al material del mismo (Appendini &
Hotchkiss, 2002). Los componentes activos son capaces realizar tareas
especificas o variadas que los métodos tradicionales de procesamiento y

conservacion de alimentos resuelven de manera limitada.

Los principios de los envases activos estan basados en las

propiedades intrinsecas del polimero utilizado como material del envase en



si 0 en inclusion, atrapamiento, etc. de determinadas sustancias en el interior

del polimero (Gontard, 2000. Citado por Dainelli y colaboradores, 2008).

Entre los mecanismos de actuacion se destacan dos principalmente: el
primero es la introduccién del elemento activo en el interior del envase junto
con el producto a envasar, tales como: sobres, etiquetas o bolsitas y
segundo, la incorporacién del elemento activo en el propio material del
envasado en forma de aditivo. Este Ultimo mecanismo es mas atractivo para
su aplicacion en la industria alimentaria, debido a que presenta ventajas

interesantes, tales como:

e Elimina la operacion de introduccion del sistema activo en el
interior del envase.

e Es mas atractivo para el consumidor, ya que no existe la
presencia de ningun elemento extrafio junto con el alimento.

e Toda la superficie del componente activo entra en contacto con

el alimento envasado.

2.1.2.2. Incorporacion del elemento activo

La naturaleza de los agentes activos que pueden afadirse es muy
diversa (4cidos organicos, enzimas, bacteriocinas, fungicidas, extractos
naturales, iones, etanol, etc.), asi como la de los materiales en los que se
van a incluir (matriz) tales como: papeles, polimeros, plasticos, metales o
combinaciones de éstos (Dainelli, Gontard, Spyropoulos, Zondervan-van den
Beuken, & Tobback, 2008).

Estas metodologias no solo representan el potencial de innovacion en
los nuevos métodos de envasado, sino que también constituyen un
verdadero desafio en la investigacion y desarrollo para evaluar la seguridad

de los mismos alimentos.



Las ventajas mencionadas anteriormente, cuando el elemento activo
es incorporado en el propio material de envasado en forma de aditivo, hace
mas versatil el procesamiento de dicho envase, al igual que facilita su
incorporacion. Dos metodologias destacan para la elaboracion del material

activo:

A. Por recubrimiento: la cara interna del envase se recubre con
una capa que contiene el agente activo (aspersion, laminado,
sumersion).

B. Por extrusion: el agente activo se incluye junto con el resto de

componentes durante la formacion del envase.

Para determinar la mejor metodologia, desde el punto de vista
tecnoldgico y fisicoquimico, es importante conocer a detalle la naturaleza del
elemento activo y las interacciones con la matriz del envase durante dicho

procesamiento.

2.1.3. Principales aplicaciones de envases activos en la industria

carnica
2.1.3.1. Antimicrobiano

La inocuidad de los alimentos es muy vulnerable en algunos
productos, la contaminacién microbiana y su subsecuente desarrollo reduce
la vida de anaquel aumentando el riesgo de enfermedades trasmitidas por
alimentos. De las diversas aplicaciones de los envases activos, esta es
precisamente la mas atractiva y en la que ha logrado mayor investigacion
con resultados exitosos; tal logro se ve reflejado con la introduccion al
mercado de mdultiples envases activos antimicrobianos disponibles,

principalmente en los paises desarrollados.

Como el mismo nombre lo indica, el principal objetivo del envasado
antimicrobiano es la extension de la vida util del producto y la reduccion del
riesgo de microorganismos patdgenos y corruptores de los alimentos; es una

forma prometedora especialmente para carnicos.



Puesto que la contaminacion microbiana de los productos cérnicos
ocurre principalmente en la superficie debido al manejo post-procesamiento,
se han hecho intentos para asegurar la inocuidad y el retraso de la
descomposicion mediante, sprays o inmersiones antimicrobianas (Kerry,
O’Grady, & Hogan, 2011). Las limitantes de estos antimicrobianos son, por
ejemplo, la neutralizacion de compuestos en contacto con la superficie de la
carne o la difusion de compuestos desde la superficie hacia el interior. La
incorporacion de agentes bactericidas dentro de las formulaciones de la
carne puede producir inactivacién parcial de los compuestos activos por los
componentes propios de la carne en siy, por tanto, ejercer o limitar su efecto

en la microflora superficial (Quintavalla & Vicini, 2002).

El crecimiento de los microorganismos en los empaques activos se ve
limitado o inhibido gracias a la prolongacién de la fase de latencia, reduccién
de los recuentos microbiologicos y efecto por contacto (Marcos Mutual, 2011)
(Suppakul, Miltz, Sonneveld, & Bigger, 2003) (Quintavalla & Vicini, 2002).

Las peliculas antimicrobianas se pueden clasificar en dos tipos:
aguellas que contienen un agente antimicrobiano, el cual migra a la
superficie del alimento; y aquellas que son efectivas contra el desarrollo de
flora patégena y corruptora en la superficie sin migracion (Kerry, O"Grady, &
Hogan, 2011). Las sustancias migrantes son consideradas dentro de los
aditivos alimentarios, por consiguiente, deben estar permitidas por la
legislacién vigente (Ministerio de Sanidad y Consumo, 2002. Citado por
Marcos Mutual, 2011).

Algunos agentes antimicrobianos usados en el envasado de alimentos
son: acidos organicos, sulfitos, nitratos, alcoholes, quelantes, polisacaridos,
bacteriocinas y antimicrobianos naturales (Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011)
(Marcos Mutual, 2011). Debido a la demanda por alimentos mas naturales,
las innovaciones del envase activo han explorado en mayor frecuencia la
incorporacion de agentes antimicrobianos de origen natural como parte del

material de envasado, su inmovilizacion y elementos incorporados, entre los
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que destacan los aceites esenciales, extractos de plantas y especias. Mas
adelante se abordard con mayor precision sobre los envases activos

antimicrobianos con agentes de origen natural.

En Japon, la zeolita de plata-sustituida se ha desarrollado como el
agente antimicrobiano mas comun incorporado a los plasticos; los iones plata
inhiben una amplia gama de enzimas metabdlicas. La zeolita se lamina en
una capa fina (3-6 micras) en la superficie del polimero en contacto con el
alimento liberando iones Ag (menos del 0.001% de la plata se encuentra en
la propia lamina). Al inicio de la década pasada, el inconveniente de su uso
era que no se lograba su aprobacién por la legislacion de Estados Unidos de
Norteamérica (EUA) y Union Europea (EU); la tecnologia de iones de plata
recibio la aprobaciéon el 9 de junio de 2000 de la Food and Drug
Administration (FDA) para su uso en todos los tipos de polimeros en contacto
con alimentos en el mercado de EUA (Quintavalla & Vicini, 2002), respecto a
la EU hace algunos afios se incluyo en la lista provisional de aditivos para su
uso en materiales dentro del Reglamento de los Productos Biocidas. Una
gama importante de estas tecnologias se encuentran en el mercado, por

ejemplo, AQION™ Irgaguard®, Biomaster®.

LINPAC Packagin Ltd. y Addmaster desarrollaron una gama de
bandejas con antimicrobianos y soluciones para tapas que contiene
Biomaster® para reducir patégenos como Salmonella, Escherichia coli y
Campylobacter en carne fresca (LINPAC, 2012. Citado por Realini y Marcos,
2014).

Natrajan y Sheldon (2000) efectuaron un estudio evaluando
materiales de envases como vehiculos para trasporte y trasferencia de
formulaciones con nisina (100ug/ml) y concentraciones variables de acido
citrico en la superficie de productos frescos de ave, evaluando cloruro de
polivinilo (PVC), polietileno lineal de baja densidad (LLDPE) y nylon como
materiales para inhibir Salmonella typhimurium en piel de muslos frescos

(pollo de engorda), concluyendo que las peliculas del empaque recubiertas
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con nisina eran efectivas para reducir S. typhimutium en la superficie de la

piel fresca de muslo.

En el mismo sentido Basch, Jagus, y Flores (2013), estudiaron la
eficiencia antimicrobiana de la nisina junto con el sorbato de potasio
incorporados individualmente o combinados en peliculas de almidén de
tapioca y sus mezclas con hidroxipropilmetilcelulosa contra Listeria innocua y
Zygosaccharomyces bailii in vitro. Concluyendo que la sinergia de los dos

aditivos es mejor que cuando se incorporan de forma individual.

Recientemente las bacterias lacticas, por su potencial antimicrobiano,
se han considerado para incorporarse a envases activos. Blanco Massani, y
colaboradores (2014) evaluaron en dos peliculas activas (sintética y gluten)
la incorporacion de la bacteriocina lactocina 705 y lactocina AL705
producidas por Lactobacillus curvatus CRL705 con actividad antimicrobiana
en salchichas de Frankfurt inoculadas con bacterias lacticas deteriorantes y
Listeria, almacenadas a 5°C durante 45 dias. Concluyendo que en los
empaques activos se inhibié en 2.5 ciclos log a Listeria, y con respecto a las

bacterias lacticas deteriorantes la inhibicion fue menor (0.5 ciclos log).

La actividad antimicrobiana de un extracto de semillas de toronja
(GFSE) fue examinado por Ha, Kim y Lee (2001) incorporado por co-
extrusion y por un proceso de recubrimiento con solucion (0.5% y 1%) en
multicapas de peliculas de polietiieno (PE) en carne de res picada.
Reportando que al recubrir la pelicula PE con GFSE y con ayuda de una
poliamida se obtuvo mayor actividad antimicrobiana comparada con la
incorporacion por co-extrusion, mostrando una mayor eficiencia en peliculas
cubiertas con 1% GFSE contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Bacillus subtilis. Ambos tipos de peliculas con GFSE incorporado, redujeron
el desarrollo de bacterias aerbbicas y coliformes en la carne hasta por 18
dias a 3°C.
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En el mismo tenor, se efectud un estudio para determinar la eficiencia
de polietileno de baja densidad incorporando aceite de ajo por extrusion,
para la inhibicion de patégenos en panes de carne listos para el consumo,
con concentraciones de aceite en 0, 2, 4, 6, y 8% w/w. Los resultados
mostraron que, independientemente de la cantidad de aceite (2-8%), los
envases activos son capaces de reducir el recuento de Listeria
monocytogenes después de 15 dias de almacenamiento (Sung, Sin, Tee, &
Bee, 2014).

Por ultimo, se desarrollaron peliculas flexibles de polipropileno (PP) y
polietileno/copolimero  de etileno y alcohol vinilico (PE/EVOH)
incorporandoles aceite esencial de canela Cinnamomum zeylanicum,
orégano Origanum vulgare, clavo Syzygium aromaticum y canela fortificada
con cinamaldehido; se evalu6 contra una amplia gama de bacterias Gram+,
Gram-, hongos y levaduras. Peliculas con una concentracion 4% w/w de
canela fortificada, al igual que aquellas con orégano, inhiben completamente
el crecimiento de hongos. Respecto a los microorgamismos Gram+ y Gram-,
se requiere concentraciones por encima del 8% al 10%, respectivamente.
Las peliculas de PP fueron mas efectivas que las PE/EVOH segun estudios

de Lopez, y colaboradores (2007).

2.1.3.2. Antioxidante

Durante la vida atil de algunos productos, por su bioquimica y
tecnologia de envasado, existen procesos de oxidacion que afectan
directamente al color del alimento; estos mecanismos son algunos de los
principales responsables en el deterioro de la calidad de los productos
carnicos. En estos productos el factor sobre la decision de compra entre
varias opciones es precisamente la percepcion del color. Los procesos que
estan estrechamente relacionados con el color son: la oxidacion de lipidos y

la situacion bioquimica de la mioglobina.

Para minimizar o retrasar los procesos oxidativos, los antioxidantes se
han empleado con éxito; sin embargo, su aplicacion directamente en la
13



formulacion y procesamiento de alimentos trae consigo alteraciones del color
0 sabor percibidos por los consumidores. Los envases activos representan
una estrategia innovadora para incorporar antioxidantes en un polimero para
evitar los procesos oxidativos en la carne (Bolumar, Andersen, & Orlien,
2011), identificando varias ventajas en comparacion con la adicion directa de
antioxidantes tales como: liberacion controlada, concentraciones bajas,
actividad localizada y eliminacion de operaciones unitarias en el

procesamiento (mezclado, inmersion).

Los agentes antioxidantes pueden aplicarse en los sistemas de
empacado bajo diferentes formas: sobres, etiquetas, peliculas o
inmovilizaciones en la superficie del material, incorporados en la matriz del
polimero, peliculas multicapa, u otros (Realini & Marcos, 2014).
Considerando su origen también existen: antioxidantes sintéticos y naturales,

destacando estos ultimos debido al interés y exigencias de los consumidores.

Contini, y colaboradores (2011) realizaron un estudio sobre el
desarrollo de dos envases activos que consisten en polietileno de tereftalato
(PET) con una capa atomizada de extractos de citricos y a-tocoferol,
evaluando la actividad antioxidante en carne cocida almacenada a 4°C;
obtuvieron resultados significativamente menores en la oxidacion de lipidos
para el envase con extractos de citricos y observaron diferentes
orientaciones de los grupos fendlicos sobre la superficie del PET que podrian

explicar la eficiencia entre los dos empaques.

Por su parte Camo, Bletran y Roncalés (2008) evaluaron la formacién
de metamioglobina, oxidacién lipidica, recuento bacteriano y aspectos
sensoriales de dos peliculas activas con romero (Rosmarinus officinalis) y
orégano (Origanum vulgare) en filetes frescos de cordero durante 13 dias
almacenados bajo iluminacion a 1+1°C; presentando los dos empaques
activos mayor estabilidad oxidativa con respecto al control; y aquellas con
orégano (Origanum vulgare) fueron significativamente mas eficientes

respecto a las de romero (Rosmarinus officinalis).
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Existen también evidencias de efectos producidos por el
procesamiento de los productos carnicos, como la oxidacién de los lipidos.
Bolumnar, Andersen y Orlien (2011) sefialan que el envasado activo fue
capaz de retrasar la oxidacion superficial inducida por el procesamiento, en
un estudio que se realizé en empanadas elaboradas con pechuga y muslos
de pollo con un procesado por alta presion (8000 MPa por 10 min a 5°C),

almacenadas a 5°C durante 25 dias.

2.1.3.3. Eliminadores de oxigeno

Los niveles altos de oxigeno presentes entre el alimento y el envase
pueden facilitar el desarrollo de microorganismo corruptores y/o patégenos
aerobios, sabores y olores discordantes, cambios de color y pérdida
nutricional; lo que reduce significativamente la vida de anaquel de los
alimentos (Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011). Debido a esto, es fundamental el
control del contenido de oxigeno en el microambiente entre el envase y el
alimento para poder limitar la velocidad de las reacciones de deterioro y/o
descomposicion de los alimentos, asi como en productos sensibles a este

elemento reducir al minimo o eliminar el O, residual.

Los sistemas absorbedores de oxigeno proporcionan una alternativa al
vacio y tecnologias de flujo de gas como un medio para mejorar la calidad
del producto y su vida de anaquel. (Ozdemir & Floros, 2004). Aunque los
alimentos sensibles al oxigeno se pueden envasar utilizando atmésfera
modificada o vacio, estas técnicas no siempre facilitan la eliminacién
completa del O,. sumado a esto, durante la vida Gtil del producto existe la
penetracion de O, a través del material de envase, teniendo aqui su campo
de accion los secuestrantes de dicho elemento residual después del

envasado.

El uso combinado de eliminadores de O, con envasado en atmodsfera
modificada o envasado al vacio, asegura casi por completo la eliminacion de
O, en microambiente entre el alimento y el envase; mediante su disolucion
en el producto (Realini & Marcos, 2014). Los eliminadores de oxigeno son
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capaces de reducir O, residual en el envase a menos del 0.01% segun lo
declarado por algunos fabricantes (Vermeiren, Heirlings, Devlieghere, &
Debereve, 2003).

Las tecnologias existentes para la eliminacion de O, se basan
principalmente en los siguientes conceptos: oxidacion de hierro en polvo,
oxidaciobn de &cido ascorbico, oxidacion de colorantes fotosensibles,
oxidacion enzimética (glucosa oxidasa y alcohol oxidasa), acidos grasos
insaturados (acido oleico o linoleico), extracto de arroz o levadura

inmovilizada en sustrato solido (Floros, Dock, & Han, 1997).

Las primeras aplicaciones de absorbedores de oxigeno se
incorporaban en el envase en forma de una bolsita, etiqueta o pelicula
(incorporacion del agente absorbente dentro de la pelicula), tarjeta, linea de
cierre o concentrado (Suppakul, Miltz, Sonneveld, & Bigger, 2003).

Tewari y colaboradores (2006) realizaron un estudio donde se evaluo
la eficiencia de 2 absorbedores comerciales de O, Ageless™ FX-100 y
FreshPax™ R-2000 en combinacién con un proceso de envasado utilizando
atmosfera controlada (nitrégeno) evaluando el cambio de color en filetes de
carne M. psoas major almacenados a 1. 0.5 °C. Los filetes sin absorbedores
presentaron mayor cambio de color y proporciones significativas mayores de
metamioglobina en comparacion con los que si estuvieron en contacto con
absorbedores. La prevencién en la formacion de metamioglobina se
encuentra influenciada por el nimero y no por el tipo de absorbedor de

oxigeno evaluado.

