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INTRODUCCION

En la actualidad los consumidores demandan alimentos naturales y procesados
de apariencia natural y con un valor nutricional semejante al de los
productos frescos, sin aditivos quimicos, microbioldgicamente seguros y de una
elevada calidad y que, al mismo tiempo, estén listos para su consumo de forma
inmediata.

Enfocado a lo anterior, la aplicacion mas innovadora para satisfacer esta
necesidad es la elaboracién de peliculas comestibles; son matrices de origen
natural, comestibles, biodegradables, protegen al alimento de acciones fisicas,
guimicas, microbioldgicas y bioquimicas, capaces de aumentar la seguridad, vida
comercial y calidad de los alimentos.

Por este motivo, en los dltimos afios se han llevado a cabo numerosos trabajos
acerca del desarrollo y utilizacion de peliculas o recubrimientos comestibles para
mejorar la conservacion y calidad de diversos alimentos frescos, transformados o
congelados.

Supone un importante desafio elaborar peliculas comestibles que cubran una
gran parte de los grupos de alimentos, se tiene un sinfin de posibilidades ya
gue existe una gran variedad de materiales naturales que pueden ser utilizadas
potencialmente en la formulacién de peliculas.

Las peliculas antimicrobianas son una forma prometedora de envasado activo, el
empleo de particulas que contienen agentes antimicrobianos podria ser mas
eficiente, por la migracion lenta de los agentes de material de envasado a la
superficie del producto.

Esto ayuda a mantenerse a altas concentraciones donde son necesarios. Si un
antimicrobiano puede ser liberado del envasado durante un largo periodo, la
actividad también puede ser ampliada en el transporte y es prolongada la fase de
almacenaje de distribucion de alimentos.

La efectividad de este tipo de peliculas reside en el control de la migracion de sus
agentes activos hacia la superficie de los productos sobre los que se disponen.
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Ademas de extender la vida de anaquel de una gran variedad de alimentos,
debido a que inhiben o limitan el crecimiento microbiano en la superficie, al
mismo tiempo ayudan a preservar las propiedades sensoriales y nutricionales de
los mismos.

Los antecedentes mencionados, motivan al grupo de investigacion del Taller de
Fisicoquimica de Alimentos de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan a
desarrollar el proyecto: “Extraccion de aceite esencial de orégano (Lippia
graveolens Kunth) y desarrollo de peliculas comestibles antimicrobianas para
control de Listeria monocytogenes”.

El objetivo de este trabajo es desarrollar una pelicula antimicrobiana para
controlar el desarrollo de Listeria monocytogenes, iniciando desde la
extraccion del aceite esencial de orégano por medio de la técnica de
hidrodestilacion mismo que fue empleado como agente antimicrobiano natural,
como matriz estructural se decidié6 emplear una mezcla de un polisacérido y una
proteina para mejorar las propiedades de barrera, la mezcla de plastificantes
empleada mejoro las propiedades texturales de la pelicula finalmente se empled
un tensoactivo para mejorar la estabilidad de la emulsion elaborada para el
desarrollo de las peliculas.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1 ACEITES ESENCIALES

1.1.1 Definicion

Los aceites esenciales son productos volatiles de naturaleza compleja, elaborados
por ciertos vegetales a los que le confieren un aroma agradable. Se denominan
asi a los productos que se pueden obtener por arrastre con corriente de vapor de
agua o por expresion del pericarpio de ciertos frutos (Kuklinski, 2000).

Bajo la denominacién de aceites esenciales se agrupan las sustancias volatiles
obtenidas mediante procesos quimicos y fisicos a partir de especies vegetales
aromaticas, caracterizados por una composicion compleja en la que predominan
derivados terpénicos (mono- y sesquiterpenos) y fenilproanicos (Villar del Fresno,
1999).

En la actualidad los aceites esenciales tienen una gran variedad de aplicaciones,
las industrias que los emplean son la industria alimentaria, la farmacéutica, la
industria en cosmeéticos, son utilizados en desodorantes industriales, en
insecticidas, entre otras.

1.1.2 Generalidades
Las principales caracteristicas de los aceites esenciales se esquematizan en la
Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades de los aceites esenciales.

PROPIEDADES GENERALES DE LOS ACEITES ESENCIALES

Liquidos a temperatura ambiente Lipofilos

Volatiles Solubles en disolventes organicos
apolares

Incoloros o amarillentos (manzanilla: Solubles en alcoholes de alta

azul) graduacion

Menos densos que el agua (canela'y indice de refraccion elevado

clavo: méas densos que el agua)

Insolubles en agua Poder rotatorio (quirales)

FUENTE: (Kuklinski, 2000).

1.1.3 Localizacién

Los aceites esenciales se encuentran localizados en diferentes érganos vegetales,
se almacenan en oOrganos vegetales: flores, hojas y aunque menos habitual en
cortezas, lefios, raices rizomas, frutos y semillas. Aunque todos los érganos de
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una especie pueden contener aceite esencial, la composicion de éste puede variar
segun su localizacién (Harborne, 1998).

1.1.4 Composicién quimica

Los aceites esenciales son mezclas complejas de varias sustancias (a veces mas
de 200) que a su vez puede tener estructuras muy diversas. Los compuestos son
pertenecientes de manera casi exclusiva a dos grupos: terpenos y
fenilpropanoides.

1.1.4.1 Terpenos

En los aceites esenciales se encontraran anicamente los terpenos mas volatiles,
es decir, aquellos cuya masa molecular no es muy elevada: mono- y
sesquiterpenos.

- Monoterpenos. Estos pueden ser: alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
éteres, peroxidos, y fenoles.

- Sesquiterpenos. Siendo los mas frecuentes hidrocarburos, alcoholes y
cetonas.

1.1.4.2 Compuestos aromaticos
Los derivados del fenilpropano (Cs-C3) son menos frecuentes como el eugenol,
estragol, anetol, etc. (Bruneton, 1991).

La composicion quimica depende de varios factores como:

- Origen botanico (la especie y raza quimica de la que proceden).

- El ciclo del vegetal (la composicion y proporcién varian segun la fase del
ciclo vegetativo).

- Las condiciones ambientales.

- Caracteristicas de cultivo (Suelo, riego, abono).

- Procedimiento de obtencién, ya que durante el mismo, se puede alterar la
composicion del aceite esencial respecto al vegetal (Kuklinski, 2000).

1.1.5 Métodos de obtencion
1.1.5.1 Por arrastre de vapor de agua

1.1.5.1.1 Inyeccion de vapor de agua

En éste método, que es el mas utilizado, el material vegetal y el agua no estan
inicialmente en contacto. La droga se coloca sobre unas rejillas a través de las
cuales se hace pasar una corriente de vapor de agua que arrastra los aceites
esenciales. A continuacion, se condensa el vapor de agua que se recoge en un
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recipiente. Posteriormente, se pueden separar los aceites esenciales del agua ya
gue presentan diferente densidad y forman dos fases.

1.1.5.1.2 Hidrodestilacion

En éste método se sumerge directamente el material vegetal en un matraz lleno
de agua acoplado a una trampa tipo Clevenger (Figura 1) que a continuacion se
somete a ebullicion. Los vapores obtenidos de la ebullicion arrastran las
sustancias volatiles propias de la planta, los vapores heterogéneos se condensan
por medio del refrigerante, obteniendo un liquido formado por dos fases
inmiscibles: fase organica (aceite esencial) y fase acuosa, el liquido es recolectado
en el tubo graduado de la trampa y es separado por diferencia de densidad
(Kuklinski, 2000).

Es un procedimiento ampliamente utilizado, debido a la sencillez del equipo,
versatilidad para aplicarlo a materiales vegetales diferentes, asi como al alto
rendimiento y a la pureza del aceite obtenido. Su principal inconveniente es la
alta temperatura del proceso, que de no ser controlada correctamente lo
hace inapropiado para aceites esenciales con componentes termo sensibles
(Gunther, 1984).

Figura 1. Dispositivo de hidrodestilacidon con trampa colectora para aceite esencial.

1.1.5.2 Enflorado (enfleurage)

Se aplica para la extraccién de esencias, sobretodo de los pétalos de las flores y
consiste en colocar una pelicula de grasa sobre una placa de vidrio, encima de
ella pétalos de flor, sobre éstos otra pelicula de grasa y asi sucesivamente. Se
dispone de grasa y pétalos en capas y se realiza una presion de forma que la
esencia se transfiere del pétalo a la grasa debido a su solubilidad. Con la misma
grasa se hacen varias extracciones renovando los pétalos.
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1.1.5.3 Extraccion con gases licuados

Se trabaja con gases (butano, propano, diéxido de carbono) a elevada presion y
muy baja temperatura para que estén en estado liquido. La extraccion en estas
condiciones es muy selectiva y no es agresiva para la droga vegetal. El gas
utilizado para la extraccion es facil de eliminar y se puede recuperar para realizar
otras extracciones. EI método resulta muy caro, si bien, para la obtencion de
ciertas esencias las ventajas superan su elevado costo.

1.1.5.4 Otros procedimientos

La hidrodestilacion por microondas a vacio, es un procedimiento donde la planta
se calienta selectivamente por una radiacion de microondas en un recinto cuya
presion se reduce de forma secuencial: el aceite esencial es arrastrado en la
mezcla azeotropica formada con el vapor de agua propio de la planta tratada (sin
afiadir agua para los productos en fresco).

Es un proceso muy rapido y consume poca energia, proporciona un producto que,
generalmente, es de calidad superior a la del producto de hidrodestilaciéon
tradicional (el tiempo de trabajo se reduce entre 5 y 10 veces y temperatura mas
baja).

1.1.6 Ensayos de calidad
Para controlar las esencias deben determinarse diferentes parametros que se
resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Determinaciones realizadas en aceites esenciales.

FISICAS QUIMICAS ESPECTROS- ORGANOLEP-

COPICAS TICAS

Densidad a 20°C indice de acidez Espectro UV- visible  Color

indice de refraccion Indice de ésteres Espectro Ir Olor

Poder rotatorio indice de Espectro RMN Sabor

saponificacion

Punto de indice de acetilo Apariencia

congelacion

Solubilidad en indice de fenoles

alcohol de diferente

graduacion

FUENTE: (Kuklinski, 2000).

1.2 OREGANO MEXICANO

El nombre de orégano proviene del griego “oros” (montafia) y “ganos” (ornamento)
la decoracion o la belleza de las montafias, también conocido como oro verde,
es una de las riquezas floristicas con las que cuenta el pais. Es uno de los
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productos forestales no maderables de mayor importancia econdmica para
México, el cual se explota en mayor medida en su forma silvestre.

En la Republica Mexicana, la planta de orégano se distribuye ampliamente, en
zonas tropicales, templadas aridas y semiaridas. Se encuentran en estado
silvestre en al menos 24 estados del pais y se tienen identificadas alrededor
de 40 especies de plantas popularmente conocidas como  “orégano’,
pertenecientes a cuatro familias botanicas: Asteraceae (Compositae),
Lamiaceae (Labiatae), Fabaceae (Leguminoseae) y Verbenaceae (Huerta,
1997)

La familia Verbenaceae se considera de mayor importancia de acuerdo a su
distribucion y a sus caracteristicas aromaticas. A ella pertenece el género
Lippia, con las especies; Lippia palmeri, y Lippia graveolens Kunth (Sinonimia: L.
berlandieri Schauer) (Villavicencio G. , 2007).

La caracteristica que distingue a la mayoria de estas espacies es su poder
saborizante, facil de percibir cuando se afladen sus hojas frescas o0 secas,
procesados y envasados. El aroma y sabor que los diversos tipos de orégano
proporcionan a los alimentos los hacen agradables al olfato, al paladar y
favorecen su digestion. También poseen notables propiedades medicinales, que
se explican por la compleja composicidn quimica que tienen estas plantas.

1.2.1 Nombre cientifico
Lippia graveolens Kunth.

1.2.2 Sinonimia popular

Ahuiyac-xihuitl, ananté, Hierba dulce, epazote, epazotl, orégano de castilla,
orégano cimarrén, orégano silvestre, oreganillo loco, romerillo de monte,
sacmumutz, salve dulce, salvia, salvia de castillo, salve real, salvilla mexicana,
mejorana, xaak-il-ché, xak'il-ché (SEMARNAT, 2007).

1.2.3 Descripcion Botanica

Las hojas presentan color verde grisaceo, de 1 a 3 cm de largoy de 0.5 a 1.5 de
ancho, son opuestas, alternas de forma ovalada con bordes dentados con el haz
denso, textura rugosa y con ligeras vellosidades (Huerta, 1997).

El envés glandular y densamente tomentoso a piloso, el margen finamente
crenado, el 4pice generalmente obtuso o redondeado, raramente agudo, la base
redondeada a subcordada; peciolos de 5-10mm de largo; el envés con pequefias
vellosidades (Villavicencio, Cano, & Garcia, 2010).
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Inflorescencias en forma de cabezuelas o espigas breves, contraidas, solitarias o
numerosas constituidas por muchas flores que son pequefias, sésiles y que nacen
de bracteas conspicuas imbricadas, con 2-6 pedunculos en las axilas de las hojas,
de 4-12 mm de largo, las espigas primero subglobosas a menudo cambiando a
oblongas de 4-12 mm de largo; bracteas comunmente en 4 hileras, ovaladas a
lancelotadas, glandulares y agudas.

Caliz 1-2 mm de largo, glandular y velloso; corola blanca, con el tubo estriguloso,
de alrededor de 3 mm de largo (SEMARNAT, 2007).

Figura 2. Orégano mexicano, Lippia graveolens Kunth.

FUENTE: (Villavicencio G. , 2007).

1.2.4 Taxonomia
En la Tabla 3, se muestra la clasificacion del orégano segin la Comision
Nacional Forestal.

Tabla 3. Clasificacion taxonémica del orégano mexicano.

Reino Plantae

Clase Magnoliophyta
Subclase Magnoliopsidae
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae

Género  Lippia
FUENTE: (CONAFOR, 2005).
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1.2.5 Distribucion geogréfica

La figura 3, muestra la distribucion geografica del orégano mexicano, la especie
Lippia graveolens se encuentra principalmente en los estados de
Chihuahua, Durango, Tamaulipas y Coahuila, donde se concentran el 50% de
los permisos de aprovechamiento; le siguen, en orden de importancia, Jalisco,
Zacatecas, Querétaro, Hidalgo y Baja California (Villavicencio G. , 2007).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE OREGANO \\'*'E

s

Figura 3. Distribucién geogréfica del orégano (Lippia spp.)

FUENTE: (SEMARNAT, 2007).

1.2.6 Habitat

La especie Lippia graveolens se adapta a condiciones muy variadas de clima,
gue se clasifica del tipo seco y semiseco, con temperaturas que varian de 20 a
24 °C y una precipitacion que va de 182 a 267 mm. Su habitat se localiza en
mesetas, planicies, cerros, lomerios, laderas, arroyos y cafiadas poco accesibles
de suelos alcalinos, con pH de 7.3 a 8.5, en general pedregosos, de textura
franco-arenosa dentro de un intervalo altitudinal que va desde 400 hasta
2,000 msnm, su mayor abundancia se presenta entre 1,000 y 1,800 msnm.
También se desarrollan poblaciones en suelos con textura ligera migajon-arenoso
con pH: 5.8 — 6.5 y de 3.0 a 4.5% de materia organica (Huerta, 1997).

1.2.7 Comercializacion

En el mercado internacional, México ocupa el segundo lugar en exportaciones
de orégano. Esta planta recientemente ha adquirido importancia economica
debido a que 90% de la produccién de su materia seca util es exportada a
Estados Unidos de Norteamérica y en menor grado a Italia y a Japon. Se estima
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gue en 2002, las exportaciones de orégano seco no manufacturado con destino a
los Estados Unidos fueron de 6°648,313 kilogramos; México participé con una
cantidad de 27143,377, s6lo por debajo de Turquia (CONAFOR, 2005).

La mayor produccién de orégano para fines comerciales es la del género Lippia,
cuyas especies mas abundantes en México son Lippia berlandieri Schauer o
Lippia graveolens H.B.K, especie que mas se comercializa debido a su
abundancia y distribucion. Esta produccién se concentra en los estados de
Durango, Guanajuato, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas.

1.2.8 Usos

1.2.8.1 Comestible

Conservador natural y potenciador del sabor en alimentos, conservador en
diversos alimentos frescos y procesados, en alimentos procesados se emplea
como antioxidante para la elaboracién de embutidos y en conservas como:
salmon, atun y sardinas.

En la industria refresquera y licorera el orégano se utiliza como fijador y
saborizante. Estudios recientes realizados en la planta de orégano tanto en su
composicion quimica como biolégica, han revelado propiedades, tales como
un poderoso antioxidante, antimicrobiano, antiparasitario, insecticida y
antigeno toéxico.

1.2.8.2 Medicinal

Tiene propiedades antiasmaticas, antiespasmadicas expectorantes,
antiinflamatorias, antisépticas, analgésicas y cicatrizantes analgésico, antipirético,
sedante, antidiarréico, tratamiento de infecciones cutaneas, diurético, remedio de
desérdenes menstruales, repelente, antiespasmodico, tratamiento de
enfermedades respiratorias.

Se utiliza en la industria farmacéutica como componente de medicamentos para
el control de enfermedades de las vias respiratorias y del aparato digestivo en
humanos y animales.

El aceite de orégano tiene actividad biolégica como: antibacterial, antiviral,
larvicida, moluscida y fungicida.

1.2.8.3 Cosmético

El extracto de aceite de orégano se usa como esencia y fijador de olor en
perfumes de marcas comerciales reconocidas; asi como, en la manufactura de
jabones y productos de aromaterapia.
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1.2.8.4 Industrial
Fabricacion de aceite para aeronautica, limpieza de piezas automotrices y en la
elaboracion de veladoras.

1.2.9 Compuestos con actividad antimicrobiana en orégano

Una de las principales funciones del orégano en la tecnologia alimentaria es
como antimicrobiano, debido a que en su composicion presenta componentes
gue poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de un gran nimero de bacterias
patogenas.

Se reconoce que los compuestos activos de plantas, hierbas y especias son
compuestos fendlicos, éstos compuestos son los componentes antimicrobianos
mayoritarios presentes en los aceites esenciales.

El mayor componente puede constituir el 85% del aceite esencial, mientras que
otros componentes pueden estar presentes solo en trazas. Los componentes del
aceite esencial de orégano con propiedad antimicrobiana son presentados en la
Tabla 4.

Tabla 4. Componentes de aceite esencial de orégano que presentan propiedades
antimicrobianas.

NOMBRE COMPONENTE % MAXIMO
COMUN PRESENTE EN
ACEITE ESENCIAL
Carvacrol 80
Orégano Timol 64
Cymeno 52

FUENTE: (Garcia & Palou, 2008).

La actividad antimicrobiana depende de la composicion quimica del aceite
esencial, la cual estad relacionada con la especie de orégano, condiciones
geogréficas, periodos de cosecha y métodos de extraccion.

El orégano y sus derivados han sido estudiados por sus efectos antimicrobianos,
en particular esta efectividad se atribuye a dos compuestos presentes es su
aceite esencial, carvacrol y timol, los cuales inhiben microorganismos patégenos
(Aligiannis, Kalpoutzakis, Mitaku, & Chinou, 2001).

En el género Lippia pueden encontrarse un gran numero de compuestos,
siendo el timol y el carvacrol los componentes mayoritarios y en menor
proporcion el cymeno. La Tabla 5, muestra la estructura de los componentes
presentes con mayor porcentaje en la planta de orégano.
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Tabla 5. Estructuras de componentes antimicrobianos presentes en el orégano.

TIMOL CARVACROL

CH, CH,

OH

1.2.9.1 Carvacrol

El carvacrol o 2-metil-5-1-metil-etil fenol, esta presente en los aceites esenciales
de orégano (entre 60-70%) y tomillo (45%) (Ultee, Bennink, & Moezelaar, 2002).
Su estructura esta representada por un grupo fendlico, con un alto poder
hidrofobico. Es capaz de desintegrar la membrana externa de bacterias gram
negativas, permitiendo la salida de polisacaridos e incrementando la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica (Lammbert, Skandamis, & Coote,
2001).

En general se pueden distinguir tres fases fisicas de las membranas celulares: una
bicapa en fase gel (cadena de lipidos ordenada), una bicapa en fase liquida
cristalina (cadena de lipidos desordenada) y una estructura hexagonal. Para una
funcionalidad bioldgica oOptima la membrana debe mantenerse en estado fluido
liquido cristalino y la temperatura de transicion constituye la principal influencia
sobre la flexibilidad y estabilidad de la membrana. Por lo que la actividad
antimicrobiana del carvacrol probablemente tiene efectos sobre dichas
propiedades. Es importante mencionar que cuando la concentracion de carvacrol
aumenta, mayor cantidad de este componente es acumulado en la membrana y
por consiguiente el dafio en la membrana es mayor (Ultee, Gorris, & Smid, 1998).
Este mecanismo no es valido para todos los microorganismos, ya que el dafo
ocasionado depende del agente antimicrobiano y del tipo de célula microbiana.

1.2.9.2 Timol

El timol o isopropilmetacresol, o 2-isopropil-5-metilfenol, ha sido reportado como
uno de los agentes antimicrobianos mas activo de los constituyentes de los aceites
esenciales. Se encuentra presente en el aceite esencial de tomillo (arriba del
50%), en el aceite esencial del orégano y en otras fuentes naturales. Su estructura
qguimica es similar a la del carvacrol cambiando la posicion del grupo hidroxilo.

11
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El mecanismo de accion de timol es semejante al de carvacrol, ya que su
estructura quimica es similar. El timol es capaz de desintegrar la membrana
externa de las bacterias gram negativas, permitiendo la salida de lipopolisacaridos
e incrementando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica (Helander &
Alakomi, 1998).

El timol cambia la permeabilidad de la membrana de las células microbianas
dejando que se filtren los constituyentes quimicos que son esenciales para el
metabolismo, tales como iones ATP, acidos nucleicos y aminoacidos. Estos
efectos causan un incremento de la fase log provocando una disminucion en la
carga total. Es importante sefialar que la accién antimicrobiana y la sensibilidad al
timol es dependiente de ciertos factores como el tipo de microorganismo, pH del
medio y temperatura de incubacion (Falcone & Mastromatteo, 2007).

1.3 EMULSIONES

1.3.1 Definicion

Es una dispersion de por lo menos dos fases liquidas inmiscibles (usualmente
agua y aceite), una de las cuales es la fase continua mientras que la otra es la
fase dispersa. Los diametros de las gotas de la fase dispersa estan en el
intervalo de 0.1 a 100um. Las emulsiones pueden clasificarse de acuerdo a la
distribucion de las fases acuosa y oleosa; si la fase dispersa es la acuosa el
sistema es conocido como emulsion agua en aceite (W/O), si el sistema consiste
en la dispersion de gotas de aceite en una fase acuosa se conoce como emulsién
aceite en agua (O/W).

1.3.2 Partes que constituyen una emulsién

Una emulsibn estd constituida por tres regiones, las cuales presentan
propiedades fisicoquimicas diferentes: la fase dispersa, la fase continua y la
interfase. Todas las moléculas o ingredientes de la emulsion se distribuyen
segln su concentracion y polaridad a lo largo de las regiones mencionadas
anteriormente. Las moléculas polares tienden a localizarse en la fase acuosa, las
moléculas no polares tienen afinidad por la fase oleosa, y las moléculas
anfifilicas se localizan en la interfase.

Las moléculas en una emulsidon tienden a moverse de una regiébn a otra,
alterando de esta forma las condiciones fisicas y quimicas de la misma.
Este movimiento, asi como la concentracion e interacciones de sus
constituyentes tienen una influencia significativa en las propiedades
fisicoquimicas, textura y aplicacion de estos sistemas dispersos (McClements,
1999).
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1.3.3 Mecanismos de inestabilidad
Algunos mecanismos fisicoquimicos responsables de las alteraciones en las
propiedades de una emulsion se esquematizan en la Figura 4.

Emulsién
Cinéticamente
Estable

e

Ogﬂ et
002 )
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O

—[°_ 0o

Inversionde O
o
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Separacién gravitacional Separacion por
agregacion

Figura 4. Mecanismos fisicos de inestabilidad de una emulsién.

FUENTE: (McClements, 1999).

« La sedimentacion y el cremado son dos formas de separacién
gravitacional. El cremado describe la migracion de las gotas hacia la
parte superior del sistema debido a la diferencia de densidades en las
fases. En la sedimentacion ocurre un proceso inverso.

« La floculacion y coalescencia son dos tipos de agregacion de las
gotas. La inestabilidad por floculacion ocurre cuando dos o mas gotas se
agregan, debido a las colisiones provocadas por el movimiento
Browniano, conservando su individualidad. Mientras que en la
coalescencia, la colision de dos o méas gotas forma una sola.

e Inversion de fases es el proceso mediante el cual una emulsién agua en
aceite se convierte en una emulsioén aceite en agua, o viceversa.

Una emulsién estable es una que no muestra un cambio discernible en la
distribucion de tamafio de gotas, o en su estado de agregacion, o en su arreglo
espacial en el recipiente, en una escala de tiempo de observacion. Las
emulsiones aceite-agua son coloides en donde el mecanismo principal de
estabilidad puede ocurrir en el seno de la fase acuosa o en la superficie de las
gotas, dependiendo de la naturaleza quimica de los ingredientes particulares
involucrados. Los hidrocoloides alimenticios actuan confiriendo estabilidad a las
dispersiones y emulsiones a través de su accion interfacial (Dickinson, 1993).
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1.3.4 Agente emulsificante

Las emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables debido a que el
contacto entre las moléculas de agua y aceite no es favorables energéticamente,
sin embargo, es posible formar emulsiones que son cinéticamente estables por
un periodo razonable de tiempo mediante la incorporacion de sustancias
conocidas como agentes emulsificantes y/o estabilizantes (Sherman, 1968).

Los emulsificantes son moléculas superficialmente activas que se adsorben en la
superficie de las gotas, formando una membrana protectora que retarda la
aproximacion de las gotas y su agregacion, fomenta la formaciéon de la
emulsién y estabilizacion a corto plazo por accién interfacial. Existen dos
grupos de emulsificantes:

e Surfactantes de bajo peso molecular: lecitina, ésteres de sacarosa,
polisorbatos, monoglicéridos.
e Emulsificantes macromoleculares: proteinas de huevo y leche.

Los surfactantes de bajo peso molecular son moléculas anfifilicas, es decir,
presentan una parte polar con comportamiento hidrofilico (afinidad por la fase
acuosa) y una parte no polar con comportamiento lipofilico (afinidad por la fase
oleosa).

1.3.5. Agente estabilizante

Un agente estabilizante es un compuesto quimico (0 mezcla) que confiere
estabilidad a la emulsién a largo plazo, posiblemente por un mecanismo de
adsorcién, pero no necesariamente. Los estabilizantes son generalmente
biopolimeros (proteinas y polisacaridos). EI mecanismo por el que estabilizan
los polisacéaridos es via modificacion de las propiedades reoldgicas del medio
de dispersion (viscosidad o gelacion de la fase acuosa continua), mientras que
en el caso de las proteinas, la estabilizacion se debe a que tienen una fuerte
tendencia a adsorberse en las interfases aceite-agua y formando capas
estabilizadoras alrededor de las gotas de aceite, de tal manera que actuan como
emulsificantes y estabilizantes (Dickinson, 1993).

1.3.6 Factores principales que afectan la estabilidad de emulsiones aceite -
agua.
Los factores que influyen en la estabilidad son:
e Distribucion y tamafio de las gotas: Determinada por el
tipo y  tiempo de homogenizacion, concentracion de
emulsificante, tipo de emulsificante, relacién aceite/agua y otros
factores (pH, viscosidad, temperatura).
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e Naturaleza de la capa interfacial adsorbida: Determinada por la
concentracion y tipo de emulsificante, interaccion entre especies
adsorbidas y competencia entre especies adsorbidas.

e Naturaleza de la fase continua: Determinada por sus
propiedades  reoldgicas, calidad del disolvente, polimeros y
compuestos anfifilicos no adsorbidos.

e Naturaleza de la fase oleosa dispersa. Depende del contenido de
solidos/liquido y solubilidad en la fase continua.

1.4 PELICULAS Y RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

1.4.1 Definicién

Los términos Recubrimientos Comestibles y Peliculas Comestibles se
utilizan indistintamente para referirse a la aplicacion de matrices transparentes y
comestibles sobre las superficies de los alimentos, con el fin de servir de
empaque y de preservar su calidad. Sin embargo ambos se distinguen por el
modo en que son obtenidos y aplicados sobre el producto.

Un recubrimiento comestible es definido como una capa delgada de material
comestible formado como un revestimiento sobre el alimento mientras una
pelicula comestible es una estructura preformada y delgada elaborada con
material comestible y la cual una vez elaborada puede ser colocada sobre el
alimento o entre los componentes del mismo (Krochta, Baldwin, & Nisperos-
Carriedo, 1994).

Las peliculas comestibles se han empleado desde épocas muy antiguas,
actualmente se les presta mayor atencion debido a un creciente interés por los
recursos renovables y las mejoras de la conservacion de la calidad de los
alimentos (Krochta, et al., 1994).

1.4.2 Caracteristicas
A continuacién se hace un listado de las principales caracteristicas que deben
presentar las peliculas y recubrimientos comestibles:
1) Poseer propiedades nutricionales y organolépticas que sean
compatibles con el alimento.
2) Presentar propiedades mecanicas y protectoras adecuadas para
evitar pérdidas por roturas o quiebre del material.
3) Ser estables frente a las distintas condiciones de almacenamiento.
4) Poder adherirse facilmente a la superficie de los alimentos a tratar.
5) Responder a la reglamentacién vigente (aditivos alimentarios).
6) Requerir de tecnologias sencillas y de bajo costo para su
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fabricacion y posterior aplicacion.
7) Solubilidad y dispersabilidad en su preparacion y posterior consumo.
8) Buena adhesion a la superficie del alimento.
9) Requerimientos sencillos de tecnologia.
10) Cumplimiento de la reglamentacion alimentaria.

1.4.3 Funcioén

Las peliculas y recubrimientos comestibles desempefian una doble funcién; de
embalaje y como constituyentes del alimento considerados aditivos alimenticios,
es necesario que posean determinadas propiedades de barrera para la
preservacion de los productos. Las peliculas y recubrimientos comestibles tienen
diferentes funciones entre las cuales pueden retardar la migracién de humedad,
controlar el transporte de gases (02, CO2 vy etileno), retener componentes
volétiles, servir de vehiculo de aditivos, mejorar las propiedades mecéanicas y el
manejo del alimento, ademas de impartir una mayor integridad a la estructura del
mismo, manteniendo las buenas propiedades mecanicas y organolépticas de los
alimentos. Las peliculas comestibles y recubrimientos cumplen diferentes
funciones de acuerdo con su composicion (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas de la pelicula apropiada en base a su aplicacion.

\ FUNCION TIPO DE FILM
Retardar la migracion de la humedad Lipidos y compuestos
Retener los compuestos volatiles responsables de sabor. Compuestos
Retardar la migracion de los gases. Hidrocoloides, lipidos

Mejorar la estabilidad estructural o las propiedades de o0 compuestos
mantenimiento.

Retardar la migracion de aceites y grasas. Hidrocoloides
Retardas la migracién de solutos.
Transportar aditivos alimenticios.

FUENTE: (Kester & Fennema, 1986).

1.4.4 Composicién

Los films y coatings, se pueden elaborar a partir de diferentes materias primas, se
clasifican de acuerdo a la materia prima utilizada para su fabricacion. Estos
componentes que forman parte de la formulacion de los films se clasifican en tres
categorias:

1.4.4.1 Hidrocoloides
Son polimeros hidrofilicos (contienen grupos oxhidrilos -OH) de origen vegetal,
animal o microbiano. Producen un elevado aumento de la viscosidad y en
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algunos casos tienen efectos gelificantes ya que se disuelven y dispersan
facilmente en agua. Durante los ultimos afios se expandié el desarrollo de
peliculas biodegradables utilizando hidrocoloides como materia prima, porque
presentan excelentes propiedades mecanicas asi como de barrera frente al O,,
CO, vy lipidos. La desventaja es que por ser hidrofilicos permiten el transporte de
humedad.

1.4.4.1.1 Polisacéridos

Las peliculas elaboradas a partir de hidrocoloides pueden ser usados en aquellas
aplicaciones donde el control de la migracion de agua no es el objetivo. Sin
embargo, presentan buenas propiedades de barrera frente al oxigeno, dioxido de
carbono y los lipidos. La mayoria también poseen propiedades mecanicas
deseables, utiles para mejorar la integridad estructural de productos fragiles; entre
los polisacaridos mas utilizados se encuentran los almidones, pectinas, quitina y
guitosano, carragenanos, derivados de celulosa y alginatos. (Kester & Fennema,
1986).

1.4.4.1.2 Proteinas

Las peliculas o recubrimientos elaborados con proteinas son flexibles,
transparentes y presentan excelentes propiedades de barrera a los gases, sin
embargo, la resistencia que presenta al vapor de agua es pobre debido a su
naturaleza hidrofilica, mediante la combinacion de proteinas con materiales
hidrofobicos, estas peliculas compuestas ofrecen una mayor expectativa de
aplicacion, dentro de éste grupo se encuentran la caseina, colageno, zeina y
proteinas del suero lacteo (Gennadios, Mc Hugh, Séller, & Krochta, 1994).

1.4.4.2 Lipidos

Contrariamente a los hidrocoloides, los lipidos se caracterizan por ser
hidrofobicos y no poliméricos, presentando excelentes propiedades de barrera
frente a la humedad. Dentro del grupo se pueden mencionar las ceras, resinas,
acidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos. La caracteristica negativa de
estas sustancias es su escasa capacidad para formar films, es decir no poseen
suficiente integridad estructural ni durabilidad, se emplean como barrera entre los
distintos compuestos de un alimento heterogéneo, como soporte de aditivos
liposolubles y para dar brillo a productos de confiteria.