Por su parte, Martinez y colaboradores (2006), sometieron 105
salchichas de carne de cerdo a varios tratamientos de atmdsferas
modificadas (%02, %CO, y %N,), algunos en combinacién con absorbedores
de O, y otros mas a vacio durante 20 dias a 2+ 1°C en la oscuridad,
evaluando parametros de pH, color, olor y bacterias aerobias. Concluyendo

gue las salchichas de cerdo almacenadas en 20%CO,, 80%N, mas
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Ageless™ FX-40 como absorbedor, redujeron su cuenta microbiana
psicotropica aerobia y extendieron su vida de anaquel en términos de

estabilidad de color, olor y lipidos por mas de 20 dias.

Sin embargo, desde el punto de vista del consumidor, estas
aplicaciones a nivel comercial presentan percepciones negativas debido a la
presencia del elemento extrafio no comestible; ademés, desde el punto de
vista tecnolégico y seguridad representan un riesgo de ruptura accidental de

las bolsas y propiciar un consumo inadvertido de su contenido.

Recientemente, se generaron alternativas de incorporacion de
absorbedores de oxigeno dentro del mismo envase. Por tanto, algunas
etiquetas de eliminacion de oxigeno que se han creado, tales como etiquetas
de ATCO® de laboratorios STANDA, son capaces de eliminar los niveles de
oxigeno de hasta 100 a 200 cm® (Kerry, 2014 y Laboratorios STANDA,
201423, Citado por Realini y Marcos, 2014). Etiquetas a base de hierro
(Mitsubishi Gas Chemical Company, Inc.) pueden absorber oxigeno durante
la refrigeracion y en condiciones de congelacion (Mitsubishi Gas Chemical
2009. Citado por Realini y Marcos, 2014).

En el mismo tema, Cryovac Dision y Sealed Air Corporation USA,
desarrollaron una pelicula a base de polimeros Cryovac ® OS2000™; que se
activa con luz UV y que puede reducir el O, de 1% a ppm en 4-10 dias. Las
peliculas OS2000™ tienen aplicacion en productos carnicos (Butler, 2002.
Citado por Kerry y colaboradeores, 2011). Otra alternativa es la inclusién de
microorganismos: en los estudios realizados por Anthierens y colaboradores
(2011) lograron incorporan esporas del genero Baccillus amyloliquefaciens
como un agente activo en tereftalato de polietileno 1,4- ciclohexano
dimetanol y mantener su viabilidad. Concluyendo con éxito que dichas
esporas podrian consumir activamente oxigeno en un minimo de 15 dias,
después de un periodo de activacién de 1-2 dias a 30°C en condiciones de

humedad alta.
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2.1.3.4. Emisores de di6éxido de carbono

El dioxido de carbono en un envase tiene la funcién de suprimir el
desarrollo microbiano. Por tanto, un sistema generador de bioxido de
carbono puede considerarse como una técnica complementaria a la
absorcién de oxigeno (Suppakul, Miltz, Sonneveld, & Bigger, 2003). Se
recomiendan niveles altos de diéxido de carbono 10-80% para alimentos
como carne y pollo, con el fin de inhibir el desarrollo microbiano en la
superficie del producto y asi extender la vida de anaquel. Cuando se elimina
el O, o cuando se llena un envase con una mezcla de gases, incluyendo el
diéxido de carbono, puede ocasionar que un envase flexible se colapse. Para
estos casos, se recomienda una liberacion simultdnea de diéxido de carbono
de las bolsas o almohadillas insertadas, las cuales consumen el O,. Estos
sistemas se basan en carbonato de fierro o en una mezcla de acido
ascorbico y bicarbonato de sodio (Rooney, 1995. Citado por Kerry, O Grady
y Hogan, 2011).

Algunos ejemplos comerciales disponibles con doble accién que
combinan generadores de diéxido de carbono/absorbedores de oxigeno son:
Ageless® G (Mitsubishi Gas Chemical Co., Japén) y FreshPax® M (Multisorb
Techonologies Inc., USA). Dentro del mismo ambito el envase Verifrais™,
fabricado por SARL Codimer (Francia), se ha utilizado para extender la vida
de anaquel de carne fresca; este envase consiste en una bandeja estandar
MAP pero que presenta un doble fondo, en el cual, se coloca una bolsa
porosa con bicabonato de sodio/ascorbato. Cuando el jugo exuda de la carne
empacada y gotea en la bolsa, se emite el dioxido de carbono absorbido por
la carne previniendo que el envase colapse (Kerry, O'Grady, & Hogan,
2011).

Como parte de la evolucion de este tipo de envases activos, se han
desarrollado emisores de dioxido de carbono que son incorporados dentro de
los mismos envases. Aunque las investigaciones son limitadas,

recientemente existen aplicaciones directas al control de productos carnicos.
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Un estudio realizado en muestras de jamon inoculadas con una mezcla de
cinco cepas de Listeria monocytogenes fueron empacadas y valoradas
microbiolégicamente en diferentes envases: nylon, Etilen-Vinil-Alcohol
(EVOH) y polietileno, adicionadas con una pelicula de Activ-Polymer® (CSP
Technologies EUA), que contenian O, o CO; e isotiocianato de alilo. Las
muestras se almacenaron entre 4-22°C; los envases con O, o CO;, fueron
mas eficientes que aquellos con isotiocianato de alilo; presentando
inhibiciones significativas con respecto a este dltimo en el recuento
microbiano (Chen & Brody, 2013).

2.1.3.5. Control de humedad

Después del envasado los alimentos requieren un control de
humedad, por lo que es conveniente que los materiales no permitan la
absorcion de humedad del ambiente hacia el interior, asi como una
eliminacién de la existente en el producto. El exceso de agua dentro del
envase promueve el crecimiento de bacterias corruptoras y/o patégenas
principalmente y, en algunos casos mohos, asi como una percepcion
negativa por parte de los consumidores, es decir, una reduccién de la vida

atil.

Por otro lado, la evaporacién excesiva de agua a través del material
de envase puede dar lugar a la desecacion del alimento, de igual manera
puede favorecer a la oxidacion de lipidos. Para disminuir las probleméticas
antes mencionadas y controlar la humedad relativa en el interior del envase,
durante las operaciones unitarias de envasado se recomienda emplear
peliculas con permeabilidad adecuada al vapor de agua o utilizar una
almohadilla o bolsita (absorcion por goteo) para el control de la humedad

(Vermeiren, Devlieghere, van Beest, de Kruijf, & Debevere, 1999).

Los ciclos de temperatura en alimentos con elevada A,, han generado
el uso de plasticos con un aditivo antiniebla que disminuye la tensién
interfacial entre el condensado y la pelicula, permitiendo al consumidor ver
claramente el alimento envasado; sin embargo, no modifica la cantidad
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existente de agua liquida dentro del empaque (Rooney, 1995. Citado por
Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011). Existen desecantes que se han utilizado en
productos carnicos y que han presentado resultados positivos. Algunos
ejemplos de almohadillas absorbentes utilizadas para el envasado de carne y
pescado son Cryovac®Dri-Loc® (Sealed Air Corporation), MoistCatc™
(Kyodo Printing Co. Ltd.) y MeatGuard® (McAirlaid Inc.) (Realini & Marcos,
2014). Algunas almohadillas absorbentes de goteo localizadas bajo el pollo o
cortes del mismo tales como: Thermarite® (Autralia), Toppan™ (Japdn) y
Fresh-R-Pax™ (USA), basadas en un polimero super absorbente localizado
entre dos capas de un polimero micro-poroso o0 no tejido son actualmente

comercializadas (Suppakul, Miltz, Sonneveld, & Bigger, 2003).

Finalmente, Nor®Absorbit (Nordenia International AG) es un ejemplo
de un material de envase flexible apto para absorber la humedad cuando es
necesario el uso del microondas. Estas peliculas, durante el calentamiento
en microondas, son capaces de absorber el exceso de grasa y el agua
liberada de los alimentos envasados (por ejemplo, alimentos empanados).
Dichas peliculas remplazarian el uso de susceptores de microondas (Mondi,
2011. Citado por Realini & Marcos, 2014).

2.1.3.6. Otros sistemas de envasado activo

Ademas de las técnicas ya mencionadas anteriormente, existen otras
aplicaciones potenciales de envasado activo en carnes y productos carnicos.
Durante el almacenamiento de productos carnicos pueden tener lugar
interacciones bioquimicas modificando el perfil organoléptico del alimento.
Los absorbentes de sabor/olor pueden tener una aplicacion positiva en la

industria carnica.

Algunas tecnologias podrian ser Gtiles para eliminar olores y sabores
discordantes, por ejemplo, los resultantes de la oxidacion de lipidos en
alimentos carnicos envasado, tal es el caso del polvo BHM™ que se puede
incorporar en envases a base de papel que absorbe aldehidos en los
intersticios de los poros del polvo (Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011). Los
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sabores incorporados pueden ser utilizados para minimizar la pérdida de
aroma durante el almacenamiento o proporcionar un medio para enmascarar
malos olores procedentes del alimento; también existe la opcion de la
emision de sabores agradables y encapsular aromas que se liberen después
de la apertura del envasado. Bajo el mismo parametro, existe un empaque
que permite la formacion de color rojo en la carne envasada al vacio
(FrshCase®) que consiste en una pelicula de nitrito de sodio que cuando
entra en contacto con la carne se trasforma en 6xido nitrico para dar lugar al

rojo tipico de la carne fresca (Bemis Curwood innovates, 2014).

La aplicacion de las tecnologias antes mencionadas deben estar
permitidas por la legislacién vigente y cumplirlos estandares de calidad,
descartando la posibilidad de su aplicacion indebida para enmascarar
defectos tecnoldgicos y microbiolégicos que perjudiquen la salud de los

consumidores.

Por dltimo, han surgido una gran variedad de soluciones de envases
activos para el calentamiento en microondas. Los problemas existentes con
este tipo de calentamiento se hicieron mas frecuentes debido al aumento de
alimentos que requieren de esta tecnologia para ser consumidos, el cambio
de estilos de vida, menor tiempo para la preparaciéon de alimentos, variedad
de alimentos listos para consumo, entre otros. Cabe mencionar que los
calentamientos se presentan de forma heterogénea en los alimentos, entre
ellos los carnicos (Ryynanen, Risman, & Ohlsson, 2004). Por lo tanto, el
envasado activo para microondas estd disefiado para mejorar el
comportamiento del calentamiento en alimentos como el uso de susceptores

o modificadores de calentamiento (Regier, 2014).

Estudios recientes han desarrollado valvulas como parte del empaque
que permite la liberacion de vapor cuando se alcanza un punto de presion
especifico durante el calentamiento en el microondas, por ejemplo, valvulas
de vapor Flexis™ y MicVac® (Avery Dennison, 2011 y SEALPAC, 20142,
Citados por Realini & Marcos, 2014).
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2.1.4. Envasado inteligente

Dentro de las tecnologias emergentes, otro concepto que en la
actualidad se convirtio atractivo en los sistemas de envasado, es el envasado
inteligente. Este es definido por algunos autores como un sistema capaz de
monitorizar y comunicar informacion acerca del estado del producto a lo largo
de la cadena de procesado y tiempo de vida util mediante la incorporacion de

un elemento de respuesta a cambios.

Al igual que el envasado activo, el inteligente es considerado por la
legislaciéon de la Union Europea en el reglamento marco sobre los materiales
y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos (1935/2004), el cual
define a “materiales y objetos que controlan el estado de los alimentos

envasados o el entorno de estos” (Parlamento Europeo y del Consejo, 2004).

Como parte complementaria e innovadora en comparacion con las
funciones del envasado tradicional, el envasado inteligente comunica y/o
registra al consumidor y a la misma empresa cambios en el alimento o en su
entorno. Esto permite también detectar irregularidades a través de toda la
cadena hasta su consumo, lo que se traduce en una cadena de suministro
mas seguro y eficiente, reduciendo las pérdidas por alimentos y residuos,
logistica, trazabilidad y trasporte. Los envases inteligentes también
contribuyen como una herramienta en la gestibn de los sistemas de
certificacion y calidad alimentaria como el HACCP (Heising, Dekker, Bartels,

& Van Boekel, 2014), por ejemplo:

e Detectar oportunamente alimentos inseguros (finalizacion de vida util,
incidencias a las que ha estado sometido, etc.).

¢ Identificar riesgos de salud y establecer estrategias y procedimientos
para prevenir, reducir o eliminar su ocurrencia.

e Identificar los procesos que afectan fuertemente los atributos de

calidad y eficiencia mejorando la calidad de alimentos.
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Inicialmente los indicadores fueron diseflados para proporcionar
informacion sobre las condiciones de almacenamiento tales como:
temperatura, tiempo, frescura (O,, CO,), y por tanto indirectamente la
informacion sobre la calidad del propio alimento por ejemplo, tasa de
polimerizacion, difusion, reacciones quimicas o enzimaticas, humedad, entre
otros, siendo los mas utilizados los indicadores criticos de temperatura-
tiempo, frescura e indicadores de fugas. En la Figura 1 se presentan los

indicadores de calidad empleados en alimentos.

La tendencia es desarrollar indicadores de calidad mas especificos
para detectar: compuestos volatiles (de origen microbiano), aminas
biogénicas, toxinas, asi como las propias bacterias patdgenas (Dainelli,
Gontard, Spyropoulos, Zondervan-van den Beuken, & Tobback, 2008). Es
importante comentar que los envases activos e inteligentes pueden
establecer una sinergia, interactuando de una manera mas integral para

extender la vida util mejorando el estado de los alimentos envasados.

Esta tecnologia en la actualidad también ofrece diferentes
aplicaciones atractivas en los alimentos de la industria carnica; por lo que es
importante describir la clasificacion y ejemplos de empaques inteligentes con

mayor incidencia en estos productos.
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Figura 1. Indicadores de calidad en alimentos: tendencias de los indicadores directos y
principales indicadores indirectos. (Dainelli, Gontard, Spyropoulos, Zondervan-van den
Beuken, & Tobback, 2008).

2.1.5. Principales aplicaciones de empaques activos en la

industria carnica.

2.1.5.1. Indicadores de Temperatura-Tiempo

Es la aplicacién que en la actualidad se encuentra por encima en
investigacién, desarrollo e innovacion en comparacion con las otras

categorias de los envases inteligentes.

La temperatura es un factor que influye en el deterioro de los
alimentos debido a las variaciones de temperatura durante el
almacenamiento y distribucion, comprometiendo la inocuidad y vida util de
los alimentos perecederos, tales como las carnes y los productos carnicos.
Los indicadores de temperatura-tiempo (TTI) son herramientas efectivas para
el monitoreo continuo de la hora y temperatura del historial de los productos
refrigerados y congelados a lo largo de la cadena alimentaria (Lee &
Rahman, 2014).
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Los TTI son indicadores con cambios visuales debido a la exposicién
acumulativa tiempo-temperatura superiores a los niveles criticos. Por lo tanto
pueden informar acerca de la ruptura de la cadena de frio (indicador indirecto
de vida util). Los indicadores disponibles se basan en procesos bioldgicos,

fisicos, quimicos o enzimaticos.

Los requisitos béasicos de los TTI son: reaccion clara, continua e
irreversible a los cambios de temperatura. Idealmente también deberian ser
de bajo costo, pequeiio, de facil integracién, con larga vida util (pre y post-
activacion), considerar limites amplios en informacién de temperaturas, no
presentar ningun riesgo toxicoldgico, entre otras (Kerry, O"Grady, & Hogan,
2011).

La gama de indicadores TTI es variada; existen etiquetas basadas en
los cédigos de barra que contienen tintas que van desapareciendo debido al
abuso de temperatura, por ejemplo: FreshCode™ (Varcode Ltd.) y Tempix®
(Tempix AB) (Realini & Marcos, 2014). Por su parte, Ellouze y Augustin
(2010) evaluaron dos indicadores biol6gicos comerciales (EO®) para
predecir el crecimiento de Listeria monocytogenes, Salmonella vy
Stahpylococcus aureus en carne molida de res y rebanadas de pollo
envasados en atmdsfera modificada. Los autores concluyeron que, cuando
existen malas condiciones de almacenamiento, los TTI podrian indicar
efectivamente la mala calidad de los mismos, reduciendo la incertidumbre de

los alimentos alterados a su exposicidén con los consumidores.

Por ultimo, polimeros basados en TTI como Freshness Monitor®
Fresh-Check se fundamentan en reacciones de polimerizacion, de
temperatura en el que los cristales diacetileno polimerizan a través de la via
1,4 por la adicion de un polimero altamente coloreado. Los cambios en la
reflectancia se pueden medir mediante el escaneo con una varita Optica
laser. Para la version del consumidor utilizan una etiqueta circular (dos

circulos inscritos) en el que el color del circulo interior se compara con el del
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circulo exterior a fin de establecer su estado (Kerry, O"Grady, & Hogan,
2011).

2.1.5.2. Indicadores de integridad

La mayoria de los indicadores se han desarrollado para mantener la
integridad de los envases de productos carnicos, para asegurar los
estandares de calidad, la no invasibn de agentes externos y dictar
informacion sobre el tiempo en que el alimento se abrié por primera vez en
toda la cadena de distribucion. En la industria carnica estos indicadores
representan aplicaciones fundamentales en carnes y productos carnicos
envasados en atmosfera modificada (Yam, Takhistov, & Miltz, 2005),

considerando a los indicadores de gas los mas atractivos.

La causa mas comun de dafio en la integridad de los envases
plasticos flexibles se asocia con sellados, es decir, fugas (Hurme, 2003).
Pero, también los problemas de fugas se deben a la inadecuada

manipulacion de los productos en la cadena de distribucion.