1.4.4.3 Compuestos

Como su nombre lo indica las peliculas compuestas son formuladas
mediante la combinacion de hidrocoloides y lipidos permitiendo aprovechar
las ventajas funcionales que presenta cada uno, reduciendo las caracteristicas
desfavorables. Segun la ubicacién en el espacio de los lipidos respecto a
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los hidrocoloides, los recubrimientos y peliculas compuestas pueden ser de dos
tipos, laminados y por medio de emulsiones.

1.4.4.3.1 Laminados

Se configuran mediante la superposicion de una capa lipidica sobre una de
hidrocoloides, formando una bicapa. De esta manera se logra una distribucion
homogénea de los lipidos controlando de manera satisfactoria la transferencia de
agua.

1.4.4.3.2 Emulsiones

Se trata de mezclas heterogéneas de lipidos dentro de una matriz de
hidrocoloides, obtenidas por emulsion o microemulsién. Este tipo de
peliculas son menos eficientes respecto a la transferencia de humedad ya
gque no se logra una distribucion homogénea de los lipidos.

1.4.5 Aditivos

Son componentes de las peliculas y de los recubrimientos que pueden generar
diferentes acciones dentro de los mismos, éstos pueden ser tecnolégicos o
funcionales. Los primeros son los que le otorgan al recubrimiento una propiedad
mecanica, mientras que los funcionales le proporcionan determinado
comportamiento a la pelicula.

1.4.5.1 Tecnolodgicos

1.4.5.1.1 Plastificante

Sustancia no volatil con un alto punto de ebullicién, cuando se afiade a un
polimero modifica las propiedades fisicoquimicas y mecanicas del mismo actlan
debilitando las fuerzas intermoleculares entre las cadenas poliméricas adyacentes
de los diferentes biopolimeros, lo que hace que las peliculas seas mas flexibles y
con menor fuerza de tension, ésta reduccién en las uniones internas implica a su
vez una menor cohesion del conjunto y una malla estructural mas espaciada, que
facilita la difusion de los gases y el vapor de agua a través de la pelicula (Krochta,
et al., 1994).

El plastificante méas efectivo es aquel que mas se asemeja quimicamente al
polimero que plastifica. También es muy importante que el polimero y el
plastificante tengan solubilidades similares con respecto al solvente utilizado para
la obtencién de la pelicula (Guilbert, 1986).

También es de relevada importancia que el plastificante permanezca en la matriz
del recubrimiento, pues influye en la estabilidad fisica y mecanica de éste. Los
plastificantes mas utilizados en recubrimientos y peliculas comestibles son
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polioles (glicerol, sorbitol y polietilenglicol), oligosacaridos (sacarosa, glucosa y
fructosa) y lipidos (acidos grasos y monoglicéridos). El agua también actia como
plastificante en las peliculas hidrofilicas y su contenido se ve afectado por la
humedad relativa ambiental (Anker, 1996).

1.4.5.1.2 Surfactantes o tensoactivo

Es aquella sustancia o producto que reduce la tension interfacial entre dos
superficies en contacto. Existen tres grupos de surfactantes en funcion de su
estructura molecular: aniénicos, idnicos y cationicos.

Su presencia confiere estabilidad a las emulsiones y mejora la adhesiéon del
recubrimiento sobre el producto que sea aplicado. Se comportan como agentes
activos. Su adicion implica una disminucion en la tension superficial, por lo tanto
un aumento en la mojabilidad, que mejora el recubrimiento de la solucién sobre el
alimento. La mayor parte de los surfactantes también imparten flexibilidad,
pues debilitan las fuerzas intermoleculares.

1.4.5.2 Funcionales

1.4.5.2.1 Acidificantes y Antioxidantes

Los agentes acidificantes son aquellos compuestos que poseen la propiedad de
comunicar sus cualidades é&cidas a los demas cuerpos; los antioxidantes se
afiaden para incrementar la estabilidad y mantener el valor nutricional y color de
los productos alimenticios protegiendo frente al enranciamiento, la degradacion, la
decoloracion oxidativa y valor nutricional del alimento

1.4.5.2.2 Antimicrobianos

Son agentes afiadidos con la intencién de retardar el crecimiento de levaduras,
mohos y bacterias. Usualmente existen limites a la cantidad que se puede afadir.
Los antimicrobianos agregados al alimento, a las concentraciones autorizadas, no
matan en general a los microorganismos, sino que solamente evitan su
proliferacion. Por lo tanto, solo son utiles con materias primas de buena calidad.
La contaminacion microbiana es la forma de deterioro de los alimentos mas
importante.

1.4.6 Métodos paraformacion y aplicacion de peliculas comestibles
Actualmente se desarrollaron varios métodos para la correcta aplicacion de las
matrices comestibles sobre los alimentos, los Recubrimientos Comestibles (RC)
se diferencian de las Peliculas Comestibles (PC), por el modo en que son
aplicados. Las técnicas de Inmersién y Spray se utilizan para RC y el Casting
para PC.
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1.4.6.1 Inmersion

Consiste en la aplicacion de las matrices comestibles sumergiendo el
alimento en la solucion preparada. Se utiliza especialmente en aquellos
alimentos cuya forma es irregular que requieren de una cobertura uniforme y
gruesa. Es importante que el producto a tratar esté previamente lavado y
secado, y que una vez retirado de la solucibn se deje drenar el excedente
de solucién para lograr un recubrimiento uniforme.

1.4.6.2 Spray

Esta técnica se basa en la aplicacion de la solucion presurizada. Permite
obtener RC mas finos y uniformes. Se usa en alimentos de superficie lisa o para
la separacion de componentes de distinta humedad de un alimento
compuesto, por ejemplo en platos preparados como pizzas u otros.

1.4.6.3 Casting

Mediante esta técnica se obtienen peliculas pre moldeadas. Consiste
basicamente en la obtencion de una dispersion uniforme compuesta por
biomoléculas (proteinas, polisacaridos, lipidos), plastificante y agua. Luego se
vierte sobre una placa de material inocuo (acero inoxidable) donde se deja
secar para formar un objeto rigido que reproduce la cavidad del molde, teniendo
asi una pelicula. La velocidad de secado junto con la temperatura y humedad
son condiciones determinantes para la calidad de la pelicula (transparencia,
consistencia, propiedades mecanicas), por lo tanto deben ser controladas
correctamente. Una vez finalizado el secado se tiene una pelicula de gran
tamafio, el cual es fraccionado para ser aplicado sobre los alimentos a tratar
(Krochta, et al., 1994).

1.4.7 Peliculas antimicrobianas

La contaminacion microbiana reduce la vida util de productos de alimentacién y
aumenta el riesgo de enfermedades alimentarias. Los métodos tradicionales para
conservar los alimentos del efecto de crecimiento microbiano incluyen: proceso
térmico, secado, congelacion, refrigeracion, irradiacion, envasado en atmosfera
modificada y adicion de agentes antimicrobianos o sales. La desventaja que se
presenta es que algunas de estas técnicas no se pueden aplicar a todos los
productos de alimentacion. El envasado antimicrobiano es una forma prometedora
de envasado activo.

El empleo de peliculas que contienen agentes antimicrobianos podria ser mas
eficiente, por la migracion lenta de los agentes de material de envasado a la
superficie del producto. Si un antimicrobiano puede ser liberado del envasado
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durante un periodo ampliado, la actividad también pude ser prolongada en el
transporte y la fase de almacenaje de distribucion de alimentos.

Las sustancias antimicrobianas incorporadas pueden controlar la contaminacion
microbiana reduciendo la tasa de crecimiento, inhiben o detienen el crecimiento de
microorganismos; pueden ser de origen natural (animal, vegetal y microbiano) o
sintético (acidos organicos y ésteres).

1.4.8 Componentes empleados para elaboracion de la pelicula comestible
antimicrobiana.

1.4.8.1 Polisacarido (Alginato de sodio)

Es un polisacarido lineal poliénico e hidrofilico proveniente de algas marinas,
esta conformado por dos mondmeros en su estructura (Figura 5), el &cido
a-L-gulurénico (G) y el acido B-D-manuroénico (M), se distribuyen en secciones
constituyendo homopolimeros tipo G-blogues (-GGG-), M-bloques (-MMM-) o
copolimeros donde los blogues M y G se alternan (-MGMG-).

Si en su estructura polimérica se tiene mayor cantidad de G-bloques,
generalmente el gel es fuerte y fragil, mientras que con la presencia de mayor
proporcion de M-bloques el gel formado se presenta suave Yy elastico (Draget,
2000).

El alginato de sodio es uno de los empleados con mayor frecuencia debido a su
alta solubilidad en agua fria y caracteristica transicion sol-gel, presenta un
sistema irreversible ante la presencia de iones calcio (Funami, 2009).

En contraste con la mayoria de los polisacaridos, el alginato forma geles
independientes de la temperatura, sin embargo, la exposicion prolongada a
tratamientos de calor y variaciones extremas de pH degrada al polimero,
presentado como consecuencia pérdidas en las propiedades del gel.

COOH H
H o oH H 0 OH
On OH S0 on
OH H OH H

H
Ac_BD Manmrénico Ac_a-L-Gulurénico

Figura 5. Estructura molecular del alginato de sodio.
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1.4.8.2 Proteina (WPC)

Concentrado de Proteinas de Suero (WPC por sus siglas en inglés), es uno de los
principales productos que se obtienen durante el proceso industrial del queso y la
caseina. La leche tiene un 6.25% de proteinas de las cuales el 20% corresponden
al suero y el 80% al caseinato; contiene lactosa, minerales, vitaminas y proteinas
principalmente beta-lactoglobulina (65%), la alfa-lactoalbumina (25%). Mediante la
ultrafiltracion del suero se obtiene un concentrado de proteina (WPC), son buenas
formadoras de peliculas, transparentes, flexibles, presentan buena barrera al
oxigeno debido a su estructura firme y compacta de puentes de hidrégeno, pero
baja permeabilidad al vapor de agua por su caracteristica hidrofilica (Krochta J. M.,
2002).

1.4.8.3 Antimicrobiano (Aceite esencial de orégano)

El aceite esencial de orégano, es un producto volétil obtenido de las hojas secas
de orégano de la especie Lippia graveolens mediante la extraccion de sus
componentes volétiles provenientes de la hoja de orégano mediante la técnica
de hidrodestilacion. Esta compuesto por mezclas de ésteres, aldehidos, cetonas,
terpenos, hidrocarburos ciclicos y alcoholes. Es soluble en alcohol, poco
solubles en agua, posee aroma intenso y es termosensible.

Una caracteristica importante es su hidrofobicidad, caracteristica que les permite
unirse a los lipidos de la membrana celular desestabilizando su estructura vy
aumentando su permeabilidad, generando la salida de iones, metabolitos y
demas moléculas que pueden conllevar a la muerte, es el principal mecanismo
atribuido a la accion antimicrobiana de los aceites esenciales (Aligiannis, et al.,
2001).

La mayoria de las propiedades antibacterianas frente a microorganismos
patdgenos por parte de los aceites esenciales se debe en un alto porcentaje
a los compuestos fendlicos como el timol, el carvacrol y el eugenol presentes en
estos.

1.4.8.4 Surfactante (Tween 80)

Los tween o polisorbatos son ésteres del polioxietilen sorbitano parcialmente
esterificados con &cidos grasos superiores. Es un liquido oleoso limpido o
ligeramente opalescente incoloro o amarillo pardusco, dispersable en agua o en
etanol.

Es un surfactante no iénico, hidrofilico, es un agente emulgente y suspensor que
origina emulsiones de fase externa acuosa (O/W) estables y de textura fina, poco
afectables por pH. Poseen un caréacter anfifilico, es decir, presentan una parte
hidrofilica o polar y otra lipofilica o apolar. Al agregar surfactantes a una emulsion
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la fraccion hidrofilica presentara afinidad por disolventes polares y la fraccion
lipofilica presentara tendencia por los disolventes apolares (Trezza & Krochta,
2000).

1.4.8.5 Plastificantes (Glicerol y Sorbitol)

El efecto del plastificante en la formacion de peliculas comestibles confiere
la capacidad de formar puentes de hidrogeno con el polisacarido (Mustafizur &
Brazel, 2004). La funcién principal es mejorar la flexibilidad y la procesabilidad de
los polimeros disminuyendo la temperatura de transicion vitrea, Tg (Krauskopf,

1993).

Reducen los enlaces secundarios entre las cadenas del polimero y producen
una mayor movilidad de las macromoléculas, lo cual resulta, en un material méas
facilmente deformable. Por lo tanto, el proceso de plastificacion requiere de la
existencia de interaccion molecular entre el polimero y el plastificante
(compatibilidad) para que se pueda producir una composicion homogénea y
estable con una baja tendencia a la exudacion del plastificante (Sears & Darby,
1982).Al incrementar la concentracion de ambos plastificantes resulta en un
decremento significativo de la fuerza tensil e incrementa la elongacion de las
peliculas (Mc Hugh & Krochta, 1994).

En la Tabla 7, se muestran aspectos generales de los plastificantes empleados en
la elaboracion de la pelicula comestible.

Tabla 7. Datos generales del glicerol y sorbitol.

GLICEROL SORBITOL

NOMBRE 1,2,3-triol propano 1,2,34,5,6-hexanol
FORMULA C3HgOs CsH1406
PESO 92.09 g/mol 182.17 g/mol
CLASIFICACION  Alcohol Alcohol
PROPIEDADES Alta WPA Baja WVP

Alta permeabilidad al O, Alta permeabilidad al O;
ESTRUCTURA H, PHH O

HO OH ” on

HO ) :
OH WO M A o

1.5 LISTERIA MONOCYTOGENES

Los alimentos son la fuente principal de exposicién a agentes patdgenos, tanto
guimicos como bioldgicos (virus, parasitos y bacterias), a los cuales nadie es
inmune. Cuando los alimentos se contaminan en niveles inadmisibles de agentes
patdbgenos y contaminantes quimicos, 0 con otras caracteristicas peligrosas,
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conllevan riesgos sustanciales para la salud de los consumidores representando
grandes cargas economicas para las diversas comunidades y naciones.

Pueden ser contaminados por bacterias, virus, hongos paréasitos, que en el
intestino pueden multiplicarse o invadir la pared intestinal, desde alli pueden
alcanzar otros aparatos o sistemas. Los alimentos son alterados por diferentes
géneros bacteriano y a su vez, pueden servir como vehiculo de patégenos o sus
toxinas (Downes & Ito, 2001).

Listeria monocytogenes, es una de las bacterias que afecta a los alimentos
constituye un problema de salud publica, la contaminacion de los alimentos
ocasionada por esta bacteria, puede producirse en cualquier etapa del proceso
gue va de la produccién al consumo de alimentos.

1.5.1 Especies de Listeria monocytogenes

El género Listeria comprende las siguientes especies: L. monocytogenes, L.
ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. innocua, L. grayi, y L. dentrificans. L.
monocytogenes es considerada la Unica especie patdgena, a pesar de haber sido
reconocidos casos raros de listeriosis humana causados por L. seeligeri, L.
welshimeri y L. ivanovii.

1.5.2 Caracteristicas

Bacilo, Gram-positivo, redondo, corto, mide de 0.4 a 0.5 pm por 0.5 a 2 um, no
esporulado, anaerobio, pertenece a la familia Listeriaceae, es movil por medio
de flagelos, crece en medios con agar triptosa y sangre, puede proliferar en un
amplio rango de temperatura que oscila entre -0.4-45°C, la temperatura 6ptima de
crecimiento es 30 — 37°, sobrevive a temperaturas de refrigeracion (3 °C o menos),
crece a pH 4.4-9.6, con pH inferior la bacteria no puede multiplicarse (O Cliver &
Riemann, 2002), (Figura 6).

Figura 6. Listeria monocytogenes.
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Tres de las siete especies citadas, producen beta hemdlisis en agar sangre: L.
monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii. Para diferenciar las distintas especies se
prueba la fermentacion de azucares (manitol, xylosa, rhamnosa).

1.5.3 Epidemiologia

A diferencia de otras infecciones trasmitidas por alimentos tiene una alta tasa
de mortalidad de alrededor del 23%. La enfermedad que provoca es denominada
listeriosis, es relativamente poco comun, pero grave, con tasas de letalidad altas
(20-30%), comparadas con las de otros microorganismos patdégenos transmitidos
por alimentos, como Salmonella entérica.

L. monocytogenes estd ampliamente extendida en el ambiente y en los
alimentos. Se considera que el habitat primario de L .monocytogenes es el suelo y
los vegetales en descomposicion en los que se puede desarrollar en forma
saproéfita. Debido a que el microorganismo tiene tan amplia distribucion,
contamina  frecuentemente  los alimentos  durante  su produccion o
procesamiento (Schwartz, Hexter, & Broome, 1989).