En los productos envasados en atmosferas modificadas (MAP) se
caracterizan por los niveles altos de CO; y una pequefia concentracion de
Oy; por lo que la deteccion de fugas se realiza usando indicadores del nivel
de O,. Los indicadores de O, se basan en colorantes redox, como el azul de
metileno y un agente reductor como la glucosa en medio alcalino. Un
inconveniente de este tipo de indicadores es que el cambio de color es
reversible, es decir, la concentracion de O, se reduce a su forma inicial (Mills,
2005). Si existe O, disponible puede ser aprovechado por microorganismos

para su proliferacién, lo que no es deseable

Las tabletas: Ageless Eye® (Mitsubishi Gas Chemical Company Inc.)
son indicadores reversible usados en combinacion con amortiguadores de O,
AGELESS. El color de las pastillas cambia a rosa a niveles de O, <0.1% y a
niveles de 0,<0.5% a color azul a una velocidad que depende de la

temperatura (Realini & Marcos, 2014).
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Vu y Won (2013) desarrollaron un indicador de O, que se activa tras la
exposicion a la luz UV, resistente al agua, el cual que permite identificar la
presencia de éste elemento en los envases de manera muy economica y
simple. Las peliculas fueron fabricadas utilizando tionina, glicerol, Ti O, y
zeina como tinte redox, un donador de electrones, un fotocatalizador
semiconductor absorbente de UV vy alginato como polimero de

encapsulacion.

2.1.5.3. Indicadores de frescura y biosensores

Dentro de los indicadores que proporcionan informacion directa se
encuentran los indicadores de frescura, actualmente el desarrollo e
innovacion de estos se encuentra limitada. A pesar de esto, existe un
potencial para el desarrollo de los indicadores, tal es el caso de aquellos con
aplicacion en la industria carnica. Al igual que en su aplicacion general en
alimentos, los indicadores de frescura proveen informacion inmediata sobre
la calidad del producto resultante del crecimiento microbiano y/o cambios
quimicos dentro del alimento (Realini & Marcos, 2014).

La calidad microbiologica se puede determinar visualmente a través
de reacciones entre los metabolitos de crecimiento microbiano e indicadores
integrados dentro del paquete (Vanderroost, Ragaert, Devlieghere, & De
Meulenaer, 2014), la mayoria se basan en un cambio de color en el indicador
debido a la presencia de los metabolitos. La formacion de los metabolitos
potenciales en productos céarnicos depende del tipo de producto, flora
asociada al deterioro, condiciones de almacenamiento y sistema de

envasado.

Entre ellos se encuentran los indicadores basados en los cambios de
pH, debido a los cambios de concentracién de acidos organicos tales como
n-butirato, L-acido lactico, D-lactato y acido acético (Kerry, O Grady, &
Hogan, 2011). El etanol, &cido lactico y acido acético, es un indicador
importante del metabolismo fermentativo (bacterias acido lacticas). La
produccion de CO, durante el crecimiento microbiano es otro metabolito que
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se puede utlizar como indicador del deterioro de alimentos (Realini &
Marcos, 2014). Otros autores se han centrado en la deteccion de aminas
volatiles, conocido como nitrogeno basico volatil total (indicador de frescura
en peces), algunas aminas biogénicas como histamina, putrescina,

cadaverina y tiramina han sido implicadas como indicadores en carne.

Se han desarrollado indicadores con aplicacion en productos carnicos.
Como Kuswandi y colaboradores (2014) se enfocaron en la elaboracion de
una etiqueta con rojo de metileno determinando asi la frescura del pollo. El
rojo de metileno se inmovilizé sobre una membrana de celulosa bacteriana,
un sensor de frescura fundamentado en el aumento de pH mediante las
aminas volatiles producidas gradualmente en el espacio de cabeza del
envase, basada en un cambio de color; de rojo a amarillo como indice de
putrefaccion. Los resultados obtenidos muestran que la etiqueta podria ser
utilizada para determinar el grado de frescura en el pollo durante condiciones

ambientales y en refrigeracion.

Por otra parte, Smolander y colaboradores (2002) evaluaron un
indicador de frescura en carne de aves envasada en atmosfera modificada
que indica la presencia de sulfuro de hidrogeno producido durante el
envejecimiento de la carne. Dicho indicador se basa en un cambio de color
de la mioglobina de agarosa inmovilizada. Los resultados preliminares
arrojaron una correlacién del indicador con la calidad microbiolégica y

sensorial del pollo.

Un enfoque potencial es el uso de matrices en sensores calorimétricos
capaces de ofrecer informacion a través de modulaciones de color adecuado
dirigido para su aplicacion en carnicos, minimizando las limitaciones de los
indicadores anteriormente mencionados basados en la deteccion de solo un
compuesto que presenta el riesgo de ofrecer falsos positivos o falsos

negativos (Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011).
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Salinas y colaboradores (2014) desarrollaron una nariz optoelectronica
compuesta de siete materiales con sensores basados en indicadores de pH 'y
reactivos cromogénicos selectivos en materiales inorganicos (UVM-7 y
alimina), con diferentes propiedades de reconocimiento quimico, para
controlar la calidad de salchichas de cerdo envasadas en atmosfera
modificada. Segun los resultados obtenidos, la matriz fue capaz de

supervisar el proceso de deterioro de salchichas frescas.

En el mismo orden de ideas, los biosensores son sistemas inteligentes
capaces de detectar metabolitos de destino que pueden ser incorporados a
los envases de alimentos. Ellos son capaces de controlar la frescura de los
alimentos de manera mas especifica que los indicadores de frescura, ya que
pueden detectar la formacion de productos de degradacion y pueden ser

disefiados para adaptarse de acuerdo con el tipo de producto.

Un biosensor es un dispositivo analitico compacto que detecta,
registra y trasmite la informacion relativa a las reacciones bioquimicas; sus
componentes principales son: un bioreceptor que reconoce un analito diana y
un transductor que convierte las sefiales bioquimicas en una respuesta

eléctrica cuantificable. (Realini & Marcos, 2014).

Kelly, Murray y Uy (2005) patentaron un sensor de huella polimérica
molecular para el deterioro de alimentos que comprende un polimero con un
complejo de poliazamacrociclico, metal de transicién. El complejo se une
selectivamente a aminas biogénicas, tales como cadaverina, putrescina e
histamina, que se liberan por microorganismos causantes de deterioro. El
polimero experimenta un cambio de color detectable tras la exposicion a
aminas biogénicas, dicho polimero se incorpora facilmente en los envases de

alimentos comunes.

La evaluacion de frescura en carne de cerdo se realizd mediante el
desarrollo de un sensor para detectar glucosa; usando un electrodo de oro

modificado con L-cisteina y nanogold, y una oxidasa poliglutamato-glucosa.
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Los resultados mostraron que el sensor desarrollado es un método rapido y
viable, segun el estudio de Umuhumuza y Sun (2011).

2.1.5.4. Etiquetas de identificacion por radiofrecuencias
(RFID)

Esta tecnologia de envases inteligentes representa una tecnologia
independiente. Las RFID se agrupan bajo el término de identificacion
automética junto con los cddigos de barras, cédigos QR, tintas magnéticas,
etc. La identificacion por radiofrecuencia usa campos electromagnéticos de
radiofrecuencia para almacenar y comunicar informacion en tiempo real del

producto, identificando autométicamente los productos (trazabilidad).

Las etiguetas RFID consisten en un circuito integrado, conectado a
una antena para la trasmision de informacion almacenada en el microchip a
un lector. RFID ofrecen una serie de beneficios potenciales para la
produccion de carne, distribucion, mejoramiento de la trazabilidad, gestion de
inventario, entre otras. Se pueden clasificar en tres tipos en funcion a la

fuente de alimentacion:

e Etiguetas RFID pasivas: no tienen bateria y son alimentadas por las
ondas electromagnéticas emitidas por el lector mediante dos
mecanismos: acoplamiento de induccién y de retrodispersion. En
comparacién con otras etiquetas, éstas son mas pequefias y livianas,

pudiendo leerse a pocos metros.

e Etiguetas RFID semi-pasivas: utilizan una bateria para mantener la
memoria en la etigueta, que permite modular las ondas
electromagnéticas emitidas por la antena del lector. La bateria también
ayuda a extender el alcance de la trasmisién de datos que se remonta

al lector.
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e Etiguetas RFID activas: son alimentadas por una bateria interna que
se utiliza para ejecutar los circuitos del microchip y emitir una sefal al
lector; generalmente garantizan un mayor alcance de lectura pero son
mas costosas. (Vanderroost, Ragaert, Devlieghere, & De Meulenaer,
2014).

Las aplicaciones comerciales de este tipo de etiquetas en la industria
carnica son muy variadas. Algunos paises han empleado RFID para rastrear
animales, principalmente ganado vacuno, desde su nacimiento hasta la
planta de procesamiento. La clave para la trazabilidad animal reside en la
capacidad para trasferir informacion de forma secuencial y con precision a

las subpartes durante la produccién (Kerry, O"Grady, & Hogan, 2011).

Martinez Olmos y colaboradores (2013) inventaron una etiqueta RFID
con un indicador Optico para la medicion de O, que se compone de una
membrana de deteccibn a base de platino y un sistema completamente
electronico para la comunicacion, impresos en un sustrato flexible. Los datos
de salida corresponden a la red de coordenadas del espacio de color RGB
directamente relacionada con la concentracion de O, y se envia a un
microcontrolador. El sistema resulté perfectamente adecuado para su uso en
sistemas de envasado en atmdsferas modificadas, donde la concentracion
de O, se reduce por debajo del 2%, representando un limite de deteccién de

40ppm.

Finalmente, algunas industrias de envases han incorporado sistemas
con RFID en cajas de alimentos. Mondi Plc ha presentado su caja inteligente,
que consta de una caja corrugada con una etiqueta RFID, lo que permite
rastrear a lo largo de la cadena de almacenamiento el alimento (Mondi, 2014.
Citado por Realini & Marcos, 2014).
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2.1.6. Microorganismos de descomposicion y patégenos en la

industria carnica

El tipo y cantidad de microorganismos que se encuentran presentes
en los alimentos depende: del medio ambiente en el cual se obtuvo
originalmente el producto sin procesar o en su estado crudo; de las
condiciones sanitarias bajo las cuales se manipuld o procesoé; y de las
condiciones posteriores de empaque, manejo, almacenamiento Yy

distribucion.

En general, todos los alimentos contienen un cierto niumero Yy tipo de
microorganismos que, por inocuidad, es importante que se mantengan en
niveles bajos, esperando que los alimentos que se producen en buenas
condiciones de manufactura tengan un perfil microbioldgico diferente a
aguellos que se producen y almacenan bajo condiciones poco deseables
(Hui, Guerrero, & Rosmini, 2006).

Para los productos a base de musculo, es decir, carne y productos
carnicos, es importante considerar que las partes internas de los tejidos
animales estan generalmente estériles y que es tedricamente posible
producir productos libres de microorganismo. Sin embargo, la microflora
existente en la carne, como ya se resaltd anteriormente, representa los
microorganismos existentes en el entorno y los que se acumulan durante su

tratamiento, manipulacion, envasado y durante la cadena de distribucion.

Es conocido que un alimento, que contenga mayor poblacion de
microorganismos de descomposicion y/o patdgenos, tendrd una vida de
anaquel mas corta. Por consiguiente, para poder establecer su vida de
anaquel y los criterios microbiolégicos, es fundamental conocer los tipos y
niveles de microorganismos presentes en las diferentes etapas de
procesamiento que tengan mayor impacto en nuestro producto (Hui,
Guerrero, & Rosmini, 2006).
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En la carne se distinguen cuatro grupos de microorganismos que se
clasifican de acuerdo con las funciones que pueden realizar:
microorganismos patdgenos, de descomposicion, tolerables y benéficos (Hui,
Guerrero, & Rosmini, 2006). Esta clasificacion ocasiona superposiciones
entre los Ultimos tres grupos mencionados debido a que su consideraciéon
debe ser para cada producto; por consiguiente, la presencia de un
microorganismo de estos grupos debe enjuiciarse siempre en relacion al
producto. Por ello algunos autores consideran la suma de estos tres grupos a
llamarlos microorganismo de descomposicién (Hui, Guerrero, & Rosmini,
2006). A continuacién se abordara con detalle los microorganismos de

descomposicion y patdgenos con impacto en la industria carnica.

2.1.6.1. Microorganismos de descomposicion

La carne es uno de los alimentos mas perecederos debido a que se
constituye con abundante cantidad de todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento de bacterias, levaduras y mohos, es decir, es un buen sustrato
para el crecimiento de microorganismo por su elevada Ay, rica en proteinas,
lipidos y diversos componente solubles de bajo peso molecular, vitaminas,
minerales y pequefias concentraciones de carbohidratos; sumando a estos

factores intrinsecos y extrinsecos (Salas Valerio, 2014).

Los  microorganismos de  descomposicion  son  aquellos
microorganismos indeseables que no presentan propiedades patdgenas
pero, debido a su metabolismo, causan alteraciones en los productos que,
finalmente, afectan la estética y vida de anaquel de los mismos (Salas
Valerio, 2014).

Dentro de las alteraciones mas comunes en la carne se encuentran:

e Mucosidad en superficie: la temperatura y humedad influyen en

el microorganismo protagonista.
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e Cambios de color: alteraciones del pigmento rojo a colores
verdes, marron o gris como resultado de los compuestos

oxidados.

e Sabores y olores desagradables: resultado del crecimiento de
flora sobre superficie produciendo compuestos volatiles,
causando olores y sabores desagradables.

e Fosforescencia: poco comun, efecto causado por bacterias
fosforescentes o luminosas. (Salas Valerio, 2014)

2.1.6.2. Microorganismos patégenos

La frecuencia de las enfermedades trasmitida por alimentos es
elevada, principalmente en paises subdesarrollados; a pesar de los avances
para erradicar este problema, las intoxicaciones alimentarias siguen estando
presentes en los consumidores siendo la carne y los productos carnicos una

fuente importante de infecciones trasmitidas por alimentos.

Los responsables de estas enfermedades son los microorganismos
patdogenos que son definidos como aquellos microorganismos indeseables
gue amenazan la salud del hombre, la de los animales o ambos. Las
enfermedades producidas por estos Ultimos que afectan tanto al hombre

como a los animales se conocen como zoonosis.

Los microorganismos patdégenos implicados en las enfermedades
trasmitidas por los alimentos conforman un grupo diverso y sus mecanismos
de patogenicidad son muy variados. Dentro de la carne y los productos
carnicos, las bacterias Gram negativas son las que suelen predominar en
esta microbiota. De entre las Gram positivas, las que prevalecen mas son los

enterococos junto con los lactobacilos. (Jay, Loessner, & A., 2009)

Algunos de los microorganismos causantes de toxoinfecciones

alimentarias mas importantes en la actualidad y que pueden ser trasmitidos
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por la carne a sus consumidores son: Escherichia coli, Salmonella spp.,
algunos serovares de C.botulinium, Staphylococcus aureus, C. pefringes,
Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica
(Norrung & Buncic, 2008) (Hui, Guerrero, & Rosmini, 2006).

Dentro de estos microorganismos es importante precisar a detalle sus
caracteristicas, para esta investigacion se abordaran las bacterias
Escherichia coli y Staphylococcus aureus con fuerte impacto en la industria

carnica, como indices de calidad en los productos.

2.1.6.2.1. Staphylococcus aureus

La intoxicacion estafilococica se encuentra dentro de las
enfermedades por alimentos mas importantes en el &mbito mundial, presente

en productos con gran valor proteico.

Esta bacteria pertenece a la familia Micrococcaceae y presenta una
morfologia coco Gram positiva de 0.05-1.5 micras de diametro, no
esporulado e inmoévil, catalasa positiva y que generalmente presenta
metabolismo glucosa oxidativo y fermentativo. Las células de Staphylococcus
muestran un arreglo caracteristico en racimos como consecuencia del modo
de divisién y algunos producen pigmentos carotenoides de color amarrillo o
dorado. (Fausto, 2006) (Hui, Guerrero, & Rosmini, 2006). En las Figuras 2 y
3, se muestra la morfologia tras la tincibn de Gram y observada en el

microscopio electrénico de barrido, respectivamente.

Son mesdfilos halotolerantes (10% NaCl) que requieren de un A,=
0.98, una temperatura minima de 7°C y una maxima de 48°C, siendo la
optima 37°C; el rango en pH va desde los 4 a los 10, presentando el 6ptimo a
6.5 (ICMSF, 1997. Citado por Diaz Cortés, 2007).

Staphylococcus aureus produce algunos compuestos extracelulares
como las hemolisinas, enterotoxinas, coagulasa, nucleasas y lipasas; siendo
responsables de la intoxicacion las enterotoxinas con caracteristicas

termoestables, coagulasa positiva y termonucleasa positiva. La mayoria de
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las carnes crudas se contaminan durante el sacrificio de los animales, ya que

estos son ampliamente manipulados.

ik, X,
Figura 2. Tincién de Gram. Figura 3. Microfotografia tomada en
(Staphylococcus aureus, 2011) microscopio electronico de barrido

(Staphylococcus aureus, 2011)

2.1.6.2.2. Escherichia coli

Es una bacteria que se encuentra normalmente en el intestino del ser
humano y animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas de E.
colison inofensivas. Sin embargo algunas de ellas, como E. coli
enterohemorragica, pueden causar graves enfermedades a través de los
alimentos. La bacteria se transmite al hombre principalmente por consumo de
alimentos contaminados, como productos de carne picada cruda o poco

cocida. (Organizacién Mundial de la Salud, 2014)

Las bacterias de la especie E. coli son representantes de la familia
Enterobacteriaceae. Como tales, los organismos son bacilos cortos Gram-,
catalasa-positivos, oxidasa negativos, anaerobios facultativos. La mayoria de
las cepas fermentan la lactosa, aunque algunas son fermentadoras lentas de
este azucar y algunas son anaerogénicas (Ramis Vergés, 1998). La

morfologia después de la tincion de Gram y una microfotografia tomada del
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microscopio electrénico de barrido se muestran en la figura 4 y 5,

respectivamente.

Es una bateria meséfila que crece a temperatura desde 7°C hasta
50°C, con una temperatura 6ptima de 37°C, aunque existen referencias de
algunas cepas enterohemorragicas que crecieron a temperaturas menos a
4°C y capaces de resistir el almacenamiento en refrigeracion o congelacion
durante tiempos prolongados. Un pH casi neutro es optimo. Su A,, minima de
crecimiento es de 0.95 (Adams & Moss, 1997. Citado por Morales Angeles,
2005).

Las cepas se identifican basandose en tres antigenos de superficie
gue permiten su serotipificacion: O (somatico), H (flagelo) y K (capsula). Las
cepas de E. coli que causan diarrea se categorizan en grupos especificos
basados en sus propiedades virulentas, los mecanismos de patogenicidad,
los sindromes clinicos y los distintos serogrupos O:H. Algunas de estas
categorias son: las cepas enteropatdgenicas, toxigénicas, enteroinvasivas,
las de adherencia difusa, las enteroagregativas y las enterohemorragicas
(Hui, Guerrero, & Rosmini, 2006).

Fig. 4 Tincion de Gram. (Consejo Fig. 5 Microfotografia tomada en microscopio
Superior de Investigaciones Cientificas, electrénico de barrido. (Consejo Superior de
Delegacion Catalufia) Investigaciones Cientificas, Delegacion
Catalufia)

37



2.1.7. Aditivos sintéticos cominmente usados en la industria

carnica para fines antimicrobianos

Los conservadores sintéticos se han utlizado en la industria
alimentaria para el control del crecimiento microbiano desde hace muchos
afos. Estos compuestos son agentes quimicos definidos sintetizados en el
laboratorio que se agregan intencionalmente a los alimentos. No cualquiera
de ellos es adecuado para todos los alimentos, varios factores estan inscritos
como especificidad de accion, composicion del alimento, espectro de accion,

nivel inicial de contaminacién, manejo y distribucion del producto terminado.

La industria carnica ha implementado una variedad de estos
compuestos para extender la vida Gtil de sus productos en los que podemos

destacatr:

2.1.7.1. Nitratos y nitritos

En la elaboracibn de embutidos carnicos se emplean como
ingredientes de las sales de curacion, fosfatos junto con azlcar y otros. La
funcién principal es como conservador inhibiendo la proliferacion de
Clostridium botulinum, microorganismo anaerobio muy peligroso por las
neurotoxinas que sintetiza. Los nitritos son mas efectivos a pH de 5.5,

cuando se mezcla con NaCl, presentando una sinergia (Badui Dergal, 2006).

Ademas es, responsable del color en productos carnicos, formando
pigmentacioén estable con la mioglobina; generando el color rosado en los
productos carnicos tratados por calor. Por dltimo, también contribuye a la
formacion de aroma y sabor; sin embargo, se usé maximo es muy limitado

por la generacion de nitrosaminas (Garcia Martin, 2013).

2.1.7.2. Acido so6rbico y sorbatos

Este &cido, al igual que sus sales de sodio y potasio, se usa en menos

del 0.3% en peso para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras en los
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alimentos con un pH hasta de 6.5. Su forma efectiva aumenta al reducir el

pH, es decir, la forma sin disociar es la activa.

El sorbato de potasio es la sal mas empleada para controlar hongos, y
existen evidencias en algunas bacterias. Por esta razon, los sorbatos se han
sugerido como sustitutos de los nitritos y los nitratos que se usan en la
curacion de los derivados carnicos; de igual manera se emplean al 5% para

rociar o sumergir piezas de carne.

Su funcién se ejerce al unirse a la superficie de las células
microbianas, modificando la permeabilidad de la membrana y el
metabolismo, aunque también se ha sugerido que su estructura de dieno
interfiere con el sistema enziméatico de las deshidrogenasas de los

microorganismos (Badui Dergal, 2006).

2.1.7.3. Sulfitos

Se agrupan en compuestos muy hidrosolubles y cumplen varias
funciones en lo alimentos, principalmente ejerciendo acciones contra hogos,
levaduras y bacterias. Por su importancia destacan los sulfitos de sodio y

potasio.

En la industria carnica son ampliamente utilizados en carnes frescas,
productos carnicos frescos y adobados como conservadores. Ellos presentan
inhibicibn al oscurecimiento no enziméatico de Maillard e inhibe el
oscurecimiento enzimatico debido a que impide la sintesis de quinonas
(Badui Dergal, 2006).

2.1.7.4. Acido acético y acetatos

Este acido es el agente activo del vinagre, presente en una
concentracion entre 3 a 5%; ademas de que contribuye al gusto y aroma de
los alimentos, se utiliza para controlar diferentes especies de levaduras,

bacterias y en menor grado hongos; en productos carnicos que se
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almacenan por corto tiempo. Su efectividad incrementa con la reduccion de

pH, ya que la molécula sin disociar es la activa.

Los acetatos de sodio, potasio y calcio se emplean como
conservadores en preparados de carne picada y en preparados carnicos
crudos adobados (Badui Dergal, 2006).

2.1.8. Aditivos naturales para fines antimicrobianos

Durante las ultimas décadas, las innovaciones en las técnicas de
produccion y desarrollo de alimentos, junto con el creciente interés por la
inocuidad alimentaria, han llevado a los consumidores a demandar productos
con menos aditivos sintéticos. Ante este escenario, se han explorado nuevas
alternativas para extraccion y aplicacion de antimicrobianos de origen
natural, centrando dichas investigaciones en compuestos biolégicamente
activos extraidos de plantas o especias, como los aceites esenciales y
extractos, también compuestos producidos por microorganismos o0 algunos

de sus metabolitos.

Los compuestos de origen natural han generado lo que ahora se
conoce como bioconservacion, la cual se define como la extensiéon de la vida
atil y seguridad de los alimentos a través del uso de microbiota natural o
controlada y/o sus compuestos antimicrobianos, también por el uso de

compuestos antimicrobianos de plantas o sus extractos (Garcia Martin, 2013)

2.1.8.1. Bacteriocinas

Son péptidos o proteinas producidas por bacterias con capacidad para
destruir o inhibir el crecimiento de otras bacterias. EIl mecanismo de defensa
frente a otros microorganismos es, precisamente, la produccién de
bacteriocinas; la accién antimicrobiana origina permeabilidad en puntos
concretos de la membrana, inhibe enzimas de reparacion de membrana y la

sintesis de la pared celular.
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Las bacterias 4cido lacticas (BAL) tienen un gran potencial para el uso
en la bioconservacion ya que son “generalmente reconocido como seguro”
(GRAS) para su consumo y durante el almacenamiento es natural que
dominen la microbiota de muchos alimentos (Castellano, Belfiore, Fadda, &
Vignolo, 2008)

Las BAL forman parte de la microbiota endégena de la carne y juegan
un importante papel en su conservacion. Las BAL, gracias a la produccion de
metabolitos antimicrobianos, principalmente bacteriocinas, responden a una
funcién protectora, debido a la competencia por nutrientes y nicho ecolégico
con otros microorganismos (Marcos Mutual, 2011). Por este motivo, las
bacteriocinas normalmente son efectivas contra un pequefio espectro de
microorganismos, similares al productor y que se compiten con él por un

mismo Yy €scaso recurso.

Lo antes mencionado se ve reflejado en un estudio realizado por
Vingolo y Castellano (2006) el cual consistia en evaluar la inhibicion de las
bacteriocinas Lactocina 705 y Al 705 producidas por Lactobacillus curvatus
CRL705 contra Listeria innocua, Brochothrix thermosphacta y BAL en carne
envasada al vacio, almacenadas a 2°C durante 36 dias. Los resultados
demostraron que las dos bacteriocinas revelaron inhibicion con respecto al
control, para las dos primeras bacterias mencionadas, reduciendo 3 y 2.1
ciclos log respectivamente; respecto a las BAL, mostraron una menor tasa de

crecimiento en presencia de Lactocina 705.

2.1.8.2. Bacteriéfagos

Dentro de las nuevas alternativas en la bioconservacion de alimentos,
los bacteriéfagos presentan aplicaciones atractivas. En primer término, los
bacteriéfagos son definidos como virus que infectan y matan (fagos liticos),
multiplicandose en bacterias de manera especifica. Su gama de huéspedes
es muy diversa, pero algunos de ellos son especificos para una estrecha

gama de cepas bacterianas. Su aplicaciébn puede prevenir incidencias en
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enfermedades trasmitidas por alimentos causadas por patégenos (Zinno,
Devirgiliis, Ercolini, Ongeng, & Mauriello, 2014)

Algunos de los mecanismos de accién se basan en adsorcion a
receptores bacterianos especificos, penetracion, inyeccion de acido nucleico,
replicacion, formacion de nuevos fagos v lisis de la bacteria hospedadora por

accion de endolisinas, entre otras (Garcia Martin, 2013).

Dentro de las aplicaciones en la industria carnica existen estudios
recientes como los realizados por Guenther y colaboradores (2012) quienes
evaluaron la virulencia del fago FO1-E2 para la reduccion de Salmonella
typhimurium en varios alimentos listos para el consumo como fiambres de
pavo, perritos calientes, entre otros, durante 6 dias a temperaturas de 8°C y
15°C. Reportaron como resultados que a 8°C no se encontraron células
viables después de la aplicacion de FO1-E2 y a los 15°C el conteo de fagos
disminuy0, concluyendo que los fagos virulentos por el bacteriéfago ofrece

una medida de control eficaz para Salmonella typhimurium en alimentos.

2.1.8.3. De origen animal

Como parte de la constante investigacion, actualmente se realizan
investigaciones en este tipo de bioconservantes, sin embargo, se encuentran
limitadas en su aplicacion como tal en los alimentos. Dentro de esta
clasificacion se pueden destacar la lisozima, quitosano y péptidos
antimicrobianos; estos Ultimos son los que requieren mayor investigacion
(Garcia Martin, 2013).

La lisozima (E1105) es una enzima antimicrobiana de calidad
alimentaria, extraida principalmente de la yema de huevo, con actividad
bacteriostatica bacteriolitica, particularmente contra bacterias Gram- positivas
eficientemente en el control del crecimiento de un gran nimero de patégenos
alimentarios debido a su alta estabilidad en un amplio rango de pH y
temperatura, mediante la hidrolisis de la pared bacteriana (Mendes de

Souza, Fernandez, Lopez Carballo, Gavara, & Hernandez Mufioz, 2010)
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Dentro de las investigaciones en productos carnicos, Ntimani,
Giatrakou y Savvaudis (2010) realizaron un estudio examinando los efectos
antimicrobianos naturales: del acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
lisozima, romero, orégano, y sus combinaciones, sobre la vida util de filetes
de pollo empacados al vacio, almacenados a 4°C durante 18 dias. Dentro de
los resultados microbioldgicos y sensoriales, las combinaciones de lisozima-
romero y lisozima-orégano fueron mas eficientes contra el crecimiento de las
bacterias Gram negativas, positivas y en menor medida las levaduras,

logrando extender la vida util del producto.

Por su parte el quitosano es un copolimero de glucosamina y N-acetil
glucosamina obtenido a partir de la des acetilacion de quitina bajo
condiciones alcalinas o por hidrélisis enzimatica, no téxico y biodegradable.
Ha recibido atencién como un potencial conservador de alimentos de origen
natural por su actividad antibacteriana y antifungica (Rao, Chander, &
Sharma, 2005); esta actividad antimicrobiana se adjudica por su accion
quelante, interaccién con grupos anionicos de bacterias, penetracion de

oligbmeros de quitosano e inhibe formacion de esporas e hifas.

Se realiz6 un estudio para evaluar la eficiencia antimicrobiana y
antioxidante de un complejo glucosa quitosano (CGC), al igual que por
separado, en carne de cordero. Se obtuvo como resultado que la eficiencia
antimicrobiana del complejo y el quitosano por separado fue similar contra
E.coli, Pseudomonas, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, con una
concentracion minima inhibitoria de 0.05%. Respecto a la actividad
antioxidante, mostré excelente resultados CGC con respecto a los otros
tratamientos. Concluyendo que la adicion de CGC a la carne de cordero
aumenta su vida util por mas de 2 semanas en refrigeracion. (Kanatt,
Chander, & Sharma, 2008).

2.1.8.4. Aceites esenciales

Los agentes antimicrobianos naturales derivados de fuentes tales
como los aceites esenciales de plantas, han sido reconocidos y empleados
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en alimentos durante siglos como conservadores. Sin embargo, en los
dltimos afios la investigacion acerca de las caracteristicas antibacterianas,
antifingicas y antivirales de estas sustancias han incrementado
considerablemente; esto como parte de las exigencias de los consumidores
ya mencionadas, enfocandose en extender la vida de anaquel de los
productos e incrementar la calidad de los alimentos procesados. (Hernandez

Figueroa, Palou Garcia, & L6épez Malo, 2014)

Un aceite esencial es un liquido concentrado, hidréfobo que contiene
una mezcla de compuestos volatiles aromaticos, con caracteristicas
antimicrobianas, comunmente derivados de tejidos vegetales (Ha et al.,
2008. Citado por Hernandez Figueroa, Palou Garcia, & Lépez Malo, 2014).
Los aceites esenciales presentan un aroma distintivo a la planta de origen;
comunmente son extraidos por destilacion por arrastre con vapor; sin
embargo, existen otros métodos de extraccion tales como maceracion,

prensado en frio o extraccion con solventes.

Los compuestos de los aceites esenciales son principalmente cadenas
cortas de hidrocarburos complementadas con oxigeno, nitrégeno y/o atomos
de azufre, unidos en diversos puntos de la cadena (Braca et al., 2008. Citado
por Hernandez Figueroa, Palou Garcia, & Lopez Malo, 2014). Tales mezclas
de diferentes moléculas aromaticas con atomos altamente reactivos, otorgan
a estas sustancias las diferentes propiedades funcionales que podrian ser
consideradas para muchas aplicaciones en la ciencia y tecnologia de los

alimentos. (Hernandez Figueroa, Palou Garcia, & Lopez Malo, 2014).

Numerosas publicaciones han presentado datos sobre los efectos
antimicrobianos de los aceites esenciales de diferentes especias y plantas, al
igual que los componentes bioactivos responsables de dichos efectos, con
representantes bacterianos Gram+, Gram- y hongos, de relevancia en las
enfermedades trasmitidas por alimentos; algunos estudios se presentan en la
Tabla 1 referente a las caracteristicas antimicrobianas de algunos aceites

esenciales.
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Tabla 1. Caracteristicas antimicrobianas de los aceites esenciales.

Efecto antimicrobiano contra

Planta,
especia
Ajo (Allium

sativum)

Albahaca
(Ocimum
basilicum)

Canela
(Cinnamou
m
zeylanicum)

Clavo
(Eugenia
aromaticum)

Constituyentes
mayoritarios

Metil  disulfuro,
alil sulfuro, alil
disulfuro, alil
trisulfuro,
trimetileno
trisulfuro, alil

tetrasulfuro

Linalool, metil
eugenol, metil
cinamato, 1,8
cinelo,
cariofileno

Cinamaldehido,
eugenaol,
copaeno, B-
cariofileno

Eugenol,
acetato de
eugenilo,
cariofileno

Bacterias

Bacillus
Escherichia
Shigella  spp.,
parahaemolyticus,
Yersina anterolitica,
Salmonella  enteritidis,
Salmonella infantis,
Salmonella typhimurium,
Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis,
Streptococcus faecalis.

cereus,
coli,
Vibrio

Bacillus brevis,
Enterococcus faecalis,
Escherichia coli,
Klubsiella pneumoniae,
Pseudomona
aeruginosa,

Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes,
Lactobacillus plantarum,

Enterococcus faecalis,
Escherichia coli,
Escherichia coli
0157:H7, Klubsiella
pneumoniae, Vibrio
parahaemolyticus,
Salmonella spp.,
Pseudomona
aeruginosa,

Staphylococcus aureu,s
Bacillus brevis, Bacillus

subtilis, Clostridium
botulinum, Enterococcus
faecalis, Escherichia
coli, Listeria
monocytogenes,
Escherichia coli
0157:H7, Klubsiella
pneumoniae,

Salmonella spp.,
Pseudomona
aeruginosa,

Staphylococcus aureus,
S. entérica.

Hongos

Alternaria
alternata

Aspergillus flavus,
Aspergillus niger,
Penicillum
corylophilum

Aspergillus flavus,
Aspergillus niger,
Penicillum
corylophilum,
Alternaria
alternata

Candida sp.
Aspergillus flavus,
Aspergillus niger,
Penicillum
corylophilum,
Rhizopues
nigricans

Referencia

Roos et al., 2001;
Ayala-Zavala et
al., 2008b

Hammer et al,
1999; Elgayyar et
al., 2001; Guynot
et al, 2003;
Opalchenova vy

Obreshkova,
2003
Chang et al,

2001; Guynot et
al.,, 2003; Rojas-
Grau et al., 2006;
Lépez-Malo et
al., 2007; Du et
al., 2009; Yossa
etal., 2012

Hammer et al.,
1999; Guynot et
al., 2003; Burt,
2004; Lopez, et
al, 2007; Du et
al., 2009; Xing et
al, 2011
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Tabla 1 Caracteristicas antimicrobianas de los aceites esenciales (continuacién).