1.5.4 Sintomatologia

Los sintomas son fiebre, dolores musculares y a veces nauseas y diarrea, sin
embargo, las bacterias pueden llegar a penetrar el sistema nervioso central cuyo
resultado es muy grave, presentandose dolores de cabeza, confusion, pérdida de
equilibrio y en casos graves convulsiones (Altekruse, Hyman, & Klontz, 1994).

1.5.5 Aspectos Clinicos
El periodo de incubacion de la listeriosis es en promedio de 3 a 4 semanas, con
extremos de 3 a 90 dias.

La listeriosis, es una grave enfermedad que resulta fatal en niflos, personas con
bajas defensas, es particularmente peligrosa en mujeres embarazadas, ya que
puede ocasionar abortos o malformaciones congénitas (Schlech, Lavigne, &
Bortolussi, 1985).

1.5.6 Tratamiento

Estudios “in vitro” han demostrado que la bacteria es resistente a penicilina y
ampicilina, siendo sensible a tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, trimetroprim-
sulfametoxazol, vancomicina y cefalotina. Los resultados experimentales de
laboratorio muestran sinergismo entre ampicilina y aminoglucésidos (Vazquez-
Boland, Kuhn, & Berche, 2001).
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1.5.7 Profilaxis
Las siguientes estrategias pueden ayudar a prevenir o reducir el riesgo de
listeriosis transmitida por alimentos:
- Adquirir comidas refrigeradas que se encuentren congeladas en estado
solido.
- Comprar productos cuyos envases no Se encuentren ni rotos, ni
deformados.
- Colocar las carnes crudas separadas en recipientes plasticos para
prevenir la contaminacion.
- Respetar la fecha de vencimiento indicada en los envases.
- Verificar que la céscara de los huevos esté en perfectas condiciones.
- No dejar comida en vehiculos expuestos a altas temperaturas o
directamente a la luz solar.
- Los refrigeradores deben mantenerse a una temperatura de 4° C vy los
congeladores a menos de 0° C.
- Permitir la correcta circulacién de aire en el refrigerador estableciendo
espacios entre los alimentos.
- Rotular y fechar los alimentos cocidos almacenados.
- Las carnes descongeladas en el microondas deben cocinarse
inmediatamente, las que se descongelaron naturalmente deben cocinarse
en menos de 24 horas.

La inocuidad de un alimento es la garantia de que no causara dafio al consumidor,
cuando sea preparado o ingerido y de acuerdo con el uso a que se destine. La
inocuidad es uno de los cuatro grupos basicos de caracteristicas que junto con las
nutricionales, organolépticas y comerciales componen la calidad de los alimentos.

El interés del consumidor por adquirir alimentos que sean nutritivos, que
beneficien a la salud y sobretodo que sean seguros han dirigido los esfuerzos de
la investigacion de las peliculas comestibles como una alternativa para cubrir
estas necesidades.
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2.1 OBJETIVO PARTICULAR 1.

Extraer aceite esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth) mediante la técnica
de hidrodestilacion y determinar sus propiedades fisicas (densidad, indice de
refraccion), espectroscopicas (infrarrojo) y organolépticas (olor, color, sabor,
apariencia) para evaluar la calidad del aceite esencial.

2.1.1 Obtencidén de material vegetal empleado para extraccién de aceite
esencial (Orégano seco).

El material bioldgico, se adquiri6 como orégano seco en el local de materias
primas “Atlamica”, ubicado en Av. Paseos de las haciendas Lote #2 Colonia San
Juan Atlamica, Cuautitlan lzcalli, Estado de México, C.P. 54729.

2.1.2 Identificacion botanica de la especie de orégano empleado.

Para la identificacion botanica de la especie vegetal, se llevé una muestra en un
frasco sellado y etiquetado, al Herbario IZTA de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala UNAM ubicado en la siguiente direccion Av. De los Barrios No.
1, Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de México, Estado de México, C.P.
54090.

2.1.3 Control de calidad de la materia vegetal.

2.1.3.1 Determinacion de materia extrafa.
La técnica se basa en la separacion de material fisico o biolégico que se presenta
en el producto por contaminacion (WHO, 1998).

Pesar 50 gramos de una muestra de hojas de orégano seco (+0.05g), separar y
clasificar manualmente con la ayuda de una pinza y/o espatula los tipos de
material ajenos al producto que son identificables a simple vista. Pesar el vidrio de
reloj con la muestra extraida, identificada como materia extrafia. Calcular el
contenido expresado en porcentaje de materia extrafia total en la muestra
mediante la Ecuacion 1:

mgy —

m;
ME; = —— 100
my

Ecuacion 1.

Donde:

ME+. Contenido de materia extrafia total en la muestra (%).
mo. Masa total de la muestra (g).

m;. Masa extraida como material extrafio (g).

m,. Masa de la muestra original menos la materia extraida (g).
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2.1.3.2 Determinacién de humedad.

El contenido de humedad se determind por medio de la termobalanza digital
(Figura 8). Se fijaron las condiciones de prueba en el equipo (100°C), se colocan
2g de muestra, la técnica consiste en un método de secado por calor basado en
evaporar de manera continua la humedad de la materia organica por medio de
radiacion y el registro de la pérdida de peso de la muestra hasta alcanzar peso
constante expresandose el resultado como porcentaje (Kirk, Sawye, & Egan,
1996).

Figura 8. Termobalanza digital OHAUS MB-45.

Nota: Foto tomada en Laboratorio de Biopolimeros, Universidad Iberoamericana.

2.1.4 Extraccion del aceite esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth).
Se realizdé una reduccion de tamafio de la muestra vegetal por medio de una
trituracion mecanica, empleando para este proceso un molino para especias.

La obtencion del aceite esencial de orégano, se realizd6 mediante la técnica de
hidrodestilacién (Figura 9), que consiste en el uso de vapor para el arrastre de
sustancias volatiles contenidas en la muestra, mismas que son condensadas, el
aceite esencial se separa por diferencia de densidad (Gunther, 1984).

Aceite esencial obtenido -[ 5'
I .'.4 S
Agua floral ".\
u FEREP

Figura 9. Sistemas de hidrodestilacion para obtencién de aceite esencial.
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Se colocan 100 g de orégano y 1600 mL de agua destilada en el matraz, se sitla
sobre una parrilla con agitacion y calentamiento constante; se coloca la trampa
colectora Clevenger unida a un refrigerante y se conecta una bomba de agua para
asi terminar el montaje del sistema, como se muestra en la Figura 10.

Refrigerante

Trampa Clevenger

Bomba de agua Matraz bola

Parrilla con agitacion

Figura 10. Montaje de un sistema de hidrodestilacién.

Nota: Foto tomada en L-324, FESC-UNAM.

Se llevd a ebullicion la suspension acuosa del vegetal, el aceite esencial es
arrastrado por el vapor generado en el matraz y se depositan en la trampa
colectora. Por diferencia de densidad se observan dos fases, teniendo en el fondo
de la trampa el agua floral y en la parte superior el volumen obtenido de aceite
esencial de orégano. Se toma la lectura y se calcula el porcentaje obtenido del
aceite esencial en el proceso de hidrodestilacidn, en el que este valor no debera
ser menor a 0.35% (FHEUM, 2001). Se emplea la Ecuacion 2, para la
cuantificacion del rendimiento del aceite esencial.
vVxp

R = *100
Py

Ecuacion 2.

Donde:

R: Rendimiento del aceite esencial obtenido (%).

v: Volumen de aceite esencial obtenido en la trampa Clevenger (mL).

P: Densidad del aceite esencial obtenido (g/mL).

Pwm: Peso de la muestra vegetal colocada en el proceso de destilacion (g).

2.1.5 Tratamiento para el aceite esencial

2.1.5.1 Decantacion
Con el aceite esencial obtenido de la hidrodestilacién queda una pequefa cantidad
de agua floral que debe eliminarse, de lo contrario, si permanece en contacto con
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el aceite durante el almacenamiento puede afectar la calidad del producto, el
procedimiento empleado para retirarla fue la decantacion.

Se coloc6 en un embudo de separacion el producto obtenido de la
hidrodestilacion, se dejo en un intervalo de tiempo de 15 minutos, por efecto de la
densidad se observa una separacion de fases, en la parte inferior del embudo se
presenta la fase mas densa en este caso es el agua floral y en la parte superior el
aceite esencial. Se elimina el agua residual y el aceite esencial es almacenado en
un tubo de ensaye con tapa (Figura 11).

e

=

-*——}Aceite esencial
Aguaresidual
5

Figura 11. Decantacién del aceite esencial.

NOTA: Foto tomada en L-324, FESC-UNAM.

2.1.5.2 Envasado y almacenado

El aceite esencial es colocado en tubos de ensaye con tapa, se cierra se
resguardan de la luz solar para evitar el paso de la luz, rotular cada muestra
obtenida y almacenarlos en refrigeracion a una temperatura de 6°C para sus
posteriores determinaciones.*

2.1.6 Control de calidad del aceite esencial
2.1.6.1 Pruebas Fisicas

2.1.6.1.1 indice de refraccion

El indice de refraccion fue evaluado de acuerdo a la (NMX-F-074-SCFI, 2011), el
meétodo se basa en la medida directa del angulo de refraccion, la determinacion se
realiz6 mediante un refractdometro digital (Figura 12), el valor es obtenido de
manera directa del equipo indicado con la simbologia nD en la pantalla.

! Diagrama de proceso de extraccidn de aceite esencial de orégano (Figura 47, Anexo ).
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Figura 12. Refractometro ABBE, Modelo 315RS Digital.

NOTA: Foto tomada en L-414, FESC-UNAM.

2.1.6.1.2 Densidad

La densidad se determiné6 mediante la técnica picnométrica de acuerdo con la
(NMX-F-075-SCFI, 2012), que consiste en realizar una serie de determinaciones
de masa; para obtener los resultados se efectian los célculos siguientes:

G
5=
G,
Ecuacion 3.
Gl=M1-M
Ecuacion 4.
G2=M2-M
Ecuacion 5.
Donde:
6: Densidad relativa del aceite (adimensional)
M1: Masa picnémetro con muestra (g)
M2: Masa picnémetro con agua (g)
M: Masa picnémetro vacio (g)
G1: Masa neta del aceite (g)
G2: Masa neta del agua (g)
Para obtener la densidad del alimento se emplea la Ecuacion 6:
Parim = 6 * PREF
Ecuacion 6.
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Donde:

P aim: Densidad del alimento (g/ml)
6: Densidad relativa (adimensional)
P ref.. Densidad del agua 20°C (g/ml)

2.1.6.2 Prueba espectroscépica

21.6.2.1IR

La técnica empleada fue la espectroscopia de absorcion, mediante espectrometro
infrarrojo  (Figura 13), se mide la transmision de radiacion infrarroja
electromagnética incidente en una muestra en funcién de la longitud de onda
(Osborne, Fearn, & Hindle, 1993).

Figura 13. Espectro IR, Modelo Nicolet iS10 FT.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Quimica Medicinal, FESC-UNAM.

Para el aceite esencial se empled la punta especificada para liquidos (Tabla 8), se
coloca una gota de aceite esencial en la celda, se obtiene como resultado un
grafico que representa el espectro infrarrojo teniendo en el eje de las ordenadas
la transmitancia (%) y en el eje de las abscisas la radiacion infrarroja absorbida por
las uniones quimicas en términos de nimero de onda (cm™).

Tabla 8. Puntas empleadas en el espectrometro IR.

IMAGEN DESCRIPCION APLICACION

Punta céncava Liquidos

Punta plana Salidos

Punta conica Granulados

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Quimica Medicinal, FESC-UNAM.
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2.1.6.3 Prueba organoléptica
El andlisis organoléptico de realiz0 mediante pruebas sensoriales del aceite
esencial extraido (Vasquez, Alva, & Marreos, 2001).

Se efectud mediante una prueba hedodnica descriptiva, con un panel de 30 jueces
no entrenados que evaluaron el aspecto, color olor y sabor del aceite esencial.
(Anzaldua-Morales, 1994).

La prueba consistio en evaluar por cada juez, los cuatro parametros establecidos
en el test ? (olor, color, apariencia y sabor), mediante una secuencia de preguntas
que permitirian obtener resultados acerca de las caracteristicas de la muestra.

Para realizar la prueba de sabor se necesit6 emplear un vehiculo, ya que el aceite
esencial no puede ser probado directamente (Anzaldua-Morales, 1994). Para
preparar la muestra se empleé como vehiculo crema neutra (200 g) y se disolvio el
aceite esencial (100 pl).

Se ordenaron las muestras (Figura 14), se llevd de manera individual a cada juez
a la cabina, se evalué6 el aceite esencial en sus diferentes parametros de acuerdo
a lo establecido en el test, para finalizar se hizo un estudio de los resultados
obtenidos por cada uno de los jueces y se establecieron los atributos
organolépticos del aceite esencial analizado.

Figura 14. Acomodo de las muestras para la evaluacién sensorial.

NOTA: Foto tomada en L-324, FESC-UNAM.

2.2 OBJETIVO PARTICULAR 2

Desarrollar una pelicula comestible a partir de la formulacién de alginato de sodio,
concentrado de proteina de suero de leche, mezcla de plastificantes, aceite
esencial y tensoactivo para realizar su caracterizacion fisicoquimica.

? Prueba de Evaluacién Sensorial (Figura 48, Anexo I1).
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2.2.1 Elaboracion de bastidores para preformado de peliculas

Se elaboraron los bastidores para el preformado de las peliculas antimicrobianas,
empleando una lamina de poliestireno, material seleccionado por ser rigido y
presentar una superficie que facilitd el desprendimiento integro de las peliculas
elaboradas. Las dimensiones de los bastidores se muestran en la Figura 15,
teniendo 2mm de grosor y 1mm de profundidad.

1cm }— 14 cm

l | l |
18cm I |

Figura 15. Bastidor elaborado para el preformado de peliculas comestibles.

La estructura elaborada permitio la formacion de peliculas comestibles con un
area de 192 cm?.

2.2.2 Desarrollo de emulsiones y elaboracién de la pelicula comestible
Los componentes de la formulacion empleada para la obtencién de la pelicula
comestible se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Formulacidon de la pelicula comestible antimicrobiana.

FUNCION COMPONENTE - PROVEEDOR

Material estructural Alginato de Sodio Drogueria Cosmopolita
WPC 80% Cytecsa

Plastificante Sorbitol Drogueria Cosmopolita
Glicerol Drogueria Cosmopolita

Tensoactivo Tween 60 Millikan

Antimicrobiano natural  Aceite esencial de orégano

Se desarrollaron diferentes emulsiones, variando la concentracion de los
componentes empleados en la formulacion. Cada emulsién obtenida fue envasada
en un frasco de vidrio con tapa hermética y se dejo en reposo durante 24 h para
eliminar el aire incorporado por los procesos de homogenizacion y agitacion.

A partir de que se obtuvo la emulsién contindan las operaciones que permiten la
obtencion de la pelicula comestible (Preformado, Secado, Desmoldado,
Almacenado).

En el preformado de las peliculas, se emplearon los bastidores previamente
elaborados, utilizando un bastidor para cada formulacion desarrollada, se
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colocaron 20 ml de la emulsion en cada uno de ellos, lo anterior se ilustra en la
Figura 16. Los bastidores se colocan sobre anaqueles con superficies niveladas,
para obtener grosores homogéneos en las peliculas, cuidando que estén limpios y
aislados para evitar contaminacién ocasionada por corrientes de aire.

Figura 16. Representacién de cada formulacién realizada.

NOTA: Foto tomada en L-414, FESC, UNAM.

Para el desmoldado se emplearon laminas de acetato de celulosa con las mismas
medidas del bastidor, para evitar el contacto directo con las manos y evitar afectar
resultados en sus posteriores evaluaciones.

El tiempo de secado junto con la temperatura y humedad son condiciones
determinantes para la calidad del film, por lo tanto deben ser controladas
correctamente.

Finalizado el secado se tiene una pelicula de tamafio correspondiente con las
dimensiones internas del bastidor elaborado (Figura 17).

Figura 17. Dimensiones de la pelicula elaborada.

NOTA: Foto tomada en 1-414, FESC, UNAM.
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Se finalizé colocando las peliculas en bolsas herméticas resellables, se rotularon y
fueron almacenadas dentro de una cabina en bolsas herméticas, en condiciones
ambientales.

La informacion anterior se sintetiza en el diagrama de proceso, se especifican
condiciones y tiempos de proceso llevadas a cabo en cada operacién.®

2.2.3 Evaluacion de la estabilidad de la emulsion

Se determind la estabilidad de la emulsion, mediante un proceso de centrifugacion
diferencial, proceso de separacion que utiliza la accién de la fuerza centrifuga para
promover la aceleracion de particulas (Ford T.C., 1991).

Se colocan 10 mL de emulsién en 4 tubos cénicos de 15 mL para centrifuga, se
fijan los tubos dentro de la centrifuga (Figural8), se indican las rpm, transcurrido el
tiempo establecido se extraen los tubos, se observa si existe separacion de fases
en la emulsion, si existe separacion, reportarla en ml separados de cada fase
existente. Obtener el porcentaje de separacion de cada fase mediante la
Ecuacion 7.