Orégano
(Origanum
vulgare)

Oregano
mexicano
(Lippia
berlandieri
shauer)

Laurel
(Laurus
nobilis)

Menta

piperita
(Mentha
piperita)

Romero
(Posmarinu
s officinalis)

Tomillo
(Thymus
vulgaris)

Sabinil
monotermpenos
, terpinen-4-ol,
y-terpineno,
carvacrol, timol

Carvacrol, p-
cymeno,
caryofileno
1,8-cineole,
acetato de a-
terpinil, linalool,

metil eugenol

Metanol,
mentone, metil
acetato,
mentofurano
Borneol,
verbenona,
camphor, a-
pimeno, 1,8-
cineole

Timol, p-
cymene, y-

terpinene, linalol

Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Clostridium
botulinum, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli,
Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes,
Klubsiella  pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa
Shigella spp.

Bacillus cereus,
Escherichia

coli, Staphylococcus
aureus.

Staphylococcus  aureus,
Bacillus cereus,
Micrococcus luteus,

Enterococcus faecalis.

Bacillus brevis,
Escherichia coli,
Escherichia coli O157:H7,
Klubsiella ~ pneumoniae,
Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus  aureus,
Enterococcus faecalis.

Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis,
Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa,
Klubsiella pneumonia,
Staphylococcus  aureus,
Listeria monocytogenes,
Shigella spp.

Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis,
Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa,
Klubsiella ~ pneumoniae,
Staphylococcus  aureus,
Listeria monocytogenes,
Shigella spp, Clostridium
botulinum.

Aspergillus
niger, Rhizopus
stolonifera

Penicillum  sp.,
Geotrichum sp.,
Aspergillus  sp.,
Aspergillus
flavus,
Aspergillus
niger, Bipolaris
sp.

Aspergillus
flavus,
Aspergillus
niger,
Penicillum
corylophilum.

Aspergillus
flavus,
Aspergillus
niger,
Penicillum
corylophilum.

Aspergillus
flavus,
Aspergillus
niger,
Penicillum
corylophilum,
Bortrytis
cinerea,
Rhizopus
stolonifer.

Hammer et al.,
1999; Elgayyar et
al.,, 2001; Burt
2004; Rojas-Gral
et al, 2006;
Gutierrez et al,

2008b; Dos
Santos et al,,
2012

Portillo et al.,
2005; Avila et al,
2010; Ayala-
Zavala et al.,
2010; Gomez-

Sanchez et al.,
2011

Demo y de las
Mercedes Oliva,
2009

Hammer et al.,
1999; Guynot et
al., 2003

(Hernandez Figueroa, Palou Garcia, & Lopez Malo, 2014)
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Los mecanismos de accion de los aceites esenciales pueden ser
diversos, debido a la gran mezcla de componentes bioactivos que presentan
propiedades quimicas variadas. El efecto inhibitorio no se atribuye a un solo
mecanismo especifico en las células sino a multiples objetivos; entre los que
destacan, dafio en la membrana citoplasmética, filtracion de los contenidos
celulares, coagulacion del citoplasma, agotamiento de las fuerzas motrices
de protones, deterioro en diversos sistemas enzimaticos y cambios en la
funcionalidad del material genético, afectan la respiracion, produccion de
toxinas o acidos, (Ayala-Zavala, OmsOliu, & Odriozola Serrano, 2008) entre
otros (Turina, Nolan, Zygadlo, & Perillo, 2006) (Gustafson, y otros, 1998)
(Oussalah, Calillet, & Lacroix, 2006) (Barbehenn, Cheek, Gasperut, Lister, &
Maben, 2005) (Lépez Malo, Palou, & Alzamora, 2005). Lo anterior se ilustra
en la Figura 6.

Coagulation
Proton motive

H+

force

Cytoplasm
Leakage of cytoplasmic

constituents: metabolites
and ions

Cell wall

TAYAYAYATA")

Cytoplasmatic
AYAVAYAYAYA' }

membrane

Membane proteins

Figura 6. Ubicacion y mecanismos en la célula bacteriana para ser sitios de accion por los
componentes de los aceites esenciales (Burt, 2004).
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Algunos autores reportan estudios de la aplicacion de aceites
esenciales en productos céarnicos, tal es el caso de Solomakos y
colaboradores (2008) quienes determinaron el efecto antimicrobiano de
aceite esencial de tomillo, nisina y ambos, contra Escherichia coli 0157:H7 en
carne de res picada durante el almacenamiento a 4 y 10°C. Se obtuvo como
resultados que el aceite esencial al 0.6% presenta actividad inhibitoria frente
al patdgeno en almacenamiento a 10°C, pero no a 4°C; en el mismo sentido,
cuando se agrego el aceite esencial a 0.6% y nisina a 500 Ul/g mostro una

actividad antibacteriana superior a 10°C que a 4°C.

Por su parte, Oussalaha y colaboradores (2006) evaluaron el efecto
inhibidor de 60 aceites esenciales contra Pseudomonas putida, una cepa
asociada con el deterioro de la carne. Los aceites esenciales se ensayaron a
concentraciones desde 0.003 hasta 0,8% p/v para determinar la
concentracion minima inhibitoria y la concentracion maxima tolerada (MIC y
MTC) respectivamente, utilizando medios de cultivo. Como resultado se
obtuvo que el aceite esencial de Corydothymus capitatus fue el mas activo ya
gue muestra una CIM de 0,025% y 0,06% de MTC. Siguiendo de siete
aceites esenciales: Cinnamomum cassia, compactum Origanum, Origanum
heracleoticum, Satureja  hortensis, Satureja montana, Thymus Vulgaris
carvacroliferum, Thymus y vulgaris thymoliferum; mostrando una MIC de
0,05% y una MTC que van desde 0,013% a 0,025%. Mientras que los

restantes presentaban valores menos activos.

2.1.9. Orégano mexicano (Lippia berlandieri schauer)

Las especias son plantas aromaticas que han sido utilizadas
ampliamente en México para preservar o sazonar diversos alimentos. De la
gran variedad de especias nativas de nuestro pais, destaca el orégano,
especificamente el orégano mexicano (L. berlandieri schauer) gracias a sus
componentes bioactivos antimicrobianos y antioxidantes (Rangel Ortega,
2007) (Hernandez, Silva, Catonga, & Morales, 2007) (Vargas Negrete, 2009)
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(Rocha Guzmén, y otros, 2007), siendo asi atractivo para su uso en la

industria carnica.

Los estados productores de L. berlandieri schauer se ubican en el norte
del pais, destacando: Chihuahua, Durango, Tamaulipas, Nuevo Ledn,
Coahuila. Asi mismo, esta planta posee un sabor mucho mas fuerte
comparado con otras variedades, mismo que es atribuido a su alto contenido
de aceites esenciales. En el aceite esencial de esta planta se han
identificado mas de 25 compuestos volatiles, entre los que se encuentran B-
mirceno, a-terpineno, y-terpineno, p-cimeno, carvacrol y timol (Cueto Wong,
M.C. 2012. Citado por Solis Salas, 2013).

En la Tabla 2 se muestran los resultados de un estudio comparativo
entre el orégano proveniente de Grecia, Turquia y México, comprueba la
calidad y cantidad de los componentes bioactivos mayoritarios de sus aceites
esenciales.

Tabla 2. Componentes quimicos del orégano que determinan su calidad comercial.
Andlisis comparativo con dos especies extranjeras.

Componentes Orégano mexicano Orégano griego Orégano turco
Lippia berlandieri Origanum vulgare Origanum vulgare
subsp. Hirtum subsp. Gracite
Aceite esencial 6.4% 1.5% 1.5%
Timol 10.4% 23.9% 15.1%
Carvacrol 43.7% 12.2% 9.9%
p-Cimeno 6.4% 15.9% 8.1%

(Huerta, 2005. Citado por Rangel Ortega, 2007)

2.1.9.1. Mecanismos de accion de los principios activos

Los aceites esenciales son mezclas muy complejas que pueden
contener alrededor de 20 a 60 componentes en concentraciones variantes,
pero se caracterizan por dos o0 tres componentes principales en

concentraciones relativamente altas en comparacion con los otros
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componentes presentes en cantidades traza (Bakkali, Averbeck, Averbeck, &
Idaomar, 2008).

El orégano (L. berlandieri schauer) se caracteriza por dos terpenos
bioactivos, el timol y carvacrol, mismos que son responsables de las
actividades antimicrobianas y antioxidantes. El timol es estructuralmente muy
similar al carvacrol. La diferencia radica en la ubicacion del grupo hidroxilo en
el anillo fendlico. Debido a su estructura quimica ambos compuestos
fendlicos aumentan la permeabilidad de la membrana celular, afectando la
homeostasis del pH y la concentracion de iones. (Lambert, Skandamis,
Coote, & Nychas, 2001).

En el mismo contexto, el timol y el carvacrol son capaces de
desintegrar la membrana externa de las bacterias Gram negativas, debido a
la liberacion de lipopolisacaridos y el aumento de la permeabilidad de la

membrana citoplasmatica de ATP (Helander, y otros, 1998).

Juven y colaboradores (1994) examinaron el funcionamiento de timol
contra Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus presentando como
hipétesis que el timol se une a las proteinas de membrana hidréfoba por
medio de enlaces de hidrégeno, cambiando asi las caracteristicas de

permeabilidad de la membrana.

También se ha analizado el mecanismo de accién del carvacrol contra
Bacillus cereus y se encontr6 que el grupo OH del compuesto y la presencia
de un sistema deslocalizado de electrones son requisito importante para la
actividad antimicrobiana del carvacrol (Ultee, Kets, Alberda, Hoekstra, &
Smid, 2000a). La distorsion de la estructura fisica seria provocar la expansion
y la desestabilizacion de la membrana, el aumento de la fluidez de la
membrana, que a su vez aumenta la permeabilidad pasiva (Ultee, Bennik, &
Moezelaar, 2002). Por dltimo también ha resultado antifingico en cepas

como Penicillium, Geotrichum, Aspergillus y Bipolaris, cepas que tienen de
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impacto en alimentos (Portillo Ruiz, Viramontes Ramos, Mufioz Castellanos,

Gastélum Franco, & Nevarez-Moorillon, 2005).

2.1.9.2. Tendencias

La actividad antimicrobiana del aceite esencial tanto de orégano (L.
berlandieri schauer) como de otras especias, ha sido evaluada en gran
namero de investigaciones. Sin embargo, la aplicacién directa de los aceites
esenciales se ve limitada debido a que las concentraciones necesarias para
lograr un efecto antimicrobiano son suficientemente altas para modificar el
sabor de los alimentos, generando de esta manera alteraciones poco
agradables y rechazos por parte del consumidor. Por lo anterior, se busca
desarrollar alternativas que minimicen estos problemas, tal es el caso de
envases activos en los cuales se incorpora el aceite esencial como parte de

los ingredientes para formular el envase.

Por otra parte, los problemas medioambientales derivados del elevado
consumo de plasticos y polimeros en el sector alimentario, y el hecho de que
el petréleo sea una fuente de energia no renovable cada vez mas escasa,
han conducido a una continua evolucion del sector (Kerry, O Grady, &
Hogan, 2011).

Debido a lo antes mencionado, estos envases buscan el empleo de
ingredientes como: polisacaridos, proteinas y lipidos que presentan una
variedad de ventajas, tales como; ser biodegradables, comestibles,
biocompatibles, de apariencia estética y con propiedades protectoras contra
oxigeno y estrés fisico; haciendo un empaque mas integral, es decir, un
empaque activo con caracteristicas antimicrobianas naturales, empleando
ingredientes con menor impacto al medio ambiente (Garcia Martin, 2013).
Entre las investigaciones que se pueden puntualizar en este tenor, se citan

las siguientes.

Un estudio realizado por Guarda y colaboradores (2011) fue

determinar la capacidad antimicrobiana de peliculas flexibles de plastico, con
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un revestimiento de microcapsulas que contienen carvacrol, timol y su
combinacion, como agentes naturales. Teniendo como premisa la liberacion
controlada de dichos agentes encapsulados conduciendo asi, a la
destruccion o inhibicion de microorganismos tales como, Escherichia coli
0157:H7, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Saccharomyces

Cerevisiae y Aspergillus niger.

Los resultados con respecto a los hongos presentaron: inhibicion para
el crecimiento del micelio; sin embargo, no fueron eficaces contra la
germinacion de las esporas. El timol y carvacrol en concentraciones minimas
inhibitorias de 125-250 ppm y 75-375 ppm respectivamente mostraron
actividad significativa contra los microorganismos estudiados. Por, ultimo los
resultados arrojados por este estudio para el efecto sinérgico mostraron, que
el mas alto sinergismo se consiguié a una concentraciéon 50% timol y 50%
carvacrol. Por lo anterior, el estudio confirma la idoneidad del uso de estos
agenten naturales microencapsulados incorporados en peliculas de plastico

para el envasado de alimentos.

Por su parte, Kuorwel y colaboradores (2011) investigaron la actividad
antimicrobiana de peliculas a base de almidon, recubiertas con linalol,
carvacrol y timol contra Staphylococcus aureus in vitro e inoculadas sobre la
superficie de queso Cheddar. El ensayo realizado in vitro fue en medio solido
utilizando el método de difusiéon en agar (antibiogramas); se obtuvo como
resultado que el efecto inhibidor de los agentes naturales recubiertos sobre
las peliculas, aument6 significativamente (p< 0.05) con respecto a la
concentracion de cada agente. En el mismo contexto, las peliculas
recubiertas inhiben eficazmente el crecimiento de S. aureus en la superficie
del queso Cheddar. El orden de mayor sensibilidad para dicha bacteria fue

timol, carvacrol y linalol respectivamente.

Arana Sanchez y colaboradores (2009) estudiaron la actividad
antioxidante (2,2-DiPhenyl-1-PicrylHydrazyl DDPH) vy antimicrobiana (MIC)

de los aceites esenciales de orégano (Lippia graveolens) después de una
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microencapsulacion en b-ciclodextrina; los aceites esenciales empleados
fueron timol, carvacrol y p-cimeno, y el proceso de microencapsulacion se
realizO mediante un secado por pulverizacion. Las bacterias empleadas

fueron E. coli, Pseudomona aeruginosa y S. aureus.

Los autores reportaron que los aceites esenciales después de la
microencapsulacion conservan su actividad antimicrobiana, y aumentaron de
4 a 8 veces su capacidad antioxidante; concluyendo que la
microencapsulacion en b-ciclodextrina actla positivamente como proteccion

de los compuestos principales de los aceites esenciales de orégano.

Existen algunas lineas de investigacion que se encuentran en
desarrollo, tal es el caso de un estudio preliminar que determiné la idoneidad
de peliculas activas ecoldgicas, obtenidas mediante un proceso de extrusion
por difusion, en particular del LDPE, PLA y policaprolactona (PCL), siendo la
primera una pelicula reciclable y las dos ultimas biodegradables, a las cuales
se les impregno extracto de limén, timol y lisozima en diferente

concentraciones.

Los resultados muestran que las temperaturas de procesamiento
desempefian un papel importante en la determinacion de la eficiencia
antimicrobiana, la pelicula de PCL presentd una mayor retencién de los
antimicrobianos después de su proceso, debido a que las temperaturas
fueron menores que las empeladas con las dos peliculas restantes. Con
respecto a los agentes antimicrobianos, la lisozima presentd mayor
estabilidad térmica; por lo que el material a base de PCL e incorporado con
lisozima parece ser la matriz polimérica mas interesante (Del Nobile, y otros,
2009).

En otro estudio comparativo realizado por Cannarsia y colaboradores
(2005) sobre el uso de peliculas biodegradables para el envasado de carne
fresca, los filetes se envasaron en peliculas de PVC (control), que se utiliza

realmente para el envasado de este tipo de alimentos, una pelicula
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biodegradable compuesta de almidon-poliéster y por ultimo una pelicula
biodegradable compuesta de tres poliésteres biodegradables. Los filetes

envasados se almacenaron a 4 y 15°C durante 6 dias.

Los autores, después de monitorear parametros de color y recuentos
totales de microorganismos corruptores, reportaron que no observaron
diferencias significativas entre las tres peliculas evaluadas, por lo que
sugieren que las peliculas biodegradables podian remplazar ventajosamente

las peliculas de PVC en el envasado de alimentos.

Por su parte, Ramos y colaboradores (2012) realizaron un estudio
sobre la caracterizacion térmica, estructural y mecanica, asi como la
efectividad antimicrobiana de peliculas a base de polipropileno incorporando,
timol y carvacrol a concentraciones de 4, 6, y 8% p/p de ambos aditivos, asi

como una mezcla equimolar.

Las micrografias SEM mostraron porosidad para las peliculas con
altas concentraciones de aditivos, una disminucion en el médulo elastico se
obtuvo para las formulaciones activas en comparacion con el control. La
presencia de los aditivos no afect6 la estabilidad térmica del polipropileno,
pero si presentd una disminucidon con respecto a la cristalinidad y las

propiedades barrera del oxigeno.

Finalmente, el timol mostro una mayor inhibiciébn contra E.coli y S.
aureus en comparacion con carvacrol. Los resultados reportados
demostraron la permanencia de ciertas cantidades de los aditivos estudiados
en la matriz polimérica después de la formacion de las peliculas, haciéndolos

capaces de ser utilizados como aditivos en envases activos.
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOLOGIA
3.1.1. Localizacion del experimento

La fase experimental se realiz6 en su mayoria en los laboratorios del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, perteneciente a la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro localizada en Buenavista,
Saltillo, Coahuila. La parte de microscopia electronica de barrido se
desarroll6 en laboratorios de la Universidad Auténoma de Ciudad Juarez,
Chihuahua y en los laboratorios del Centro de Investigacion para los
Recursos Naturales (CIRENA), ubicado en la comunidad de Salaices, Lopez,
Chihuahua, se desarroll6 el estudio de migracion “por cromatografia de

gases acoplado a masas.

3.1.2. Materiales

Los materiales requeridos para el desarrollo de la presente

investigacién fueron proporcionados como sigue:

e Fracciones de aceite esencial de orégano (L. berlandieri
Schauer): CIRENA.

e Polisuccinimida extruida: Universidad Tecnolégica de Coahuila.
caracterizada por la Universidad Auténoma de Cd. Juarez.
Presentando un peso molecular de 1780 g/mol, constituido por
70.62% de carbono y 28.13% de oxigeno, una temperatura de
fusion de 133. 14°C, con un flujo de calor de 21.72 J/g
(Hernandez Gonzalez, 2014).

e Polisuccinimida PAS térmico: Departamento de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro.
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e Cepas bacterianas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli:
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.

3.1.3. Etapa l. Atrapamiento del aceite esencial de orégano

Se emplearon tres diferentes fracciones de aceite esencial de orégano

(L. berlandieri Schauer) alto timol, alto carvacrol y timol-carvacrol o sinergista.

La polisuccinimida fue obtenida mediante dos procesos: extrusion 'y por
policondensacion. El atrapamiento para las ambas metodologias se

desarrollo de la siguiente manera:

a) Polisuccinimida extruida: se impregné por inmersién empleando
las diferentes fracciones de aceite esencial, antes de esto el
polimero fue pesado en una balanza analitica Adventure Ohaus;
posterior a la inmersiobn se monitoreo la ganancia de peso en
intervalos de 60 min hasta alcanzar una concentracion de 3%
w/w aceite esencial/polimero. Este ensayo se realizd por

triplicado.

b) Polisuccinimida policondensada: el polvo obtenido mediante esta
metodologia se impregnd, agregando concentraciones del 3%,
5% y 7% w/w aceite esencial/polvo de cada una de las fracciones
del aceite esencial, homogenizando con una espatula, y
posteriormente prensado en una prensa de tipo uniaxial Parr

Instrument Co para la obtencién de una pastilla.

3.1.4. Etapa ll. Viabilizacion e identificacion de cepas bacterianas

Se trabajo con dos cepas bacterianas de gran impacto en la industria
carnica: Staphylococcus aureus como representante Gram positivo y

Escherichia coli como representante Gram negativo.
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a) Staphylococcus aureus: se viabilizo por medio de pre
enriquecimiento en tubos de cultivo con caldo de soya tripticasa
(TSB) BD Bioxon; se incubd en un horno de secado Novatech
durante 36 hrs a temperatura de 37°C. Se prosiguié sembrando
por estria cruzada en agar Staphylococcus por triplicado; se
incubaron por 24 hrs. a 37°C. Por ultimo se realizd la tincion de
Gram para su andlisis morfolégico, observandose en el

microscopio optico Labomed cxL a 100x.

b) Escherichia coli: también se viabiliz6 por medio de pre
enriguecimiento en tubos de cultivo TSB; seguido de una
incubacion por 36 hrs a 37°C. Posteriormente se sembrd por
estria cruzada en agar eosina azul de metileno BD Bioxon por
triplicado, incubando a 37 °C durante 24 hrs, después del tiempo
cumplido se realizé el analisis morfolégico también mediante la
tincion de Gram, que seria observado en el microscopio Optico a
100x.

3.1.5. Etapa lll. Valoracién de la eficiencia antimicrobiana

3.1.5.1. Preparacion de los in6culos equivalentes al tubo

nimero 4 de la escala de Mcfarland.

Se emplearon dos medios de enriguecimiento; el caldo TSB para
Staphylococcus aureus y el caldo infusién cerebro corazon BD Bioxon para
Escherichia coli; se colocé un inoculé de 0.1ml de una de las cepas en 4 ml
de su respectivo caldo, en tubos de ensaye, realizando dicha operacion por
triplicado, se incubaron a 37°C el tiempo necesario para llegar a la
absorbancia equivalente al tubo numero 4 de la escala de Mcfarland,
modificada por Rangel Ortega, S. en el 2007. La escala modificada de
Mcfarland se presenta en la Tabla 3. La absorbancia se ley6 en un

espectrofotometro Genesys 10 UV.
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Tabla 3. Absorbancia con respecto a la escala de Mcfarland

Tubo ml de BaCl2 ml de H2SO4 Bacterias/ml Absorbancia a

al 1% al 1% 540 nm
1 0.1 9.9 300,000,000 0.2115
2 0.2 9.8 600,000,000 0.3655
3 0.3 9.7 900,000,000 0.472
4 0.4 9.6 1,200,000,000 0.6815
5 0.5 9.5 1,500,000,000 0.8555
6 0.6 9.4 1,800,000,000 0.976
7 0.7 9.3 2,100,000,000 1.0615
8 0.8 9.2 2,400,000,000 1.1915
9 0.9 9.1 2,700,000,000 1.341
10 1.0 9.0 3,000,000,000 1.4611

(Rangel Ortega, 2007)

3.1.5.2. Valoracién antimicrobiana

Se realizaron antibiogramas, partiendo de cajas Petri estériles con agar
selectivo para cada cepa ya mencionados en la Etapa Il, a las cuales se les
agrego6 un inoculé infeccioso de una de las bacterias correspondiente al tubo
4 de la escala de Mcfarland, modificada por Rangel Ortega, S. (2007),
mediante un hisopo estéril sumergido en dicho tubo y rotado contra las
paredes del mismo, para remover el exceso del inoculo. Posteriormente se
sembrd el inoculo uniformemente sobre la superficie del medio, y para
permitir la difusion del medio sembrado se dejo en reposo entre 10 y 20
minutos, manteniendo la caja con la tapa cerrada, metodologia normalizada
de Kirby Bauer (Maye Bernal, 1984). Trascurrido el tiempo se colocé el

material de la siguiente manera:

Para la polisuccinimida extruida: se impregné al 3% con una de las

diferentes fracciones del aceite esencial de orégano, después las virutas son
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recortadas en dimensiones de 1cm? y colocadas en un extremo de la caja
Petri junto con el mismo material sin adicion de aceite que fungira como

control.

En el caso del PAS térmico: se adicioné a concentraciones del 3%, 5%
y 7%con cada fraccion de aceite esencial, posteriormente se prensa,
generando pastillas con un didmetro de 3 cm. Las pastillas con una de las
fracciones se colocan en el extremo opuesto al control. Las pastillas que
corresponden al control fueron elaboradas con polimero policondensado

adicionadas con aceite de canola.

Las cajas fueron incubadas a 37°C durante 24 hrs; después de dicho
tiempo se midieron los halos de inhibicion con una regla. Los resultados se
analizaron estadisticamente en el programa JMP 5.0.12 mediante una
ANOVA y una analisis de medias t-student (p<0.05).

Por otro lado se realizaron cinéticas de crecimiento; colocando tubos de
ensaye con 4ml de medio liguido de enriguecimiento para cada
microorganismo, mencionados en la etapa lll, adicionando una muestra de
0.15g de polisuccinimida extruida y PAS térmico por separado; impregnadas
con las diferentes fracciones de aceite esencial del orégano y controles sin

adicionar, por triplicado.

Los tubos fueron inoculados con 200uL de inoculo infeccioso de
Staphylococcus aureus correspondientes al tubo 4 en la escala modificada
de McFarland por Ortega Rangel, S. y se monitoreo el crecimiento bacteriano
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 410 nandémetros (nm),
durante 72 hrs a intervalos de 2 hrs, en incubacion a 37°C. Las mismas
condiciones experimentales se realizaron para la valoracidbn contra

Escherichia coli.

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante un
disefio factorial completo y un andlisis de medias t-student (p<0.05) en el
programa estadistico JMP 5.0.12.
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3.1.6. Etapa IV. Andlisis del efecto antimicrobiano mediante
microscopia Optica y electronica de barrido

Se prepararon frotis a partir de las muestras descritas en la etapa
anterior, mismos que fueron recubrimientos con bafio de plata para su

observacion en microscopio electronico de barrido marca Jeol jus-70000F.

3.1.7. Etapa V. Estudio de migracion

El objetivo es determinar si los compuestos mayoritarios de las
fracciones del aceite esencial migran gradualmente después de su

atrapamiento en los diferentes materiales evaluados.

Los materiales fueron evaluados en simulantes alimentarios; utilizando
aceite de oliva, agua destilada y etanol al 95% (Galotto, Valenzuela, &
Guarda, 2004). Dichos materiales solo fueron adicionados con la fraccion
sinergista, siguiendo la metodologia de la Etapa |I. Posteriormente se coloco
0.5g de material inmerso en 10 ml de simulante; ademas, se manejaron tres
condiciones dependientes de la temperatura, siendo estas: temperatura
ambiente (25-27°C), refrigeracion (3-4°C) y calentamiento (47-50°C); las
matrices experimentales se mantuvieron por 4 hrs. con lecturas en intervalos
de 1 hr.

Las alicuotas obtenidas de los tratamientos se colocaron en viales de
vidrio, para ser analizadas por cromatografia de gases acoplado a masas.

Las condiciones empleadas en el equipo se precisan a continuacion:

Se realiz6 una inyeccién automatica de 1uL de las muestras presentes
en los viales en un cromatégrafo de gases Perkin Elmer Clarus 500 acoplado
con un detector de masas. El cromatdgrafo se operd usando helio como gas
acarreador con un flujo de 50 ml/min, inyeccion con division de flujo (split 5:1)
a 250°C del inyector, utilizando una columna capilar ELITE-1. Se usoé el
siguiente programa de temperatura de horno: 55°C iniciales seguidos de una
rampa de 3°C/min hasta llegar a 95°C, seguidos de una rampa de 1°C/min
hasta llegar a 150°C.
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El espectrometro de masas se operé a una velocidad de flujo de 50
ml/min, con un voltaje de ionizaciobn de 70eV, con una temperatura de la
interface de 250°C, en modo SCAN y en un intervalo de masas de 35-
600m/Z.

Se reviso la pureza de cada uno de los picos de los cromatogramas y la
comparacion de espectros de masas de los compuestos en la muestra con
los espectros de la Biblioteca National Institute of Standars and Technology

(NIST02), que hace el software Data Analysis de modo automatico.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.1. Etapa | Atrapamiento del aceite esencial de orégano

Las muestras de polisuccinimida extruida, fueron adicionadas con cada
una de las fracciones del aceite esencial del orégano, a una concentracion
de 3% wi/w; dicha concentracion se logré a los 540 min de contacto entre el

material y el aditivo en funcion a los incrementos de peso.

Las muestras obtenidas por policondensacion térmica fueron
adicionadas integrando el aditivo en una relacion 7% w/w, teniendo al aceite
de canola como vehiculo para humectacion y consistencia del material

comprimido; al cual se le dio forma en la prensa uniaxial.

4.1.2. Etapa ll. Viabilizacion e identificacién de cepas bacterianas

Las colonias de Staphylococcus aureus macroscépicamente se
observaron colonias levemente lenticulares, lisas y de bordes definidos,
crecimiento caracteristico del microrganismo debido a la fermentacién de
manitol e hidrolisis de la gelatina (EImer Koneman, 2008), como se ilustra en
la Figura 7. Tras la tincibn de Gram presentaron microscopicamente ser
cocos Gram positivos que poseen tendencia a agruparse en racimo o
tétradas; como se observa tras ser enfocada en el microscopio optico, en la
Figura 8. Las caracteristicas observadas son coincidentes con las reportadas
por Cervantes y colaboradores (2014), Fernandez Escartin (2008) y Sejia
(2008).
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Figura 7. Morfologia macroscopica de Figura 8. Morfologia microscopica de
Staphylococcus aureus. Staphylococcus aureus observada a
100x.

La bacteria Escherichia coli present6 como morfologia en términos
macroscopicos, ser colonias convexas, de color verde metélico al ser
cultivadas en agar EMB, debido a la rdpida fermentacion de la lactosa, con
bordes lisos y continuos (Elmer Koneman, 2008), como se observa en la
figura 9. Microscépicamente tras la tincion de Gram, se observaron bacilos
cortos Gram negativos, como se representan en las Figura 10. Las
caracteristicas morfologicas que se han descrito coinciden con las reportadas
por Ramis Vergés, (1998), Ramirez Santos y colaboradores (2005).

Figura 9. Morfologia macroscopica de Figura 10. Morfologia microscépica de

Escherichia coli. Escherichia coli observada a 100x.
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4.1.3. Etapa lll. Valoracién de la eficiencia antimicrobiana

Para evaluar la sensibilidad de ambos microorganismos frente a los
materiales con antimicrobiano, se obtuvieron inéculos infecciosos de cada
una de las cepas bacterianas equivalentes al tubo niamero 4 de la escala de
Mc farland (1.2 x 10° bacterias viables/ml), a partir de cultivos puros con
menos de 24hrs de ser inoculados e incubados en caldo estéril de TSB para
Staphylococcus aureus y BHI para Escherichia coli.

4.1.3.1. Antibiogramas

Este método se basa en la medicidn de la zona clara causada por la
inhibicién del crecimiento producida por el material que contiene el agente
antimicrobiano al ponerse en contacto directo con un cultivo bacteriano
(Singha, Singhb, Bhuniaa, & N., 2003) (Weerakkodya, Caffina, Turnera, & A.,
2010).

El polimero extruido impregnado con las fracciones de aceite esencial
resultd eficiente cuando se evalu6 contra Staphylococcus aureus
provocando halos de inhibicion al emplear las tres fracciones de aceite
esencial, a diferencia del control. La Figura 11(A) muestra la inhibicion de la
faccion alto timol con respecto al material sin aditivo, la de la fraccion alto
carvacrol se ilustra en la Figura 11(B) haciendo evidente la sensibilidad de la

bacteria comparado con el material sin aditivo, y por dltimo en la Figura

11(C) se develd el efecto de inhibicién de la fraccion sinergista.

Figura 11. Antibiogramas del polimero extruido vs Staphylococcus aureus. (A) alto timol, (B)

alto carvacrol, (C) sinergista.
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De las imagenes presentadas se pudo observar un crecimiento
homogéneo en el agar selectivo caracteristico de Staphylococcus aureus
(Elmer Koneman, 2008); alrededor del éarea cercana al material sin
impregnar, a diferencia de las muestras impregnadas con las diferentes
fracciones del aceite esencial del orégano, que evidenciaron su efectividad al
presentar halos de inhibiciébn alrededor de la zona en contacto con el
material funcionalizado. Por lo que se hace evidente la sensibilidad del
microbio ante el material en estudio. El estudio se realizé siguiendo los
lineamientos propuestos en la metodologia normalizada de Kirby Bauer
(Maye Bernal, 1984).

Posteriormente se realizdé la medicibn de los halos de inhibicion
presentados en los antibiogramas, dichas mediciones se analizaron
mediante un ANOVA y un andlisis de medias t-student (p<0.05) “Apéndice

1”. Los resultados del analisis se presentan en la Tabla 4 y en la Figura 12.

Tabla 4. Halos de inhibicién del polimero extruido vs Staphylococcus aureus.

Fraccion de aceite esencial de orégano Media de diametro del halo de
(L. berlandieri Schauer) inhibicién cm
Alto timol 3.70 a
Alto carvacrol 2.20b
Sinergista 155c
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Figura 12. Analisis de medias de los halos de inhibicion del polimero extruido vs

Staphylococcus aureus.

De la Figura 12 y Tabla 4 es posibles apreciar que la fraccion con
mayor efecto inhibitorio ante Staphylococcus aureus es la fraccion alto timol,
seguida de la fraccion alto carvacrol, y que la fraccién sinergista presento el

menor efecto inhibitorio.

En relacion a los resultados del polimero policondensado con la
misma bacteria, los tratamientos impregnados con aceite esencial de
orégano presentaron zonas de inhibicion, sin embargo los controles también
se hizé evidente dicho efecto. Lo anterior se ilustra en la Figuras 13 (A), (B) y
(C) correspondientes al polimero alto timol, alto carvacrol y sinergista

respectivamente, acompafado con su control dentro de la misma caja Petri.
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Figura 13. Antibiogramas del polimero policondensado vs Staphylococcus aureus. (A) alto

timol, (B) alto carvacrol, (C) sinergista.

Siguiendo el procedimiento de andlisis sobre las zonas de inhibicibn que
presentaron tanto los tratamientos como el control, es importante deliberar si
existe diferencia significativa entre los tratamientos y el control mediante un
ANOVA y un analisis de medias t-student (p<0.05) “Apéndice 2. Los
resultados hicieron evidente que si existe diferencia significativa entre los
tratamientos y el control, revelando mayor inhibicién por parte del polimero
alto timol, sin embargo la inhibicion entre el polimero alto carvacrol y
sinergista no presentaron diferencia significativa. Estos resultados se

representan en la Tabla 5 y la Figura 14.

Tabla 5. Halos de inhibicion del polimero policondensado vs Staphylococcus aureus.

Fraccion de aceite esencial de orégano Media de diametro del halo de
(L. berlandieri Schauer) inhibicion cm
Alto timol 4.65 a
Alto carvacrol 3.85b
Sinergista 3.60 b
Control 240c
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Figura 14. Andlisis de medias de los halos de inhibicién del polimero policondensado vs

Staphylococcus aureus.

En referencia a la evaluacién antimicrobiana del polimero extruido
contra Escherichia coli, también se obtuvieron resultados similares, es decir,
esta bacteria Gram negativa también presentd sensibilidad frente a las
diferentes fracciones de aceite esencial de orégano, como se muestra en la
Figura 15 (A) donde la fraccion alto timol presenté mayor inhibicion, seguido

del alto carvacrol Figura 15 (B) junto con el sinergista Figura 15 (C).