F
%Fg = MS* 100

Ecuacion 7.

Donde:

% FS: Porcentaje separado obtenido después de la centrifugacion (%).
FS: Fase separada de la emulsion original (mL).

M: Cantidad inicial colocada de emulsién (mL).

’ Ea -iﬁ I | i

Figura 18. Centrifuga clinica Modelo IEC.

NOTA: Foto tomada en L-414, FESC-UNAM.

3 Diagrama de proceso para elaboracién de peliculas comestibles antimicrobianas (Figura 49, Anexo ).
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2.2.4 Elaboracion y seleccion de pelicula comestible

En la actividad 2.2.2 se obtuvieron peliculas comestibles elaboradas con
diferentes formulaciones de las cuales se seleccion6 la pelicula ¢ que presentara
las mejores caracteristicas evaluadas por medio de un analisis visual.

Una vez seleccionada la pelicula 6ptima, se elaboraron réplicas, mismas que
serian utilizadas para evaluar los diferentes parametros que comprenden la
caracterizacion de la pelicula comestible.

2.2.5 Medicion de espesor de la pelicula comestible

El espesor de la pelicula comestible, se midié6 mediante un micrometro digital,
también llamado tornillo de Palmer (Figura 19-B). Se tomaron las mediciones en 5
puntos diferentes de la superficie de la pelicula (Figura 19-A). Haciendo 3 réplicas
de cada medicién en cada punto elegido.

(A) (B)
Figura 19. (A) Puntos seleccionados en la pelicula para medir el espesor, (B) Micrometro
Mitutoyo Digital Systems.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Biopolimeros, Universidad Iberoamericana.

2.3 OBJETIVO PARTICULAR 3

Caracterizar la pelicula comestible antimicrobiana seleccionada por medio del
analisis de sus propiedades de barrera (permeabilidad al oxigeno, angulo de
contacto), mecanicas (textura), térmicas (DSC) y Opticas (colorimetria,
microscopia) para establecer su estabilidad.

2.3.1 Propiedades de barrera

2.3.1.1 Permeabilidad al oxigeno

La permeabilidad al oxigeno se determiné empleando el método ASTM D1434-82
(método manométrico) con algunas modificaciones. EI método se basa en la
medicion de la resistencia al flujo de un penetrante a través de un recubrimiento.
(D1434-82, 2009). El montaje del dispositivo se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Esquema del dispositivo para medir Permeabilidad al Oxigeno.

FUENTE: (Erol & Sibel, 2003).

Se corto la pelicula en forma circular con un diametro de 4.5cm, la pelicula fue
sellada entre dos camaras especialmente disefiadas, cada una teniendo un
didmetro de 4cm y profundidad de 5¢cm. La medicién se llevo a cabo en una celda
de transmisién de gases (Figura 21), en una de las camaras se almacena el gas
permeante (oxigeno) y en la otra nitrogeno quién recibe el gas que se difunde a
través de la muestra.

Figura 21. Celda de transporte de gas para la medicion de permeabilidad al oxigeno.
NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Biopolimeros, Universidad Iberoamericana.
La mezcla de nitrégeno y oxigeno permeado fue pasado al sistema humedo por un
periodo conocido de tiempo. Se realizan las titulaciones respectivas para conocer

los gramos de oxigeno disueltos. Se determina la permeabilidad al oxigeno
mediante la Ecuacion 8.
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mxd

PO, =—
AxtxAP

Ecuacion 8.

Donde:

PO,: Permeabilidad al Oxigeno (g m™ dia™® atm™).

m: Masa de O, permeado en gramos a través de la pelicula (g).

d: Espesor de la pelicula (m).

A: Area de la pelicula empleada en el dispositivo (m?).

t: Intervalo de tiempo (dias).

AP: Diferencia de presion de O, entre los dos lados de la pelicula (atm).

2.3.1.2 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se midié usando el método ASTM E96 (método
gravimétrico) con algunas modificaciones, se mide la cantidad de vapor que pasa
por unidad de superficie (ASTM E96, 1995). Se cort6 la pelicula en forma circular
haciendo muescas en cuatro puntos, la pelicula fue colocada entre la base y el
empaque de la celda de acrilico de 8 cm de diametro (Figura 22-A), en el interior
de la celda se colocé agua destilada, el ensamble final se muestra en la (Figura
22-B) donde se unieron todas las piezas junto con la pelicula correctamente
selladas.

e Tomnillo
e Arandela
o Tuerca

waf (& ) e
=)

Figura 22. (A) Esquema de ensamble y dimensiones de la celda utilizada, (B) Ensamble
completo de la celda para medir permeabilidad al vapor de agua.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Biopolimeros, Universidad Iberoamericana.
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Las celdas se pesaron y se ubicaron, en una camara de temperatura y humedad
controlada con adecuada circulacion de aire, para eliminar el vapor de agua que
atraviesa la pelicula (Figura 23).

Figura 23. Cabina empleada para determinacién de PVA.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Biopolimeros, Universidad Iberoamericana.

La ganancia o pérdida de pesos de las celdas fue monitoreada en funcién del
tiempo. Los cambios de peso se registraron mediante una balanza analitica con
precision de 0.0001g. Las medidas de la velocidad de transmision de vapor de
agua (VTVA) se realizaron pesando la celda en intervalo de 1 hora durante un
periodo total de 7 horas.

La pendiente de la curva peso vs tiempo (J), fue determinada para calcular la
velocidad de transmisién de vapor de agua (Ecuaciéon 9), con ello se puede
determinar la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas (Ecuacion 10)
(Rodriguez, Sanchez, Gonzalez, Chafer, & Vargas, 2011).

dm

dt VTVA
VTVA = T = PVA =

— —L
A Py — Py,
Ecuacion 9. Ecuacion 10.

Donde:

VTVA: Velocidad De transmisién de vapor de agua (g h™* m™)

J: Pendiente de la curva de pérdida de peso en el tramo lineal (g h™)

A: Area efectiva para la transmisién de vapor de agua (m?)

PVA: Permeabilidad al Vapor de Agua (g Pa™* h™* m™)

Pw1: Presion parcial de vapor de agua en la superficie del film en la cara interior de
la celda (Pa)
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Pw2: Presion parcial de vapor de agua en la superficie del film en la cara exterior
de la celda (Pa)
L: Espesor del film (m)

En films hidrofilicos para considerar el efecto de la capa estanca de aire en las
medidas de PVA, los valores de P,; contemplan las correcciones para peliculas
hidrofilicas aplicando las siguientes ecuaciones (Gennadios, Weller, & Gooding,

1994).
Nw hi
P,,=Pt— (Pt—P,,) ~ e CD

Ecuacion 11.
N, = (6.43E711)yTVA
Ecuacion 12.
P,
CcC =
RxT
Ecuacién 13.
T
D=0.26(—)'®
298

Ecuacién 14.

Donde:

P:: Presion total del sistema (Pa)

Pwo: Presion de vapor saturado del agua a la temperatura de trabajo (Pa) interior
de la copa se colocé agua destilada para conseguir una humedad relativa del
100% (Pwo)

Nyw: Flujo de agua en el film (g mol cm?s™)

hi: Distancia entre el agua destilada y el film (m)

C: Concentracién molar total del aire y vapor de agua (mol cm™)

D: Difusividad del vapor de agua en el aire (cm? s™)

T: Temperatura de trabajo en (K)

R: Constante Universal de los Gases (Pa cm® mol™® K™)

2.3.1.3 Angulo de contacto

La permeabilidad al agua de la pelicula, se evalué por medio del angulo de
contacto, el equipo TANTEC Contact Angle Meter (Figura 24-A). La técnica
empleada para medir el angulo de contacto es el de la gota sésil mide la
mojabilidad de la superficie sélida por un liquido. Se mide el angulo formado por
el plano tangente de la interfase liquido-gas y el plano formado por el sélido en un
contacto trifasico sdlido-liquido-gas (Figura 24-B), (Gea Jbdar, 2006).
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Gas
©| Liquido

A
v

Sélido

(8)

(A)
Figura 24. (A) Equipo TANTEC Contact Angle Meter, (B) Tensiones interfaciales en equilibrio.

NOTA: Foto tomada en L-414, FESC-UNAM.
Se dividi6é cada pelicula en 8 partes (Figura 25-A), se formaron tiras de 8cm de

largo por 3 cm de ancho, se realizaron cortes uniformes, procurando un area
constante de 24 cm? para ser evaluadas en tres diferentes zonas (Figura 25-B).

(B)

(A)

Figura 25. (A) Corte de peliculas para determinar angulo de contacto, (B) Zonas establecidas
paramedicion de angulo de contacto.

NOTA: Foto tomada en L-414, FESC-UNAM.
3.2 Propiedades mecanicas

2.3.2.1 Textura

Los ensayos de traccion se efectuaron mediante un Texturometro TA-XT plus
Texture Analyser (Figura 26). La prueba consiste en un ensayo mecanico de
tension-deformacion, de una muestra hasta su ruptura (ASTM D638, 2010). Se
empled una celda de carga de 50 N y pinzas de tension (A/TG), dejando una
separacion entre las pinzas de 80 mm y se aplicé una velocidad de 50 mm/min
(ISO 527-3, 1995).
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Se cortaron de 8cm de largo por 5cm de ancho, se colocaron en el dispositivo
dentro de las mordazas tensoras, el ensayo dura varios minutos y es destructivo,
la muestra de ensayo es deformada permanentemente y a menudo rota. De los
ensayos de traccion realizados se obtienen los datos para fuerza de ruptura 'y %
de elongacién.

Figura 26. Texturémetro TA XT Plus, Texture Analyser.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Biopolimeros, Universidad Iberoamericana.
2.3.3 Propiedades térmicas

2.3.3.1 DSC (Diferential Scanning Calorimetry)

Se empleo la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido (DCS), utilizando un
Calorimetro TA-INSTRUMENTS (Figura 27). Es una técnica dinamica que mide
variaciones energéticas asociadas a los cambios quimicos, proporcionando flujo
de calor (Brown, 2001).

Figura 27. Calorimetro TA- INSTRUMENTS.

NOTA: Foto tomada en Nave 3000, FESC-UNAM.
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Se programa en el equipo el intervalo de temperatura al que se efectuara la
prueba, las muestras se calentaron de 10°C a 120°C, con una velocidad de
calentamiento de de 10°C/min. Se dispone de dos capsulas, en una de ellas se
adicionan 3-5 mg en de muestra, la otra capsula que es la de referencia
permanece vacia (Figura 28).

O y
Q R

(A) (B)

Figura 28. (A) Seccion interna del calorimetro, (B) Representacién de la ubicacion de la
capsula en la seccién interna.

NOTA: Foto tomada en Nave 3000, FESC-UNAM.

Inicialmente la celda de referencia y la muestra se encuentran equilibradas a la
temperatura inicial después se someten a calentamiento por medio de calefactores
gue se encuentran de forma independiente (Figura 29), los calefactores se
encuentran controlados por un programa conectado directamente con el equipo
gue comprueba si se producen diferencias de temperatura entre la muestra y la de
referencia.

Calefactores

] [
Muestra Referencia - Sistema
aislado
(M) (R)

N

AN

N

Sensores de
temperatura

Figura 29. Esquema del principio de la técnica DSC.

Asi, los datos se obtienen en forma de diferenciales de calor en funcion de la
temperatura (dH/dt), del ensayo se obtiene un termograma resultante (Figura 30).
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Flujo
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s0 B0 gl an Tempe raturs,

Figura 30. Representacion gréafica de un analisis DSC.
2.3.4 Propiedades Opticas

2.3.4.1 Colorimetria

El color de la pelicula comestible se determiné mediante un colorimetro Minolta, es
un colorimetro triestimulo, mide el color a través de tres filtros de banda ancha
correspondientes a las curvas espectrales de sensibilidad (Figura 31).

Figura 31. Colorimetro Minolta CR 400.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Biopolimeros, Universidad Iberoamericana.

Se uso6 el modelo CIELCH (CIE L*C*h°), modelo derivado del sistema CIELAB, la
localizacion de cualquier color en el espacio de color se determina mediante sus
coordenadas de color: L* representa la diferencia entre blanco y oscuro, las
componentes a* y b* representan coordenadas de color (Sahin & Sumnu, 2009).

De los datos obtenidos se calculo la coordenada croma C* y el angulo de tono h*
(Rodriguez, Sanchez, Gonzalez, Chafer, & Vargas, 2011). Se realizaron los

47

——
| —



Metodologia| UNAM

calculos de acuerdo a las ecuaciones establecidas en el sistema CIELCH (Tabla
10) y se valoraron de acuerdo al circulo cromatico (Figura 32) y las escalas
establecidas (Tabla 11), para concluir el analisis colorimétrico.

Tabla 10. Ecuaciones para determinacion de pardmetros del color Sistema CIELCH.

1
Croma C* = (a2 + b*2)2

*

. b
Tono h’ = tan™! (;) cuandoa* >0y b* >0

*

. b
h° =180+ tan? <;) cuandoa* < 0

Tabla 11. Escalas para el analisis de parametros de color.

a* (+) rojo/ (-) verde
b* (+) azul / (-) amarillo
Luminosidad (L*) 0 (oscuro) a 100 (blanco)
Croma (C*) 0a 100
Tono (h°) 0° a 360°

\

Tono IZH’]‘

B

Figura 32. Espacio de color del Sistema CIELCH.
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2.3.4.2 Microscopia

La caracterizacion microestructural de la pelicula comestible se determind por
medio de un microscopio optico ZEIGEN (Figura 33), integrado con una camara
marca MOTICAM y un software Motic Images Plus 2.0, lo que permitio enviar las
imagenes del microscopio a la computadora.

Figura 33. Microscopio ZEIGEN con camara MOTICAM 1000 (1.3 MP Live Resolution).

NOTA: Foto tomada en cubiculo de Fisicoquimica, FESC-UNAM.

Para realizar la prueba, se corto la pelicula comestible de acuerdo a una
geometria cuadrangular de aréa igual a 1cm? (Figura 34-A), evaluando tres zonas
de la peliculalos extremos y centro (Figura34-B), se coloca la pelicula sobre un

portaobjetos y colocando sobre la misma un cubreobjetos, para ser observadas en
el microscopio.

(A) (B)

Figura 34. (A) Dimensiones de la pelicula comestible, (B) Zonas evaluadas para prueba de
Microscopia.

NOTA: Foto tomada en L-414, FESC-UNAM.

Se empled el objetivo de 10X, se analizaron diferentes zonas de las peliculas con
la finalidad de observar la homogeneidad de la muestra y la morfologia de la
pelicula. Se hace la captura de la imagen, se observa la estructura de la pelicula
mediante el programa de software del equipo y se mide el diametro de las gotas
de aceite encontradas en la estructura de la pelicula.
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2.4 OBJETIVO PARTICULAR 4
Analizar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano mediante pruebas
microbioldgicas (sensibilidad antimicrobiana) desarrolladas de forma in vitro para
control de Listeria monocytogenes.

2.4.1 Esterilizar el material a utilizar
Se esterilizaron tubos de ensaye para colocar las diluciones de la bacteria e
hisopos para emplearlos en la siembra de la bacteria en el medio de cultivo Casoy.

Para la esterilizacion de los hisopos se colocaron dentro de tubos de ensaye
cuidando dejar el tapén semiabierto, de igual forma para los tubos de ensaye se
colocan las tapas semiabiertas para evitar que estallen por la presién al meterlos
en la autoclave, no se colocaron en gradilla debido al espacio reducido de la
autoclave por lo que se metieron en un envase cilindrico de metal. Para evitar que
se muevan los tubos de ensaye, se colocan en un cubo de papel que es elaborado
como lo muestra la Figura 35-A, mismo que es acoplado en el envase metalico
(Figura 35-B).

(a) (b) (¢) (d) (e) (f)
(A) (B)

Figura 35. (A) Cubo de papel empleado para esterilizacion, (B) Tubos de ensaye e hisopos
esterilizados.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Bacteriologia, FESC-UNAM.

Se colocan dentro del esterilizador por 15 minutos manteniendo constante la
temperatura a 121°C (15 Ibs. de presion). Sacar los tubos de ensaye y cerrar bien
la tapa para generar vacio y conservar la esterilizacion para su posterior empleo.

2.4.2 Preparar medio de cultivo en caja petri
Para el desarrollo del medio de cultivo se empled el agar Casoy o Tripticasa de
Soya Agar (TSA).

Preparacion:

Teniendo la relacién 40.1g de agar — 1L de agua, se preparan 250 ml de medio de
cultivo, aproximando obtener 12 cajas de petri con medio de cultivo.

40.1 g agar

0.250 L ( ) = 10.025g agar

1L agua destilada
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Se rehidratan 10.025g de agar colocando agua destilada en un matraz
Erlenmeyer, disolver por medio de agitacion manual durante 5 minutos, se mide el
pH debe ser igual a 7.0, colocar una tapa de aluminio para evitar cualquier tipo de
contaminacion, después calentar en el mechero, se mantiene agitacion constante
hasta el punto de ebullicibn durante 1 minuto para disolverlo por completo,
esterilizar en la autoclave a 121°C (15 Ibs. de presion) durante 15 minutos. Dejar
enfriar aproximadamente a 45°C. Verter 20 mL de cultivo en cada una de las cajas
de Petri estériles, se deja enfriar el agar para que solidifique, obteniendo este
resultado se mete en la estufa por 24h, transcurrido este tiempo, revisar que los
medios de cultivo no presenten crecimiento de colonias de lo contrario desecharlo,
después de esto se conserva en refrigeracion de 2° a 8°C para su posterior uso
(Figura 36). Es importante que el medio alcance un grosor uniforme de 4mm
(x0.5mm), si es mas fino dara una falsa sensibilidad y si es mas grueso dara una
falsa resistencia.

Figura 36. Medio de cultivo agar Casoy.

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Bacteriologia, FESC-UNAM.

2.4.3 Determinacion de la concentracion de Listeria monocytogenes para
realizar pruebas in vitro

Para realizar las pruebas de sensibilidad antimicrobiana se determind la dosis
efectiva de L. monocytogenes, por medio del método directo de inoculacion a
partir de colonias aisladas (Sacsaquispe & Velasquez, 2002)

2.4.3.1 Preparacion del indculo
Emplear una cepa de Listeria monocytogenes e inocularla en agar Casoy, llevar a
incubacion durante 24h a 37°C.

Verter en los tubos de ensaye solucion salina estéril, preparar la disolucion de la
bacteria empleada, ajustando a la escala 0.5 McFarland.

Agitar en un vortex mecanico la disolucion de bacterias en solucion salina para
comparar visualmente con el patrén, teniendo luz adecuada se compara la
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turbidez de la suspension bacteriana con la turbidez del patron sosteniendo los
tubos contra un fondo oscuro (McFarland, 1907).

Realizar la siembra de las diferentes concentraciones de bacteria elaboradas,
dentro de los 15 minutos siguientes del ajuste de la turbidez del in6culo.

2.4.3.2 Inoculacion de las placas

Sumergir un hisopo estéril en la suspensién bacteriana, rotarlo varias veces
presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del
liguido para remover el exceso de indculo.

Inocular la superficie seca de la placa de agar Casoy, estriando con el hisopo y
sembrar de manera masiva.

2.4.3.3 Incubacion
Se llevan las placas a una estufa de incubacion, se colocan en posicion invertida
durante 24h a 37°C.

2.4.4 Analizar el efecto antimicrobiano

2.4.4.1 Prueba in vitro (sensibilidad antimicrobiana)

Para determinar la efectividad del antimicrobiano utilizado (aceite esencial de
orégano) en las peliculas comestibles se realizaron pruebas in vitro con tres
concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5%) de aceite esencial contenido en la pelicula,
empleando el método de difusion en agar, este método permite determinar el
grado de inhibicién del crecimiento de los microorganismos (Guiza & Rincén,
2007).

2.4.4.1.1 Inoculacién de las placas

Se empled la concentracién de Listeria monocytogenes previamente determinada,
concentracién que permitié observar el crecimiento de la bacteria en el medio de
cultivo, se realizé la siembra de la bacteria empleando un hisopo.

2.4.4.1.2 Aplicacion de la pelicula

Colocar la pelicula sobre la superficie de la placa de agar Casoy, con la ayuda de
una pinza estéril o la punta de una aguja presionando suavemente sobre cada
pelicula, para segurar un contacto completo con la superficie del agar.

Distribuir la pelicula uniformemente de modo que estén a una distancia minima de
25mm una de la otra, se debe evitar la superposicion de las zonas de inhibicion; la
pelicula no puede ser removida una vez que tomo contacto con la superficie del
agar debido a que los comonentes pueden difundirse rapidamente.
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2.4.4.1.3 Incubacion

Se incuban las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores a
la aplicacion de las peliculas, durante 24h a una temperatura constante de 37 °C.
Despues del tiempo de incubacion, examinar cada placa y medir los halos de
inhibicion que presenta la pelicula comestible.

2.4.4.1.4 Sensibilidad antimicrobiana

Para observar la efectividad del antimicrobiano (aceite esencial de orégano) ante
la inhibicion del crecimiento de la bacteria, se realizaron peliculas sin aceite
esencial y peliculas con aceite esencial con tres diferentes concentraciones (0.5,
1.0 y 1.5%) (Paredes, Gastélum, & Silva, 2007); se cortaron las peliculas con
geometria cuadrangular de 1cm? colocandolos en el medio de cultivo como indica
la Figura 37 para observar si la pelicula presenta o no inhibicion.

Pelicula con aceite esencial

Pelicula sin aceite esencial

Figura 37. Division del medio de cultivo y ubicacion de las peliculas comestibles.

El efecto antimicrobiano de la pelicula se determiné observando la formacion de
halos de inhibicion en el area de contacto asi como alrededor de la pelicula.
(Romero, Zamudio, & Bello, 2011).

2.4.2.1.5 Lectura de las placas

Medir las zonas de inhibicién completa (incluyendo la pelicula) usando una regla o
calibrador. Se debe mantener iluminada la parte posterior de la caja petri con una
luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre un fondo negro.

Tener la precaucién de observar la placa siguiendo una vertical directa para evitar
una lectura erronea de las marcas de la regla por efecto del paralelismo.

Medir la inhibicién del crecimiento visible que puede ser detectado mediante
observacion visual, no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequefias
gue puedan ser detectadas solo con mucha dificultad en el borde de la zona.
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2.5 ANALISIS ESTADISTICO
Se establecié aplicar un analisis estadistico simple para el tratamiento de los datos
obtenidos en cada prueba realizada.

El andlisis consiste en obtener la media aritmética (medida de tendencia central),
desviacion estandar (media Gtil para saber cuanto difieren entre si los datos) y el
coeficiente de variacion mediante las ecuaciones que se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Ecuaciones para tratamiento estadistico.

MEDIDA DE TENDENCIA FORMULA

Media aritmética
x1+x2+x3+---+xn

x =

Desviacién estandar

Coeficiente de variacioén

DONDE: Xi=numero de datos
n=tamafno de la muestra

Se realiz6 diferente tratamiento para cada evaluacion, debido a que la cantidad de
muestras y repeticiones realizadas fue variable en cada prueba, de modo que no
fue posible generalizarlo en un solo disefio estadistico.

De acuerdo al numero de muestras utilizadas en cada ensayo y el numero de
réplicas realizadas, se analiz6 de manera particular en cada determinacion.

En la Tabla 13, se muestra de manera concreta el nimero de pruebas, muestras y
réplicas, que se efectuaron en cada determinacion para el analisis estadistico de
los datos, obteniendo siempre en cada prueba el promedio, desviacion estandar y
coeficiente de variacion.

Las tablas que se reportan en el capitulo de resultados, corresponden al promedio
obtenido en cada determinacion realizada, Gnicamente se emplean los valores de
desviacion estandar y coeficiente de variacion cuando se presenta una dispersion
significativa en lo datos.
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Tabla 13. Resumen de las determinaciones realizadas.

DETERMINACION No. DATOS #No. REPETICIONES
OBJETIVO PARTICULAR 1
Materia extrafia 4 |otes 3
% Humedad 4 lotes 3
Rendimiento- Extraccién 1 muestra 38
indice de Refraccion 38 a.e.o 3
Densidad 1 muestra 3
Organoléptico 2 mtas.- 4 pruebas 30
OBJETIVO PARTICULAR 2
Estabilidad 2 mtas.-3 tiempos 3
Espesor 5 zonas 3
OBJETIVO PARTICULAR 3
Permeabilidad al O, 1 muestra 3
Permeabilidad al vap. H,O 1 muestra 3
Angulo de contacto 3 mtas.- 3 zonas 5
Textura 3 muestras 3
Color 1 muestra 3
Microscopia 3 mtas.- 3 zonas 3
OBJETIVO PARTICULAR 4
Halo de inhibicién 3 concentraciones 3
(55 )
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CAPITULO lll. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS OBJETIVO PARTICULAR 1

3.1.1 Obtencién de material vegetal empleado para la extraccién de aceite
esencial (Orégano seco).

Las hojas de orégano seco, se obtuvieron en la Colonia San Juan Atlamica, donde
se investigd que la matriz distribuidora tiene la siguiente ubicacion: Mexiquense
s/n nave 2, Bodega 2 Interior B, Ex hacienda los Portales, Tultitthn Estado de
México, C.P. 54900. Se compraron 4 lotes de hojas de orégano seco (en los que
también estaban presentes inflorescencias) de 1 kg cada lote, el material vegetal
se obtuvo de marzo a octubre de 2012.

3.1.2 Identificacion botéanica de la especie de orégano empleado.
La identificacion taxondmica del material botanico fue realizada por la M. en C.
Ma. Edith Lépez Villafranco *, el ejemplar de referencia se integré en la coleccién
botanica del Herbario IZTA de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala UNAM
(Figura 38) y registrado con los datos que se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Identificacién taxondmica del material biol6gico empleado.

NOMBRE FAMILIA NOMBRE No. DE
CIENTIFICO POPULAR REGISTRO
Lippia graveolens VERBENACEAE “Orégano” 2187 IZTA
Kunth

= &

Figura 38. Ejemplar integrado a la coleccién botéanica.

NOTA: Foto tomada en Herbario, FESI-UNAM.

* Certificado de identificacion taxonémica de orégano mexicano (Figura 50, Anexo IV).
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3.1.3 Descripcion del material vegetal.

La especie Lippia graveolens Kunth. presenta las siguientes caracteristicas: Se
observa que en los lotes de muestra vegetal solo se tiene la parte aérea de la
planta (hojas, pequefios tallos y algunas inflorescencias).

Las hojas son de color verde grisaceo, entre 1 y 2.5 cm de largoy de 0.5 a 1.0 cm
de ancho, de forma ovalada con bordes dentados con el haz denso y con ligeras
vellosidades (Figura 39-A). El envés tomentoso, el margen finamente crenado, el
apice redondeado, peciolos de 5 a 10 mm de largo (Figura 39-B). Las
inflorescencias en forma de espigas oblongas, constituidas por pequefias flores,
sésiles y de 4-10 mm de largo, ovaladas a lancelotadas (Figura 39-C).

(A) (8) @

Figura 39. Vista macroscoépica de la especie Lippia graveolens Kunth, (A) Haz de la hoja, (B)
Envés de la hoja, (C) Inflorescencia.

NOTA: Foto tomada en L-324, FESC-UNAM.
3.1.4 Control de calidad de materia prima (Hojas de orégano seco)

3.1.4.1 Determinacion de materia extrafia
La Tabla 15 muestra el porcentaje y naturaleza de la materia extrafia de la
muestra orégano.

Tabla 15. Materia extrafia en cada lote de orégano adquirido.

NUM. DE LOTE Y MES MATERIA OBSERVACIONES
DE ADQUISICION EXTRANA (%

Lote 1. Marzo 2012 0.96 Trozos de madera, pequefias
basuras.

Lote 2. Abril 2012 0.74 Cambios de coloracion en hojas.

Lote 3. Mayo 2012 0.80 Mezcla con otras especies
vegetales.

Lote 4. Octubre 2012 0.78 Trazas de materiales de
empaque.
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Ademas del almacenaje que depende de la variabilidad de estas cifras, también el
transporte del mismo, se deben tener en cuenta estos criterios, para mantener en
condiciones que protejan contra la contaminacion y reduzcan al minimo los dafios
de la materia prima almacenadas, prolongando su vida atil y manteniendo alta
calidad del material (CAC/RCP 42, 1995).

Los valores obtenidos permanecen dentro de los limites permisibles establecidos,
los valores son aceptables excepto en el lote 1, en que las cifras estan cercanas
al limite maximo que es del 1% (NMX-F-429, 1983).

De acuerdo con (WHO, 1998), el porcentaje maximo permitido es del 2%, se
concluye que la muestra de orégano adquirida se encuentra dentro de las
especificaciones establecidas.

3.1.4.2 Determinacién de la humedad en hojas de orégano seco
Se muestra en la Tabla 16 el porcentaje de humedad obtenido en cada lote de
orégano que se adquirié para realizar la extraccion del aceite esencial.

Tabla 16. Porcentaje comparativo de humedad en lotes de orégano adquiridos.

NUM. DE LOTE Y MES HUMEDAD

DE ADQUISICION (%)
Lote 1. Marzo 2012 6.72
Lote 2. Abril 2012 6.23
Lote 3. Mayo 2012 6.57
Lote 4. Octubre 2012 6.80

El contenido de humedad en los alimentos es un factor de calidad en el alimento,
se debe establecer un control sobre esta propiedad para asegurar estabilidad y
conservacion teniendo prolongada vida util.

El limite maximo permitido para el orégano seco es de 10% (NMX-F-429, 1983),
los valores obtenidos en las determinaciones se encuentran por debajo del
intervalo establecido por la norma, por lo que se indica que el material adquirido
fue secado mediante un proceso controlado, obteniendo un producto de alta
calidad comercial (CAC/RCP 42, 1995).

Con los datos obtenidos, es posible afirmar que el producto se mantendra estable
durante largos periodos de almacenamiento, impidiendo el desarrollo de
microorganismos, no genera reacciones de deterioro, es decir la muestra se
mantiene en condiciones 6ptimas para su posterior utilizacion.
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3.1.5 Extraccion del aceite esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth).
Para obtener el aceite esencial de orégano, se destilé en 38 ocasiones, colocando
siempre la misma cantidad de agua destilada y muestra de orégano, en cada
destilacion.

El proceso se realiz6 empleando 100g de muestra vegetal y 1600 mL de agua
destilada, se mantuvo a una temperatura de ebullicion, durante un tiempo de 180
minutos, tiempo suficiente para extraer todo el aceite esencial del material,
destilando a razoén de 1ml/h, controlando que la recirculacion del agua estuviera a
temperatura constante de 10 °C, con ello se aseguraba una adecuada
condensacion de los compuestos volatiles.

Se observo que el volumen de agua colocada en el dispositivo de destilacion
requeria 30 minutos para iniciar la generacion de vapor, después de ese tiempo se
generaba la primera gota de aceite esencial.

La Figura 40, representa el rendimiento de aceite esencial obtenido en cada
extraccion.

Rendimientovolumeétrico de AEO

=Y
1

Rendimiento (3:)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37

Mimero de hidrodestilacion

Figura 40. Rendimiento de aceite esencial de orégano obtenido en cada destilacion.

Se obtuvo el promedio del rendimiento de las extracciones realizadas, siendo
3.2894% el valor calculado, de manera general se obtuvo un alto rendimiento
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comparado con datos reportados sobre la misma especie (Flores, Hernandez, &
Lopez, 2011), justificando asi que el método de extraccion mediante
hidrodestilacion y la seleccion del material vegetal empleado fueron los adecuadas
para la obtencién de aceite esencial de orégano.

En la Figura 40, se muestra que los datos no mantienen una misma tendencia, la
variacion de los resultados se debe a varios factores pudiéndose mencionar los
siguientes: el flujo de vapor, control de la temperatura del sistema y flujo de agua
de enfriamiento, temperatura del espacio donde se realizé la destilacion, el tiempo
que habia estado almacenado el material, disefio de la trampa Clevenger,
caracteristicas de la muestra vegetal (variacion estacional).

En las barras con mayor valor de rendimiento, da este resultado porque en la
muestra vegetal suministrada a la destilacion, habia mayor cantidad de
inflorescencias, la bibliografia indica que es en esta parte de la planta donde se
concentra la mayor cantidad de aceite esencial.

De modo contrario, también se muestran barras que estan por debajo del
promedio de rendimiento, por ejemplo en el niumero de hidrodestilacién 31, se
tiene un porcentaje bajo, se considera que el factor relevante que influyo es el
sistema de enfriamiento no adecuado, el proceso se realiza a temperaturas muy
altas y la volatilizaciéon de los componentes del aceite se hace mucho mas fécil,
deduciendo que un sistema de condensacion inadecuado provoca la pérdida de
los componentes volatiles, llevando asi a obtener menor rendimiento en la
destilacion.

Se establecié colocar 100 g de muestray 1.6 L de agua debido a que esta relacion
permitio obtener alto rendimiento de aceite esencial y el volumen de agua fue
suficiente para finalizar el proceso sin tener que pausar el sistema para suministrar
més cantidad.

Se debe tener control estricto de la temperatura ya que el material vegetal esta
inmerso en el agua en ebullicion durante todo el tiempo de la extraccion, los
productos volatiles pueden descomponerse parcial o totalmente modificando asi
Su composicion quimica, calidad o el rendimiento del producto.

3.1.6 Parametros de calidad del aceite esencial
3.1.6.1 Fisicos

3.1.6.1.1 indice de refraccion
Se midié el indice de refraccion al aceite esencial de orégano obtenido de cada
destilacion, obteniendo los datos que se muestran en la Tabla 17.
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Tabla 17. Comparativo de promedios obtenidos de indice de refraccion (20°C + 1°C).

nD REFERENCIA nD EXTRAIDO  nD ALMACENADO

1.5020 a 1.5080 1.5026 1.5079
REFERENCIA: (FCC, 1996).