El comportamiento de inhibicion se presentd para los tres
tratamientos, a diferencia del control, en las zonas alrededor del material
impregnado con aceite esencial, donde presentd6 un crecimiento
caracteristico del microbio (Elmer Koneman, 2008), lo que revelo
sensibilidad de Escherichia coli frente dicho material frente en la técnica

normalizada de Kirby Bauer (Maye Bernal, 1984).
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Figura 15. Antibiogramas del polimero extruido vs Escherichia coli. (A) alto timol, (B) alto

carvacrol, (C) sinergista.

Los resultados obtenidos de someter las medias de las medidas de
los halos de inhibicion a un analisis ANOVA vy t-student (p<0.05), se

muestran en la Tabla 6 y Figura 16. El analisis se detalla en el Apéndice 3.

Tabla 6. Halos de inhibicion del polimero extruido vs Escherichia coli.

Fraccion de aceite esencial de orégano Media de didmetro del halo de
(L. berlandieri Schauer) inhibicion cm
Alto timol 410a
Alto carvacrol 2.60c
Sinergista 3.10b
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Figura 16. Analisis de medias de los halos de inhibicion del polimero extruido vs

Escherichia coli.
Con los resultados obtenidos se reveld que la fraccion alto timol es la
fraccion mas efectiva, respecto al material sin aditivo, seguida de sinergista y

por ultimo la alta carvacrol.

En el caso del polimero condensado los antibiogramas puntualizan
que existe zona de inhibicién, sin embargo no solo se presentaron en los
tratamientos sino también en el control. La Figura 17 (A), (B) y (C)

representan la inhibicion de los polimeros alto timol, alto carvacrol y

sinergista, respectivamente.

Figura 17. Antibiogramas del polimero policondensado vs Escherichia coli. (A) alto timol, (B)

alto carvacrol, (C) sinergista.

70



Tras el andlisis estadistico ANOVA y analisis de medias t- student, se
puede apreciar que el polimero alto timol presentd mayor inhibicion con
diferencias significativas respecto al control. Alto carvacrol y sinergista, por
su parte presentaron el mismo nivel de inhibicion. Lo anterior se resume en
la Tabla 7 y la Figura 18. El andlisis estadistico t- student (p<0.05) se
puntualiza en el “Apéndice 4”.

Tabla 7. Halos de inhibicidn del polimero policondensado vs Escherichia coli.

Fraccion de aceite esencial de orégano Media de diametro del halo de
(L. berlandieri Schauer) inhibicion cm
Alto timol 3.90 a
Sinergista 3.35Db
Alto carvacrol 3.15Db
Control 2.60c
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Figura 18. Andlisis de medias de los halos de inhibicién del polimero policondensado vs
Escherichia coli.
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4.1.3.2. Cinéticas de crecimiento

Esta metodologia también tiene como objetivo revelar si existe
sensibilidad de los microorganismos bacterianos antes los materiales a
probar, en medios liquidos. EI primer material fue el polimero extruido contra
Staphylococcus aureus, el comportamiento de crecimiento bacteriano en los
diferentes tratamientos se presento igual hasta las primeras 6 horas, a partir
de este tiempo el polimero impregnado con las fracciones de aceite esencial
presentan efecto inhibitorio con diferencias estadisticamente significativas
con respecto al control. Después de dicho tiempo el control sigue revelando
un constante crecimiento (fase exponencial) hasta las 20 hrs. y por ultimo la
muerte celular que se prolonga hasta las 72 hrs, por su parte los
crecimientos en los tratamientos se ven inhibidos y las cuentas viables se
mantienen cercanas a las iniciales hasta las 24 hrs. de contacto;
posteriormente el crecimiento se incrementa hasta las 72 hrs. sin cambios
significativos comparados con el control;, como se puede ilustra en el
analisis estadistico correspondiente al “Apéndice 5” y la cinética de

crecimiento microbiano en la Figura 19.

Polimero extruido vs Staphylococcus aureus
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Figura 19. Cinética de crecimiento microbiano de Staphylococcus aureus en contacto con el

polimero extruido impregnado con las fracciones de aceite esencial.
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Los datos obtenidos fueron procesados para identificar al tratamiento
(fraccion) més eficiente. El analisis de medias t-student (p<0.05) dicté que el
polimero extruido sinergista presentd la mayor inhibicién, en comparacién
con el polimero alto timol, alto carvacrol y el control. Lo antes mencionado
se resume en la Figura 20 que muestra el andlisis de medias y el “Apéndice

6”.
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Tratamientos

Figura 20. Andlisis de medias del crecimiento microbiano de Staphylococcus aureus en

contacto con el polimero extruido.

Por su parte el material policondensado presentd comportamiento
similar en las cinéticas de crecimiento cuando se evalué contra
Staphylococcus aureus, la unica diferencia radica que desde la segunda
hora de contacto, los tratamientos se mantuvieron sin diferencia significativa
en cuanto a los recuentos microbianos iniciales, esta condicion cambio
después las 24 hrs. de contacto, después las tendencias de crecimiento son
similares a las del polimero extruido, lo anterior se puede observar en la
Figura 21 y el andlisis de medias en base a el tiempo experimental se ilustra
en el “Apéndice 7”.
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Los resultados del andlisis de medias t-student (p<0.05),
determinaron que el tratamiento sinergista no presentd diferencias
significativas contra el tratamiento alto timol pero si con el tratamiento alto
carvacrol, por su parte el tratamiento alto timol y alto carvacrol no tienen
diferencias estadisticamente significativas. El andlisis estadistico se detalla
en el “Apéndice 8”, en el mismo sentido la Figura 22 muestra el grafico
obtenido del mismo analisis.
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Figura 21. Cinética de crecimiento microbiano de Staphylococcus aureus en contacto con el

polimero policondensado impregnado con las fracciones de aceite esencial.
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Figura 22. Analisis de medias del crecimiento microbiano de Staphylococcus aureus en

contacto con el polimero policondensado.

Cuando se evalud la capacidad antimicrobiana del polimero extruido
contra Escherichia coli presentd un crecimiento similar entre el control y los
tratamientos durante las primeras 2 horas, posterior a este intervalo de
tiempo el control llegé a su maximo crecimiento a las 4 horas, manteniendo
su fase estacionaria hasta las 72 horas. Por su parte los tratamientos
retrasaron el crecimiento significativamente hasta las 72 horas. La tendencia
de las cinéticas entre los tratamientos son similares, caracterizados por
mantener el crecimiento cercano a las cuentas viables iniciales, como se
puede observar en la Figura 23, este grafico se basa en las medias de

crecimiento bacteriano arrojadas por el analisis (p<0.05), “Apéndice 9”.
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Figura 23. Cinética de crecimiento microbiano de Escherichia coli en contacto con el

polimero extruido impregnado con las fracciones de aceite esencial.

Siguiendo con el andlisis se evalu6 la sensibilidad de dicha bacteria
ante el polimero, resultando el polimero alto timol con mayor capacidad de
inhibicion, seguido del alto carvacrol y por dltimo al sinergista, presentando
diferencias significativas entre las medias de dichos tratamientos tras el

andlisis t-student (p<0.05); como se ilustra en la Figura 24 y el Apéndice 10.
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Figura 24. Analisis de medias del crecimiento microbiano de Escherichia coli en

contacto con el polimero extruido.

Los resultados obtenidos del crecimiento bacteriano de Escherichia
coli en contacto con el polimero policondensado preservé la misma
tendencia del material extruido hasta las 72 horas de lectura, destacando
gue durante todo el monitoreo experimental los tratamientos mantuvieron las
unidades formadoras de colonias iniciales sin diferencias significativas, esto
se puede observar en la Figura 25, de igual manera el andlisis de medias t-
student (p<0.05) de los tratamientos a los diferentes intervalos de tiempo se
precisan en el Apéndice 11.

A traves del analisis de medias t-student (p<0.05) de los tratamientos
se obtuvo que los tratamientos del polimero policondensado alto timol y alto
carvacrol, presentaron mayores efectos inhibitorios en funcién a la bacteria
en estudio con diferencias estadisticamente significativas con respecto al
polimero sinergista “Apéndice 12”, como se puede observar en el grafico

referente a la Figura 26.
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Figura 25. Cinética de crecimiento microbiano de Escherichia coli en contacto con el

polimero policondensado impregnado con las fracciones de aceite esencial.
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Figura 26. Andlisis de medias del crecimiento microbiano de Escherichia coli en

contacto con el polimero policondensado.

78



Los resultados obtenidos en las dos metodologias revelaron
sensibilidad tanto de Staphylococcus aureus como de Escherichia coli ante
los dos materiales funcionalizados con las fracciones de aceite esencial de
orégano (L. berlandieri Schauer). En particular el polimero policondensado al
adicionarlo al 3 y 5% w/w no presentaron efecto de inhibicion, dicho efecto
se present6 cuando se adiciond al 7% w/w; el comportamiento se podria
deber a la naturaleza del material o la interaccion entre el aditivo y el

polimero.

En lo que respecta al material policondensado sin la adicion del
antimicrobiano, en los antibiogramas, presentaron zonas de inhibicion,
adjudicable al pH del material (4.4-4.6), el cual se encuentra por debajo del
rango 6ptimo de crecimiento de ambos microbios, siendo este el cercano al
neutro (6-8) (Valero, y otros, 2009) (Haberbecka, y otros, 2015).

La fracciobn mas efectiva en ambos materiales fue la alta timol, la cual
revelé las zonas de inhibicion mas grandes en los antibiogramas y los
crecimientos microbianos menores en las cinéticas de crecimiento para los
dos patdégenos de interés alimentario. Estos resultados son similares a los
reportados por Ramos y colaboradores (2012) los cuales realizaron un
estudio de caracterizacion y evaluacion de la actividad antimicrobiana de
peliculas de polipropileno adicionadas con carvacrol y timol sintéticos, contra
las mismas bacterias, obteniendo mayor inhibiciébn cuando se agregé timol,
la Unica diferencia radica en que la inhibicion se present6 cuando los aditivos

se agregaron al 8% wi/w.

Con respecto a las cinéticas de crecimiento, el comportamiento de
inhibicion con el polimero extruido se vuelve evidente después de las
primeras 4-6 horas de contacto, esto se podria deber al tiempo requerido
para que los compuestos se comiencen a liberar de la matriz polimérica, en
cambio en el polimero policondensado el efecto es inmediato, debido a la

estructura no compacta y polvosa del mismo.
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4.1.4. Etapa IV. Andlisis del efecto antimicrobiano mediante

microscopia Optica y electronica de barrido.

Se obtuvieron frotis bacterianos de Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli que fueron tefiidos mediante la tincion de Gram vy
observados en objetivos de 100X, las morfologias observadas dependen de
las propiedades antimicrobianas del aceite esencial de orégano siendo el
timol y carvacrol los principales responsables (Sanchez Garcia, M.J.,
Gimenez, & Lagaron, 2008) (Ramos, Beltran, Peltzer, Valente, & Garrigosa,
2014), las anormalidades celulares fueron observadas tanto en el polimero
extruido y como en el policondensado. La Figura 27 muestra el frotis tomado
de Staphylococcus aureus tras el contacto con el aceite esencial de orégano
(L. berlandieri Schauer) presentando diferencias morfologicas con respecto a
cultivo mostrado en la Figura 8, por su parte el frotis observado de
Escherichia coli tras la tincion de Gram se muestra en la Figura 28,
diferenciando morfolégicamente al contacto con el aditivo antimicrobiano si

se compara con el crecimiento caracteristico observado en la Figura 10.
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Figura 27. Frotis de Staphylococcus

aureus en contacto con el antimicrobiano.

Figura 28. Frotis de Escherichia coli en

contacto con el antimicrobiano.
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Para visualizar con mayor precision morfolégica se tomaron frotis que
fueron recubiertos de un bafio de plata y observados en el microscopio
electronico de barrido. La Figura 29 ilustra el frotis observado de
Staphylococcus aureus, donde se evidencia dafio celular, presentando
cambios morfologicos a nivel de pared celular, tras el contacto con el aceite

esencial de orégano (Lippia berlandieri schauer).

' £
5KV . X5,000

Figura 29. Frotis de Staphylococcus aureus con antimicrobiano X 5,000.

El efecto antimicrobiano probado en la etapa anterior (Etapa Ill) y
evidenciado en las figuras anteriores, se adjudica a los mecanismos de
accion propios del timol y carvacrol. Dicha inhibicion es debido a los dafios
en la integridad de la pared, que afecta a la homeostasis del pH y el equilibrio
de los iones organicos (Lambert, Skandamis, Coote, & Nychas, 2001)
(Becerril, Gbmez Lus, Gofii, Lopez, & Nerin, 2007) (Burt, 2004).
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4.1.5. Etapa V. Estudio de migracion

Los resultados de la evaluacion de migracion para los materiales de
estudio se obtuvieron utilizando un cromatografo de gases acoplado a
masas. La primera muestra analizada correspondié al aceite esencial de
orégano (L. berlandieri Schauer) fraccion sinergista, de la cual se obtuvo un
cromatograma con cuatro picos mayoritarios con tiempos de retencion de

9.79 min, 10.02 min, 22.08 y 22.48 min como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Cromatograma del andlisis del aceite esencial de orégano (L. berlandieri schauer)

fraccion sinergista.

Partiendo de los picos mayoritarios se procedid a la obtencion de
masas por separacion cromatografica, dichas masas corresponden a la

Figura 31, ordenadas de forma creciente en base al tiempo de retencién.
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Figura 31. Espectro de masas correspondientes a los cuatro picos principales obtenidos de

la separacién cromatografica.

Para llevar a cabo la evaluacion cualitativa y cuantitativa del aceite, se

revisé la pureza de cada uno de los picos de los cromatogramas y la

comparacion de espectros de masas de los compuestos mayoritarios contra

los espectros de la Biblioteca National Institute of Standars and Technology

(NISTO02), que lleva a cabo con el software Data Analysis de modo

automatico. Estos compuestos mayoritarios en base al tiempo de retencion

se describen en la Tabla 8 destacando el contenido presente en la muestra

del aceite esencial analizada.

Tabla 8. Compuestos mayoritarios presentes en el aceite de orégano (L. berlandieri

schauer).
Compuesto Tiempo de retencion Area Area %
p-Cimeno 9.79 243260672 35.1
Limoneno 10.02 128676240 18.5
Timol 22.08 155218752 22.4
Carvacrol 22.48 66454412 9.6
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De acuerdo a la mezcla de compuestos mayoritarios identificados en
la muestra de aceite esencial de orégano (L. berlandieri Schauer), se
observd que la presencia del p-Cimeno (35.1%), seguido del timol (22.4%),
limoneno (18.5) y por ultimo carvacrol (9.6%), representando el 85.6% de los

compuestos presentes en el analito.

La siguiente parte del ensayo fue determinar de forma cualitativa la
migracion de los componentes mayoritarios del aceite esencial de orégano
(fraccidn sinergista) contenido en los diferentes materiales propuestos hacia

los medios simulantes alimenticios durante el periodo de tiempo planteado.

Para el polimero policondensado la migracién solo se hizo evidente
sobre el simulante etanol en el tratamiento de calentamiento (50°C). Con
respecto a las condiciones de refrigeracion (4°C) y temperatura ambiente
(25°C) para el mismo simulante no se presento dicho efecto.

Respecto a los simulantes aceite de oliva y agua, no fue evidente
ningun grado de migracién de algun compuesto detectado en la muestra de
aceite (Tabla 7), este comportamiento se observd en todas las condiciones
de temperatura propuesta. La Figura 32 muestra los cromatogramas
correspondiente a las lecturas de 1, 2, 3 y 4 horas de contacto con el
simulante etanol en calentamiento, donde se observan picos a los tiempos de
retencién 9.67 y 9.97 que hicieron evidente la migracion de los compuestos

correspondientes a dichos tiempos.
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Figura 32. Cromatogramas del analisis de etanol (50 °C), en contacto con el polimero
policondensado, a los diferentes intervalos de tiempos.
A partir de los picos cromatogréaficos se obtuvieron las masas, como
se presenta en la Figura 33, y se realiz6 la comparacién en la biblioteca
NISTO2. Lo cual arrojé que el pico detectado en 9.67min corresponde al p-

Cimeno y el detectado en minuto 9.97 pertenece al limoneno.
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Figura 33. Espectro de masas correspondientes a los dos picos principales obtenidos de la

separacion cromatogréafica del simulante etanol (50 °C).
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Asi mismo, el segundo material evaluado fue la polisuccinimida
extruida, donde el comportamiento de la migracion en los simulantes de
alimentos fue mas evidente. La migracion sobre los simulantes agua y aceite
de oliva fue nula, es decir, los cromatogramas no presentaron picos que
revelaran la presencia de compuestos en las diferentes condiciones

dependientes de la temperatura.

Respecto al simulante etanol existio certeza de migracion en
condiciones de temperatura ambiente, calentamiento y refrigeracion; y
debido al comportamiento mostrado hasta las 4 horas de contacto con el

material se decidi6é tomar una ultima lectura a las 12 horas de contacto.

La Figura 34 ilustra los cromatogramas de las lecturas obtenidas a
diferentes tiempos en el simulante etanol a temperatura ambiente (25 °C),
donde se obtuvieron picos cromatograficos en 9.60 min. y 9.90 min. de
retencién. Estos compuestos mayoritarios son los mismos que migraron al
simulante etanol cuando estuvo en contacto con el material policondensado.
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Figura 34. Cromatogramas del andlisis de etanol (25 °C) en contacto con el polimero

extruido, a los diferentes intervalos de tiempos.
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También se hizo evidente la migracion en el mismo tiempo de
retencion sobre el simulante etanol (50 °C); como se reveld en la Figura 35

gue muestra dos picos mayoritarios en el cromatograma obtenido.
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Figura 35. Cromatogramas del analisis de etanol (50 °C) en contacto con el polimero

extruido, a los diferentes intervalos de tiempos.