El indice de refraccion, es utilizado como una prueba para control de impurezas y
calidad en aceites puros, tanto a nivel laboratorio como nivel industrial.

Los aceites esenciales poseen un indice de refraccion elevado, el promedio del
indice obtenido para el aceite de orégano a 20°C fue de 1.5026, encontrandose en
el intervalo reportado como referencia en la Tabla 17, teniendo los intervalos de
refraccion similares entre cada destilado, se puede hacer una mezcla de todos los
aceites obtenidos, de lo contrario no se pueden combinar, ya que afectaria las
propiedades generales del aceite homogenizado final.

Se separo una fraccion de esta mezcla resultante, para almacenarlo y comprobar
esta propiedad después de un periodo de almacenamiento. Los datos que se
muestran en la Tabla 17, hacen el comparativo entre el valor del indice de
refraccion del aceite esencial recientemente obtenido de la hidrodestilacion y otro
almacenado durante un periodo de ocho meses.

Ambos valores se encuentran en el intervalo de los parametros establecidos en la
norma, teniendo como observacion que el indice almacenado presenta un valor
proximo al limite permitido, mientras mayor sea el valor del indice de refraccion,
mas lentamente viajara la luz a través de él, en este caso, se ve directamente la
diferencia con la coloracion que presenta cada uno.

Se realiz6 la comparacion en esta determinacion, para observar si el método de
almacenamiento habia sido el adecuado, corroborandose con el indice que
después del tiempo almacenado, el aceite presentaba un indice que esta dentro
del rango permisible, sin embargo, no se puede constatar que la efectividad de sus
componentes continde siendo la misma.

En la Figura 41, el aspecto de cada aceite muestra un minimo cambio en el color
entre cada uno, en el producto almacenado se ve un tono amarillo mas intenso,
con la coloracion que presenta, se intuye que hay oxidacion de algunos
componentes del producto.
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Figura 41. Comparativo de aceites esenciales, (A) Extraido, (B) Almacenado.

NOTA: Foto tomada en L-324, FESC-UNAM.

El proyecto esta enfocado en la efectividad del aceite como antimicrobiano por lo
gue con lo indicado anteriormente se establece que para obtener resultados
adecuados durante la experimentacion, se emplee el aceite con un periodo corto
de almacenamiento, asegurando efectivos resultados en determinaciones
posteriores.

3.1.6.1.2 Densidad
En la Tabla 18, se muestran los valores comparativos de densidad, entre el aceite
obtenido de manera experimental y uno reportado en literatura.

Tabla 18. Comparativo de promedios obtenidos de densidad (g/mL, 20°C + 1°C).

p REFERENCIA p EXPERIMENTAL
0.935 a 0.960 0.9349
REFERENCIA: (FCC, 1996).

El promedio obtenido en el aceite de estudio a 20°C fue de 0.9349 g/mL, valor que
se préxima estrechamente al limite inferior reportado de 0.9350 g/mL, la diferencia
es minima entre el valor resultante y el de la literatura, probablemente se deba a
diferencias en el origen de la planta puesto que la densidad de los aceites varia
dependiendo de la especie y del lugar de origen de la muestra vegetal.

Se observa que la densidad del aceite esencial es menor a la densidad del agua
(0.9983 g/mL 20°C), caracteristica que era de esperarse, ya que es la responsable
de hacer posible la separacion de fases entre el aceite y el agua durante el
proceso de destilacion.
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3.1.6.2 Espectrofotométricas

3.1.6.2.11R

El género Lippia presenta variacion en la concentracion de su composicion
guimica teniendo como principales constituyentes quimicos los compuestos
fendlicos: timol y carvacrol.

En la Figura 42, se muestra el espectro infrarrojo del aceite esencial de orégano,
sefialando los valores de cada banda espectral para ser analizado en conjunto con
los componentes quimicos mayoritarios presentes en el producto obtenido.

"
n

i =]
2757 18
T84

b=
2068 80

1511 35

-
n
3521 80

1451 19
. = ./
1416 .‘l':l-la?s . i P

AT A
1815 a3
1581.00
a53 10

T Transmtanca
]
L=}

= o
289653137
1z .
115040 =
.:!'?a"f-":n‘&z e

28551 5\
25032
128338

= 0
805 ‘H“...\

b

A000 3500 300 2500 200 1500 1000 s00
NOmere de Ondas (om-1)

Figura 42. Espectro IR de aceite esencial de orégano.

Los espectros de absorcion IR del aceite esencial de orégano y los compuestos
fendlicos, se compararon con los intervalos reportados en tablas de cada grupo
funcional (Pretsch, 2009), para encontrar los grupos funcionales presentes.

La Tabla 19, representa un comparativo entre las principales frecuencias
identificadas en el espectro infrarrojo del aceite esencial de orégano y los
espectros de sus componentes identificados como mayoritarios: timol y carvacrol.”

> Espectros Infrarrojo: Carvacrol y Timol (Figuras 51-52, Anexo V)
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Tabla 19. Frecuencias identificadas en espectrofotometria IR.

GRUPO REPORTADO CARVACROL TIMOL

FUNCIONAL v (cm™) v (cm™) v (cm™)
ALCANOS
C-Hst 3000-2840 2900 2890 2863.32
CH, & 1475-1450 1450 1451.19
CHs & ¢ 1395-1365 1370 1380 1356.20
CHsy 1250-800 800 800 805.28
CH, y 770-720 750 750 732.45
C-Dst 220-2080 2088.60
ALQUENOS
=CH s7 3040-3010 3010 3020
=CH?& 1420-1290 1300 1300 1416.36
=CH & oop 1005-675 700 691.29
AROMATICOS
ar C-H st 3080-3030 3050
ar C-C 1625-1575 1600 1580 1581.00
Comb 2000-1650 1650
ar C-H®& 1250-950 960 980 1052.24
ar C-H®& oop 900-650 859.10
ALCOHOLES
O-H st 3650-3200  3350-3200  3600-3400  3550-3200
C-H st 3080-3030 3030
O-H o0p 1450-1200 1400 1400 1416.36
C-Ost 1260-970 1240 1240 1223.22
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Figura 43. Regiones del espectro IR.
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Cada grupo funcional absorbe radiacion (genera una banda IR) en un intervalo
concreto de frecuencias, se analizaron las cuatro regiones espectrales: Region de
vibracion de extension X-H, Region del triple enlace, Region del doble enlace,
Region de huella dactilar. Esta Ultima region tiene relevante importancia debido a
gue se puede establecer la correspondencia de dos espectros, en esta region
constituye la prueba de identidad de la muestra evaluada (Skoog, Holler, &
Crouch, 2008), en la Figura 43, se muestran las regiones que se evaluan en los
espetros infrarrojo, mostrando que tipo de grupo funcional se presenta en cada
region.

De las bandas espectrales del carvacrol y timol, se realiz6 el comparativo con el
aceite esencial de orégano, para identificar la presencia de los de los grupos
funcionales, en el analisis se muestra que existe similitud entre las frecuencias
identificadas en el espectro caracteristico de cada componente, concluyendo que
estan presentes los compuestos fendlicos mayoritarios en el aceite esencial
obtenido mediante hidrodestilacion.

3.1.6.3 Organolépticos
A partir de la prueba de evaluacion sensorial se generalizan los atributos del aceite
esencial de orégano determinado por el panel de jueces (Tabla 20).

Tabla 20.Atributos sensoriales del aceite esencial de orégano.

PARAMETRO  DESCRIPTOR |

Sabor Especiado agradable
Color Amarillo

Apariencia Liquido

Olor Caracteristico

En la prueba se evaluaron cuatro parametros en dos muestras diferentes
indicadas como A (aceite extraido) y B (aceite extraido almacenado).

En los resultados se establecié que el aceite esencial de orégano se presenta en
forma de liquido traslicido, no viscoso, sin precipitados, de color amarillo,
presenta olor concentrado de orégano descrito como caracteristico de la materia
prima empleada (sui generis), el sabor se identific6 como especiado causando
aceptacion al degustarlo.

No existio diferencia entre los resultados de los parametros correspondientes al
olor, sabor y apariencia conservando iguales atributos después de un prolongado
tiempo; respecto al color, se ve afectado el resultado por efecto del tiempo de
almacenamiento (8 meses), teniendo una coloracion amarilla evaluada con un
tono en mayor intensidad.
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En la Tabla 21 se representan las muestras que fueron valoradas y el color
asignado por los jueces mediante la carta de color.

Tabla 21. Comparativo del parametro de color en AEO.

EXTRAIDO ‘ ALMACENADO

RAL 1012 RAL 1004

Amarilln | imAn Amarilln Orre

3.2 RESULTADOS OBJETIVO PARTICULAR 2

3.2.1 Evaluacién de la estabilidad de la emulsidn.
Se determind la estabilidad de la emulsién en diferentes condiciones de
almacenamiento: tiempo y temperatura.

Tabla 22. Porcentaje de separacion de fases en la emulsién.

% Separacion  t; to ts
T, 433
T, — 133

NOTA: Tiempo (t;=1 dia; t,=1 semana; tz=1 mes) / Temperatura (T1=20 °C; T,= 6°C).

La Tabla 22, muestra los valores obtenidos en la determinacién de la estabilidad,
se identifica que no existe separacion de fases en el tiempo 1y 2.

La ausencia de separacion entre la fase acuosa y la fase oleosa, se debe
principalmente a la interaccién que ejerce el emulsificante empleado.

Cuando se forma el sistema disperso, el tensoactivo se absorbe en la interfase
entre el agua y el aceite, con su cadena hidr6foba orientada hacia el aceite y el
grupo hidrdfilo orientado hacia el agua.

El tensoactivo presenta un caracter anfifilico, es decir, tiene afinidad con la fase
dispersa y el medio dispersante permitiendo de esta manera que el sistema sea
estable en el que los globulos de aceite conservan su caracter inicial y
permanecen distribuidas uniformemente en la fase continua durante prolongados
periodos de tiempo.
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La separacion de fases, se presenta hasta el tiempo 3, equivalente a un mes del
almacenamiento de la emulsion, se observa que los factores principales que
alteran la estabilidad de este sistema son la diferencia de densidad y las
temperaturas que se manejaron, siendo la temperatura 1 quien presenta mayor
porcentaje de separacion comparado con la emulsién conservada en temperatura
de refrigeracion, aunque también se ve afectada por el tamafio y la distribucion de
de las particulas, regidos por la cantidad y la eficacia del emulsificante, el orden de
la mezcladura y la clase de agitacion que se haga.

Para el tiempo 3 en ambas temperaturas la emulsion ya no es estable, debido a la
presencia del fendmeno conocido como creaming que ocurre cuando se deja en
reposo la emulsidn, la separacion se presenta por diferencia de densidades en el
gue la fase dispersa se concentra en la parte superior del sistema.

El fendbmeno denominado creaming es reversible sometiendo la emulsién a una
operacion mecdanica de agitacion, se logran incorporar de nuevo las fases en un
sistema homogéneo, debe considerarse la efectividad que tendran los
componentes incorporados en la formulacion después de este periodo de
almacenamiento.

El tensoactivo estabiliza a la emulsion basicamente por dos efectos: uno, por
medio de una barrera electrostéatica, generando un potencial de repulsion que
evita la floculacién de las gotas de la fase dispersa; y el segundo, por una barrera
mecanica, que proporciona un caracter elastico adecuado, el cual evita la
ruptura y coalescencia de las gotas de la emulsion.

La potencial interaccion entre los componentes de la formulacién en el seno de la
solucion y en la interfase, ademas de la adicion del tensoactivo fue lo que permitié
gue la emulsion elaborada se mantuviera estable por un tiempo prolongado de
tiempo.

3.2.2 Seleccion de la pelicula comestible.
La pelicula se seleccion6 mediante un analisis visual que consistid6 en la
inspeccion detallada de las siguientes caracteristicas:

- Transparente

- Flexible

- Ausencia de poros, rugosidad superficial o grietas,

- Al desmoldarla no presentara rompimiento en su estructura.
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La Figura 44, muestra la apariencia fisica de la pelicula seleccionada como Optima
bajo los criterios antes mencionados.

Figura 44. Pelicula comestible antimicrobiana seleccionada.
NOTA: Foto tomada en L-414, FESC-UNAM.

Dentro de las operaciones realizadas para la elaboracion de la pelicula, el
preformado es una de las etapas importantes, dependiendo de la manipulacion
con la que se efectle este proceso, se vera reflejado en las caracteristicas finales
de la pelicula.

El espesor fue controlado vertiendo la misma cantidad de emulsion en el molde
(20 mL) cubriendo en su totalidad la superficie del bastidor, asegurando de esta
manera que el espesor de la pelicula sera uniforme en toda el area superficial.

Controlando el tiempo de secado (20 h) y la temperatura (20 °C £ 1°C) se
consigue obtener una pelicula comestible de calidad frente a las caracteristicas de
transparencia, consistencia y propiedades mecanicas, finalizado el secado se
tiene una pelicula con un area de 192 cm? el emplear un acetato durante el
desmoldado permitié evitar el contacto directo con la pelicula ademas de facilitar la
manipulacion del film.

3.2.3 Medicion de espesor de la pelicula comestible seleccionada.

De acuerdo con al Tabla 23, se indica que los espesores medidos son
homogéneos en toda la pelicula excepto en la secciébn A que presenta una
variacion de 0.001 respecto a la media.
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Tabla 23. Espesor de la pelicula determinado en diferentes secciones de la PCA.

A B C D E
ESPESOR (mm)  0.066  0.065  0.065  0.065  0.065

Se controld la cantidad de emulsion vertida en el bastidor de manera que este
factor no fue el que modificod el espesor, sin embargo, se revisé que el anaquel
donde fueron colocados los bastidores para el proceso de secado no se encuentra
adecuadamente nivelado, afectando directamente el espesor, afectando la
uniformidad de la pelicula comestible.

El rango en que varia el espesor de la seccion A con respecto a las demas
secciones, no presenta diferencia significativa entre los datos, por lo que se
considera despreciable, generalizando de esta manera que el espesor de la
pelicula es de 0.065mm, a medida que el espesor aumenta se incrementa la
resistencia a la tranferencia de masa a traves de ella.

3.3 RESULTADOS OBJETIVO PARTICULAR 3
3.3.1 Propiedades de barrera

3.3.1.1 Permeabilidad al oxigeno

La mayoria de las investigaciones sobre peliculas comestibles incluyen la
determinacion de permeabilidades a los gases, especialmente oxigeno y diéxido
de carbono, ya que estas propiedades estan relacionadas con las velocidades de
oxidacion y respiracion de los alimentos en los que se aplican. Sin embargo es
muy dificil comparar los resultados obtenidos de una investigacion a otra por la
diferencia en las condiciones experimentales como temperatura, espesor de las
peliculas, composicion de la pelicula y la humedad relativa (Kester & Fennema,
1986).

Es por ello que no se muestra un comparativo, solo se expone el dato resultante
de la determinacién, el valor obtenido en la permeabilidad al oxigeno para las
peliculas comestibles antimicrobianas es de 1.0476 E-5 gm™dia*atm™ °.

La permeabilidad a los gases puede ser vista como un factor negativo o positivo
dependiendo de la aplicacion y la naturaleza del gas permeante. Si se requiere
liberar los gases producidos por reacciones metabolicas del alimento es deseable
una alta permeabilidad del material del envase. Un ejemplo de esto, es la difusion
de los productos de respiracion de los alimentos como el etileno y dioxido de
carbono, al exterior de la pelicula (Mc Hugh & Krochta, 1994).

® Valores para determinar PO, (Tabla 33, Anexo V).
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Las peliculas con micro-poros permiten mayor intercambio de gases y son
capaces de mantener una atmoésfera modificada adecuada para minimizar las
reacciones fisiolégicas de los alimentos. En ocasiones se requiere una alta
permeabilidad del material para que ingrese el oxigeno, debido a que este gas
permite mantener distintas caracteristicas del alimento.

Por otra parte, si se requiere que el alimento no sufra alteraciones por la entrada
de gases, es deseable una baja permeabilidad asi el control de los intercambios
gaseosos permite la atenuacion de los procesos de oxidacion que se dan en
determinados alimentos. Para productos que se ven afectados por la presencia de
este gas, la reduccion o la destitucion total, junto con la prevencién de su entrada
al interior puede llegar a minimizar los efectos oxidativos y por consecuencia,
prolongar la vida util del alimento manteniendo su calidad.

El gas de mayor importancia en alimentos envasados es el oxigeno dado que la
vida atil de muchos productos perecederos es afectada por la presencia o
ausencia de este gas. El oxigeno juega un papel crucial en la vida util de los
alimentos ya que participa en el desarrollo de microorganismos, cambios de color
en carne fresca y curada, oxidacion de lipidos y en la respiracion de frutas y
vegetales. Estos cambios o su combinacién provocan alteraciones en el color,
olor, sabor y deterioro global de la calidad del alimento. Otros gases importantes
de acuerdo a la aplicacion de que se trate, son el dioxido de carbono, etileno
alcoholes y nitrogeno (Sothornvit & Krochta, 2000) es por esta razén que siendo
el gas de mayor relevancia se determino esta prueba empleando oxigeno como
gas permeante.