Con respecto a la ultima condicién experimental del etanol, es decir,
sometido a refrigeracion (4°C), se presenté un efecto similar a las dos
condiciones antes mencionadas; la diferencia consistié en la intensidad de
los picos cromatograficos, ya que en la refrigeracion es menos evidente. Lo
anterior se precisa en la Figura 36 donde se muestran los cromatogramas

obtenidos de la evaluacién de esta condicion.
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Figura 36. Cromatogramas correspondientes al andlisis del etanol (4°C) estando en contacto

con el polimero extruido.

Debido a que en las diferentes condiciones experimentales

correspondientes al simulante etanol existe persistieron dos picos
cromatograficos con similitud en el tiempo de retencion; se obtuvieron las
masas para determinar los compuestos que migraron (Figura 37). La
comparacién en la biblioteca NIST02 arrojo que los compuestos detectados

al minuto 9.60 y al 9.90, son propios p-Cimeno y limoneno, respectivamente.
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Figura 37. Espectro de masas correspondientes a los dos picos principales obtenidos de la
separacién cromatografica del simulante etanol en las diferentes condiciones de

temperatura.

Los resultados de la matriz experimental planteada evidenciaron que
de los simulantes alimentarios evaluados, solo existi6 migracion hacia el
etanol. Este efecto, con respecto al polimero policondensado, solo se
presentd en la condicion de calentamiento; mientras tanto, hacia el polimero
extruido la migracion se hizo presente a temperatura ambiente,

calentamiento y refrigeracion.

Debido a los picos cromatogréaficos que mostraron los cromatogramas
se reveld que solo hubo migracién de los compuestos p-Cimeno y limoneno.

El p-Cimeno es un alquil benceno constituyente de una serie de
aceites esenciales, entre ellos el de comino y el de tomillo; es insoluble agua,
pero miscible en etanol y éter dietilico (Klages, 2005) (Geissman, 1974), lo
cual explica el comportamiento observado en el presente estudio. El p-
Cimeno es precursor de compuestos con actividad antimicrobiana y
antioxidante, como el timol y carvacrol, pero por si mismo no es un
antimicrobiano eficaz, por lo que la actividad antimicrobiana se hace evidente
si esta presente junto el timol y carvacrol (Dorman & Deans, 2000) (Juven,
Kanner, Schved, & Weisslowicz, 1994);

El D-limoneno (4-metil-1-metilciclohexeno), es un monoterpeno y

componente importante de varios citricos (Reda Zahi, Liang, & Yuan,
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2015). Se ha probado como agente antimicrobiano en alimentos, sin
embargo, para lograr dicho efecto se requiere la aplicacion de
concentraciones elevadas (Reda Zahi, Liang, & Yuan, 2015) (Zhanga,
Vriesekoopb, Yuana, & Lianga, 2014), la baja actividad se debe rapida
degradacion oxidativa (Li & Chiang, 2012).

Por lo que la actividad antimicrobiana valorada como se evidenciado
en el analisis antimicrobiano (Etapa Ill), para ambos materiales adicionados
con aceite esencial de orégano (Lippia berlandieri Schauer), no puede ser
atribuible a la migracion de estos componentes (Juliano, Mattana, & Usai,
2000) (Lahlou, 2004)(Pellegrini & Proteggene, 1999).

La estructura quimica del carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil) fenol) esta
representada por un grupo fendlico, con un alto poder hidrofébico, capaz de
causar dafo a nivel celular, como anteriormente se apunté. La estructura del
timol (2-isopropil-5-metilfenol) es similar a la del carvacrol, como ha sido
reportado por varios autores (Falcone, Mastromatteo, Corbo, & Sinigaglia,
2007), (Ramos M. , Jiménez, Peltzer, & Garrigos, 2012), diferenciandose
Unicamente por la posicion del grupo hidroxilo.

El timol, por su parte, es un fenol ligeramente soluble en agua a pH
neutro, pero muy soluble en alcoholes, asi como en soluciones acuosas
fuertemente alcalinas debido a la desprotonaciéon del fenol (Klages, 2005),
debido a que el carvacrol es un isémero del timol las caracteristicas quimicas
son muy similares (Ramos M. , Jiménez, Peltzer, & Garrigés, 2012). La nula
deteccién de la migracion de timol y carvacrol en los liquidos simulantes
probados podria ser causa de la baja concentracion en la migracion de los
mismos, ya que esto se puede dar de manera prolongada ocasionado por la
posible formacion de algun tipo de enlace débil entre el polimero y el aditivo

en estudio.

Estudios complementarios realizados en la Universidad Autonoma de

Ciudad Juarez Hernandez (2014), revelan en los espectros infrarrojos de
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muestras de polisuccinimida adicionadas con las fracciones de aceite
esencial del orégano, muestran la presencia de una banda ancha entre los
3500 y 3200 cm-1. Cesteros (2004), hace referencia a este modo espectral
cuando una banda de tension del grupo OH forma parte de un enlace de
hidrogeno al desplazarse hacia frecuencias mas bajas, junto con un
incremento de la intensidad y anchura de la banda, por lo que es probable
que entre el péptido obtenido y el aditivo incorporado hayan establecido este
tipo de interaccion, ya que el aditivo esta constituido en mayor medida por
fenoles de alto poder hidrofébico (Lambert, Skandamis, Coote, & Nychas,
2001) y en la mayor parte de las mezclas miscibles de polimeros, que se
encuentran en la practica, corresponden a sistemas en los que la estructura
quimica de los componentes son complementarias; es decir, permiten el
establecimiento de interacciones especificas intermoleculares. Esta idea
constituye lo que se ha denominado como principio de disimilitud

complementaria (Olabisis, Roeson, & Shaw, 1979).

Las condiciones que conducen a la formacion de enlaces de
hidrogeno usualmente implican al menos a dos funcionales en la misma o en
diferentes moléculas: uno se comportara como donador de protones (grupo
acido) y el otro como donador de electrones (grupo basico) (Schuster,
Zundel, & Sandorfy, 1976) (Qin, Pires, & Belfiore, 1990). Para el presente
caso de estudio el péptido base (polisuccinimida) y el aditivo (Aceite

esencial), respectivamente.

Este tipo de interaccion permitiria disponer de un material capaz de
realizar una liberacion prolongada del aditivo incorporado, favoreciendo un
incremento en el tiempo de permanencia del compuesto activo en el lugar de
liberacién o absorcion, prolongando la efectividad del mismo, lo cual es
ampliamente buscado en materiales empleados tanto en las areas
biomédicas como alimentarias (Rodriguez, Cerezo, & & Salem, 2000)
(Hernandez Gonzalez, 2014).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

El atrapamiento al 3% w/w de las fracciones de aceite esencial en el
polimero extruido se logré6 a los 540 min de contacto, el cual presentd
efectividad en las pruebas antimicrobianas. Dicho efecto en las cinéticas de

crecimiento se presentd después de las primeras 4-6 horas de contacto.

El atrapamiento que presentd inhibicion microbiana en el polimero
policondensado fue a partir de 7% w/w. El efecto en las cinéticas de

crecimiento se presenté de forma inmediata.

De los materiales evaluados el polimero extruido presentd mejores
caracteristicas antimicrobianas cuando se funcionaliz6é con el aceite esencial
de orégano (Lippia berlandieri Schauer), tocante a la concentracién, ya q la
inhibicion fue evidente al 3% relacion w/w. En contraste estudios realizados
por Ramos y colaboradores (2012) reportan inhibicién solo cuando se agregé
una concentracion del 8%, similar a la del material policondensado 7%, lo
anterior para un estudio sobre peliculas a base de polipropileno, lo que indica

gue el polimero extruido es mas costeable.

La fraccion alta en timol adicionada a los materiales poliméricos en estudio,
presentd la mayor efectividad antimicrobiana contra las bacterias

Staphylococcus aureus y Escherichia coli, para ambos casos.

Las micrografias del microscopio 6ptico revelan anormalidades morfolégicas
en ambos microorganismos patdogenos cuando estuvieron en contacto con
los aditivos antimicrobianos, por su parte las micrografias del microscopio
electrénico de barrido confirmaron la lisis celular tal y como se describe para
los dafios causados por el timol y carvacrol en los estudios realizados por
Lambert y colaboradores (2001), donde se indica que el dafio es a nivel de la

integridad de la membrana celular, por lo que el efecto antimicrobiano de los
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materiales funcionalizados, se puede atribuir a la presencia de estos

componente.

Del estudio de migracion solo se pudo evidenciar la presencia de limoneno y
p-Cimeno, precursor del timol, en el simulante etanol; y no de los compuestos
timol y carvacrol, altamente afines a este solvente; por lo que se puede
concluir que existe algun otro tipo de interaccion molecular de mayor fuerza
ejercida entre el polimero y los compuestos en estudio; del tipo puente de
hidrogeno (Hernandez, 2014), en virtud a andlisis infrarrojos realizados al

respecto.

El estudio concluye gue tanto la polisuccinimida obtenida mediante extrusion
como por policondensacion son adecuadas para el disefio de un empaque

activo con actividad antimicrobiana.
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CAPITULO VI

APENDICES

7.1.1. Apéndice 1. Analisis t-student de los halos de inhibicién del

polimero extruido en contacto con Staphylococcus aureus.

Fraccion Least Sqg mean  Std error

Alto timol A 3.70 0.0866
Alto carvacrol B 2.20 0.0866

Sinergista C 1.55 0.0866

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

7.1.2. Apéndice 2. Analisis t-student de los halos de inhibicién del

polimero policondensado en contacto con Staphylococcus

aureus.
Fraccién Least Sg mean  Std error
Alto timol A 4.65 0.1060
Alto carvacrol B 3.85 0.1060
Sinergista B 3.60 0.1060
Control C 2.40 0.1060

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

7.1.3. Apéndice 3. Andlisis t-student de los halos de inhibicion del

polimero extruido en contacto con Escherichia coli.

Fraccién Least Sg mean  Std error

Alto timol A 4.10 0.1000

Sinergista B 3.10 0.1000
Alto carvacrol C 2.60 0.1000

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

7.1.4. Apéndice 4. Analisis t-student de los halos de inhibicién del

polimero policondensado en contacto con Escherichia coli.

Fraccion Least Sqg mean  Std error
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Alto timol

Sinergista

Alto carvacrol

Control

A

C

3.95
3.35
3.15
2.60

0.1060
0.1060
0.1060
0.1060

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

7.1.5. Apéndice 5. Analisis t-student del polimero extruido en

contacto con Staphylococcus aureus en base al tiempo

experimental.
Level Least Sq

Mean

L,20 A 1606000000
L,24 A B 1526666667
L,16 B 1352666667
L,72 1060666667
L,12 776666667
L,10 E 530666667
C,72 E F 466000000
1,72 E F G 454000000
L8 E F G H 384000000
C,24 F G H | 312666667
C,20 F G H 1 ) 286666667
c12 F G H 1 282000000
L6 F G H 1 J K 258666667
C,10 G H | J K 244666667
T24 H I J K 236000000
T,20 H I ) K 232666667
C16 H I J K 232666667
S,72 H I ) K 226000000
T,10 H I J K 220000000
(oF: H I ) K L 217333333
T,16 H I J K L 211333333
T,12 H I ) K L 206666667
C,6 H I J K L 194000000
T8 H I ) K L 190666667
(of| H I J K L 186000000
T,6 H I ) K L 171333333
L4 ) KL 160666667
T,4 ) K L 134000000
S,10 ) KL 122666667
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5,8 I J K L 120666667
5,12 | J K L 120666667
S,16 I J K L 118666667
S,20 | J K L 109333333
S,6 I J K L 108666667
S,24 | J K L 106666667
C2 I J K L 101333333
S,4 J K L 88666666.7
T,2 J K L 80000000
L2 J K L 70000000
S,2 K L 58666666.7
T,0 L 1.49E-07
co0 L 5.96E-08
L,0 L 5.96E-08
S,0 L 0

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

Polimero alto timol (T), alto carvacrol (C), sinergista (S) y control (L).

7.1.6. Apéndice 6. Analisis t-student sobre la inhibicién de

Staphylococcus aureus en contacto con el polimero

extruido.
Fraccién Least Sg mean Std error
Control A 702424242 23342344
Alto carvacrol B 229393939 23342344
Alto timol B 194242424 23342344
Sinergista C 107333333 23342344

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

7.1.7. Apéndice 7. Andlisis t-student del polimero policondensado
en contacto con Staphylococcus aureus en base al tiempo

experimental.

Level Least Sq

Mean
L,20 A 1566000000
L,24 A B 1487333333
L,16 A B C 1430000000
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L,36 A B C 1412000000

L,60 B C 1308000000

L,12 D 1073333333

L8 F 654666667

L6 G H 456666667

T,72 G H | 372000000

T,60 G H I J K 302666667

5,72 I J K L 242000000

L2 I J K L M N 206666667

S,60 J K L M N O P 178000000

C24 K L M N O P 124000000

5,48 L M N O P 82000000

T,24 M N O P 58000000

S,36 M N O P 44000000

T,20 N O P 36000000

c38 O P 22666666.7

T,12 P 113333333

T,6 P 10666666.7

C2 P 86666666.7

c4 P 2666666.7

T,8 P 2000000

5,16 P 666666.7
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S,4
5,6
5,12
co0
S,0
5,8
T,0
S,10
T,10
L0

P
)
)
)
)
)
)
)
)
)

1.79€-07
1.50E-07
9.69E-08
8.94E-08
8.94E-08
5.96E-08
2.98E-08
3.72E-09
3.72E-09
-2.38E-07

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

Polimero alto timol (T), alto carvacrol (C), sinergista (S) y control (L).

7.1.8. Apéndice 8. Analisis t-student sobre la inhibicién de

Staphylococcus aureus en contacto con el polimero
policondensado.
Fraccion Least Sq mean Std error
Control A 957666667 17399827
Alto carvacrol 129095238 17399827
Alto timol 84428571 17399827
Sinergista 41380952 17399827

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

7.1.9. Apéndice 9. Analisis t-student del polimero extruido en

contacto con Escherichia coli en base al tiempo
experimental.
Level Least Sq
Mean
L,6 A 2160000000
L4 A 2158666667
L12 A 2151333333
L8 A 2141333333
L14 A 2142000000
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L10 A 2135333333

L50 A 2080666667

L26 A 2040000000

L72 A 2005333333

5,72 C 617333333

5,62 c D 556000000

5,50 C D E 495333333

C,50 C D E 475333333

T,62 c D E F 439333333

S,26 D E F G H | 386000000

T,50 D E F G H | 366666667

C,26 E F G H | J 332000000

C2 E F G H | J K 323333333

5,14 E F G H | J K 314666667

5,10 E F G H | J K L 304666667

C18 F G H | J K L M 274000000

C14a F G H | J K L M 247333333

C12 G H | J K L M 219333333

c10 G H | J K L M 200000000

c38 I J K L M N 186000000

T,12 | J K L ™M N 175333333

T,10 J K L M N 159333333

114



T,8 J K M N 146000000
T,6 K M N 130000000
T4 M N 111333333
T,2 M N 84666666.7
L0 N 4.77E-07
S,0 N 2.39E-07
c,0 N 0
T,0 N -1.19E-07

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

Polimero alto timol (T), alto carvacrol (C), sinergista (S) y control (L).

7.1.10. Apéndice 10. Analisis t-student sobre la inhibicion de

Escherichia coli en contacto con el polimero extruido.

Fraccién Least Sg mean Std error
Control A 1883476190 19066479
Sinergista B 369714286 19066479
Alto carvacrol C 289190476 19066479
Alto timol D 214476190 19066479

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

7.1.11. Apéndice 11. Analisis t-student del polimero
policondensado en contacto con Escherichia coli en base al

tiempo experimental.

L,72 A 2774666667
L,60 A 2648000000
L,48 B 2162666667
L,36 C 1773333333
L,16 C 1702666667
L12 C 1686000000
L,10 C 1676000000
L,20 C 1662666667
L,24 C 1654666667
L8 C 1613333333
L6 D 1361333333
L4 E 953333333
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L2 F G 168000000

5,16 F G 136000000

C,72 F G 93333333.3

5,10 F G 81333333.3

C,60 F G 74666666.7

5,48 F G 62666666.7

S,4 F G 49333333.3

S,60 F G 25333333.3

C24 G 4666666.7

5,72 G 2000000

S,0 G 2.39E-07

T,2 G 2.39E-07

Cs8 G 7.82E-08

T,60 G 5.96E-08

T4 G 2.98E-08

T,8 G 1.11E-08

T,10 G -1.86E-08

C12 G -4.47E-08

T,36 G -4.47E-08
T2 6 AsE0s
T,16 G -5.40E-08
T 6 67008
T,24 G -8.94E-06
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T,4A8 G -8.94E-06
L0 G -2.38E-08

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).

Polimero alto timol (T), alto carvacrol (C), sinergista (S) y control (L).

7.1.12. Apéndice 12. Analisis t-student sobre la inhibicion de
Escherichia coli en contacto con el polimero
policondensado.

Fraccion Least Sq mean Std error
Control A 1559761905 20062417
Sinergista B 76761904.8 20062417
Alto carvacrol C 18809523.8 20062417
Alto timol C 380952.38 20062417

Las variables con las mismas letras no presentan diferencia significativa entre si, (p<0.05).
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