Los plastificantes son utilizados para disminuir las atracciones intermoleculares
entre cadenas de polimeros adyacentes, lo que a su vez facilita la penetracion de
las moléculas de gas a través de la estructura de la pelicula comestible (Bosquez,
Vernon, & Guerrero, 2003) siendo el aceite esencial y la matriz de polisacarido -
proteina quienes forman una red que presenta una excelente barrera al transporte
de gases.

Las peliculas de alta barrera al oxigeno se emplean para alimentos de larga vida
atil o muy sensibles a deterioro por parte de los gases. La presencia de oxigeno
puede acelerar la perdida de la calidad nutritiva y sensorial de los alimentos, la
barrera evita el egreso de aromas caracteristicos como ingreso de olores
indeseables del ambiente.

3.3.1.2 Permeabilidad al vapor de agua
Una de las propiedades mas importantes de una pelicula comestible es su
permeabilidad al vapor de agua.

71

——
| —



Resultados | UNAM

En la Tabla 24, se muestran los valores para velocidad de transferencia de vapor
de agua (VTVA) y permeabilidad al vapor de agua (PVA) de las peliculas
evaluadas.’

Tabla 24. Resultados de permeabilidad al vapor de agua de peliculas comestibles
antimicrobianas.

VTVA (gh™m?®  PVA (gh'm™Pa?) |
REFERENCIA 31.755 8.530 E-7
EXPERIMENTAL 16.4592 7.4661 E-7

Se muestra un resultado de referencia, (Carballo & Martinez, 2010) con el cual se
realiza un comparativo de los valores obtenidos de velocidad de transmision de
vapor de agua y permeabilidad al vapor de agua.

Respecto a los valores de PVA no existe diferencia significativa entre el valor de
referencia y el experimental, mientras que en el valor de VTVA se denota lo
contrario, esto se puede explicar debido a la funcion que cumplen los
componentes de la formulacién realizada, teniendo que los materiales empleados
forman una estructura con interaccion entre sus componentes que provocan se
reduzca la velocidad de transmision teniendo una estructura menos permeable.

Los recubrimientos y peliculas comestibles elaboradas a partir de polimeros
naturales, tales como polisacéaridos (almidén y derivados de la celulosa, alginatos,
pectinas, gelano, carragenano, etc.) asi como aquellos a base de proteinas,
muestran una baja resistencia al agua y poseen pobres propiedades de barrera.

Los polisacéaridos y proteinas son conocidos por su capacidad para formar
peliculas, a pesar de que pueden actuar como barreras efectivas al transporte de
gases (O, y CO,), presentan permeabilidad al vapor de agua elevada, las peliculas
comestibles son normalmente preparados usando éstos materiales y algunos
aditivos como plastificantes y agentes de entrecruzamiento requeridos en algunos
casos, en general los polisacaridos generan peliculas que no son buena barrera al
vapor de agua, debido a su naturaleza hidrofilica (Krochta J. , 1992).

Los polimeros ideales no exhiben efecto del espesor sobre la permeabilidad al
vapor de agua, el efecto se da directamente por la interaccion que ejercen los
componentes de la pelicula comestible, cuando la pelicula no esta actuando como
una barrera simple, se presenta un transporte difusional podria atribuirse a
asociaciones entre las moléculas de agua y los grupos funcionales. Estas

” Valores para determinar PVA (Tabla 34, Anexo VII).
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asociaciones entre el agua y la pelicula provocan hinchamiento y cambios de
estructura que facilitan la difusion de gases y vapores (Krochta J. , 1992).

Tanto las proteinas como los polisacaridos son materiales hidrofilicos que
interactuan con el agua afectando sus propiedades mecanicas Yy de barrera. Las
interacciones generalmente tienen un efecto plastificante que ocasiona un
incremento en la permeabilidad.

La incorporacion del plastificante modifica la organizacion molecular, haciendo la
estructura menos densa y como consecuencia mas permeable. El incremento de
la permeabilidad con el contenido de plastificante puede estar relacionado a
hidrofobicidad de la molécula de plastificante (Cuqg, Gontard, & Guilbert, 1997), al
introducir un plastificante hidrofilico que favorece la adsorcion y desorcion de
moléculas de agua se mejora la permeabilidad al vapor de agua de peliculas
basadas en hidrocoloides (Chinnan & Park, 1995).

El aumento de permeabilidad permite el movimiento del vapor de agua a través de
la pelicula, previniendo la condensacion de agua, que puede ser una fuente
potencial para el deterioro microbiano en el alimento. Si las peliculas se elaboran a
base de polisacéaridos puros, sin la adicion de plastificantes, tienden a presentar
velocidades de transferencia al vapor de agua mas bajos que la mayoria de las
peliculas hechas a base de proteina. La adicion de lipidos en las formulaciones de
las peliculas hechas a base de polisacaridos las hace excelentes barreras al vapor
de agua. Lo anterior se observa en los valores bajos de VTVA de la pelicula
elaborada comparada con la de referencia.

Las peliculas con mayor flexibilidad tienen una mayor permeabilidad al vapor de
agua, el aceite esencial incorporado contrarrestd el aumento de permeabilidad
ocasionado por el plastificante debido a que el aceite esencial es poco hidrofilico.

Por lo anterior se deduce que la estructura elaborada con polisacarido (alginato de
sodio), proteina (concentrado de proteina), plastificante (mezcla de glicerol-
sorbitol) y aceite esencial de orégano forma una pelicula comestible que presenta
buena propiedad de barrera a la humedad.

3.3.1.3 Angulo de contacto

Los resultado obtenidos en esta prueba de barrera a la humedad, se muestran en
la Tabla 25, especificando el valor de angulo de contacto evaluado en cada
superficie seleccionada.
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Tabla 25. Angulo de contacto evaluado en diferentes zonas de PCA.

|  ZONA EXTREMO1 CENTRO EXTREMO?2 |

| ANGULO (°) 77.0 76.2 76.4 |

El contacto entre una gota de liquido y una superficie sdlida depende de la
relacion entre las fuerzas adhesivas que son las responsables de la disposicién de
gotas sobre superficie y las fuerzas cohesivas del liquido que hacen contraer la
gota, segun se favorece o no la dhesiéon de una de las fases sobre las otras existe
mayor o menor mojabilidad siendo el angulo de contacto como la traduccion
cuantitativa de este concepto (Salager, 1987).

Es una propiedad superficial de los sélidos que cuantifica la tendencia hidrofilica o
hidréfoba como parametro para analizar los mecanismos de interaccion entre las
fases sdlida y liquida, se basa en la medida del dngulo formado entre una gota o
burbuja adyacente a una superficie plana y lisa.

De acuerdo con la composicion de la pelicula, puede ser de comportamiento
hidrofilico o hidrofébico, determinado por el valor de humectacion de la pelicula,
ésta medida varia entre 0° donde hay un mojado completo debido a que la energia
superficial del sélido es mayor que la del liquido y 180° donde el liquido toca toda
la superficie sélida justo en un punto.

Respecto a lo anterior mencionado, la pelicula comestible antimicrobiana muestra
una tendencia hidréfoba, ya que no existe afinidad entre la fase liquida y sélida, se
presentan fuerzas cohesivas ya que la gota no interacciona con la superficie de la
pelicula, ocasionando que la pelicula no absorba el liquido depositado, las
interacciones de las moléculas dentro de la pelicula, principalmente con los
enlaces polares, mismos que ocurren con el agua, son minimos, teniendo como
resultado baja permeabilidad de la pelicula.

Las regiones de estudio presentan una minima variacion entre los datos
obtenidos, dispersion originada por la cantidad de grupos hidréfobos presentes en
la zona de medicion, el alcance para el angulo de contacto no presenta una
variacion definida con respecto a las areas de estudio denominadas como exterior
1,2 y centro.

La permeabilidad también depende de factores como la zona de la pelicula,
componentes de la matriz, asi como de la distribucion del aceite esencial y el
tamafno de los globulos de aceite, estos elementos representan en conjunto un
factor clave en un sistema de humectacion.
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La naturaleza hifrofébica de los aceites esenciales mejora las propiedades de
barrera, el resultado finaliza con la obtencion de peliculas resistentes y de limitada
carga de grupos hidrofilicos libres, expresan mayor concentracion de grupos
hidrofobos en la superficie de la pelicula comestible, limitando la migracion de
humedad.

Se puede generalizar que el angulo de contacto tiene una relacion directamente
proporcional con la naturaleza fisica (rugosidad) y la naturaleza quimica (grupos
hidrofobos) de la superficie.

La importancia de esta propiedad radica en que los cambios fisicoquimicos vy
bioquimicos que ocurren en los alimentos durante el almacenamiento se deben
principalmente a la migracién de agua entre constituyentes alimenticios o entre el
medio ambiente (pérdida o ganancia de humedad), por lo que se puede extender
la vida de anaquel y elevar la calidad de los alimentos por limitacién de la
migracion de humedad que puede acelerar las reacciones deteriorativas
(Karbowiak & Debeaufort, 2005).

3.3.2 Propiedad mecanica

3.3.2.1 Textura

Las propiedades mecanicas que mas son medidas son la fuerza y el porcentaje de
elongaciéon. En la Tabla 26, se muestran los resultados de éstas propiedades
obtenidas en la pelicula comestible antimicrobiana.

Tabla 26. Comparativo fuerza de rupturay % de elongacion de PCA.

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3

FUERZA DE RUPTURA (g)  129.37 129.33 129.23
ELONGACION (%) 62.09 62.08 62.09

Los datos que se obtuvieron no presentan diferencia significativa debido a que se
mantuvo control en el espesor y condiciones de almacenamiento de las peliculas,
la fuerza tensil de la muestra 1, expresa el estrés maximo desarrollado en la
pelicula al someterse a la prueba de tension, mientras que el valor de elongacion
de la muestra 1 y 3 representan el porcentaje maximo al que puede estirarse la
pelicula hasta que se produzca una deformacion en su estructura.

Las propiedades mecéanicas de las peliculas, dependen en gran medida de la
formulacion empleada en su elaboracion, las interacciones entre el material de la
pelicula con otras sustancias como agua, plastificantes lipidos y otros aditivos
dispersos en la matriz influyen notablemente en su comportamiento mecanico.
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El principal componente que le confiere estas caracteristicas de baja fuerza de
ruptura y porcentaje alto de elongacion es el plastificante incorporado, siendo la
mezcla empleada de sorbitol y glicerol que favorece las propiedades mecanicas de
la pelicula antimicrobiana obtenida.

El plastificante es un factor muy importante en la formulacion, provee excelentes
propiedades mecanicas a las peliculas elaborados, la inclusion de éste elemento
afecta las interacciones en la matriz de la pelicula, favoreciendo su movilidad,
permitiendo aumentar la elongacion de la pelicula y mejorando asi su flexibilidad,
y provoca un efecto negativo en las propiedades de barrera de las peliculas
debido a que alteran la estructura, la movilidad de la cadena y los coeficientes de
difusibn de gas o agua (Butler, Vergano, & Testin, 1996), el contenido que
presenta la pelicula en su formulacion afecta de forma proporcional, un aumento
en la concentracion de plastificante conduce a una menor fuerza de tension y una
mayor elongacion (Chiou & Avena, 2009).

Las peliculas antimicrobianas elaboradas pueden interactuar con grupos polares y
no polares, es decir tienen en su cadena partes hidrofilicas e hidréfobas, formando
mejores enlaces a través de interacciones hidrofobicas entre aceite glicerol
sorbitol, la elasticidad generada se debe a la cadena de carbono larga presente en
los plastificantes (Mc Hugh & Krochta, 1994).

Es muy importante que la pelicula presente buenas propiedades mecanicas,
importante para conservar integridad durante el manejo, el embalaje y el
transporte, se consideran buenas propiedades cuando se obtiene un equilibrio en
la estructura quimica, para lo cual los factores importantes son la tension maxima
y el porcentaje de elongacion, se generaliza que a mayor concentracion de
plastificante la pelicula serd mas flexible y requerird menor fuerza para romper su
estructura (Aguilar, 2005).

3.3.3 Propiedades térmicas

3.3.3.1 DSC (Diferential Scanning Calorimetry)

El analisis calorimétrico DSC gener6 datos térmicos y termodinamicos, a partir de
la medicion de la energia suministrada a la muestra y al material de referencia, en
funcion de la temperatura (Flujo de calor).

La técnica detecta cambios endotérmicos (+AH) y exotérmicos (-AH), que ocurren
durante el proceso, la representacion grafica de la técnica es llamado termograma,
en donde se muestra el flujo de calor en funcion de la temperatura. A continuacion
se presenta la curva obtenida en la técnica de calorimetria (Figura 45).
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Figura 45. Termograma de la pelicula comestible antimicrobiana.

En el termograma de la pelicula comestible se presenta un efecto endotérmico,
gue se debe a cambios fisicos que presentan los materiales contenidos en la
formulacion.

Se estudiaron los materiales potenciales que se verian afectados en el tratamiento
térmico seleccionado el WPC y el aceite esencial en los que la temperatura les
provocaria un cambio mayor en comparaciéon de los demas componentes, por lo
que se realizé el termograma por separado de estos elementos.®

El aceite esencial se desintegré con mayor facilidad debido a que los
componentes que lo constituyen son altamente volétiles, por lo que no se pudo
demostrar un efecto a ser evaluado por la pérdida en su composicion.

En cambio en el WPC muestra un cambio importante, se identific6 que a la
temperatura de 77.08 °C se presenta un proceso de desplegamiento o
desnaturalizacion térmica, comportamiento que presentan las proteinas por accion
térmica. Se realizdé un comparativo entre la pelicula antimicrobiana y una pelicula
en la que no se adicion6 WPC, obteniendo la Figura 46.

8 Termogramas: Pelicula Comestible, WPC y Aceite esencial de Orégano (Figuras: 53, 54 y 55, Anexo VIII).
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Figura 46. Termograma comparativo de PCA sin WPC (PS) y PCA con WPC (PA).

En efecto se muestra que la transicién térmica observada en el termograma de la
pelicula comestible antimicrobiana corresponde a la desnaturalizacion térmica de
las proteinas que se detecta en el termograma en forma de una curva
endotérmica, comportamiento que presenta el WPC evaluado de forma individual,
el valor en el que se registro la temperatura de desnaturalizacion fue a 69.85 °C.

El cambio de entalpia total se calcul6 midiendo el area bajo el pico de la
endoterma de desnaturalizacion usando una linea de base entre las temperaturas
de comienzo y final de la transicién térmica, los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla 27.

Tabla 27. Comparativo de parametros obtenidos en DSC.

Tonsent (°C) Teeak (°C)

PA 58.13 69.85 109.4
PS
WPC 72.47 77.08 186.6

AEO

Las temperaturas registradas son Tonsent (temperatura a la cual se deriva la
transicion, en este punto se inicia la modificacién en la estructura del sistema por
efecto de la temperatura) y Tpeak (temperatura de pico en la cual se obtiene una
desnaturalizacion total) y AH (representa la energia total a lo largo del
tratamiento).
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En la tabla no se muestran los valores para la pelicula sin WPC (PS), ya que no
presenta el pico de desnaturalizacion, por consiguiente no es posible calcular los
parametros, de la misma forma el aceite esencial, presenta una descomposicion
en su estructura, limitando a tener una curva sin efecto que evaluar.

Existe una diferencia entre los valores de la pelicula antimicrobiana y el WPC,
debido a que el concentrado se evalu6 de manera individual y la pelicula presenta
otros componentes, la interaccion entre ellos es lo que ocasiona la variacion entre
los resultados obtenidos.

Si bien las proteinas se encuentran inicialmente en un estado plegado, llamado
estado nativo, cuando éstas son sometidas a cambios inducidos por medio de un
tratamiento térmico, la mayoria de las proteinas se desnaturalizan, originando
cambios detectables en su estructura.

La endoterma de desnaturalizacion identificada pertenece a la beta-lactoglobulina
principal proteina contenida en el WPC con el 65 % (Krochta J. M., 2002),
considerada como representativa en el contenido proteico, el cambio térmico se
presenta en el rango de 69-79 °C, la transicién que se muestra hace referencia a
la temperatura de apertura (despliegue) de las estructura globular de la proteina,
ésta se da cuando los enlaces de hidrogeno son rotos por medio de una reaccion
gue requiere energia calorifica (Antufia, Celeghin, & Rubiolo, 2009).

La variacién de entalpia debido al desplegamiento de la proteina es un parametro
termodinamico registrado, resultado de la combinacion de las reacciones
endotérmicas producidas por la ruptura de los enlaces intermoleculares de la
proteina.

La proteina predominante posee una capacidad calorifica (Cp) definida, asi como
una cantidad de calor que es necesaria para la transicion del estado nativo al
desnaturalizado, el cual se ve reflejado en el area del pico y este a su vez esta
representado por el AH de transicion (Hatakeyama & Quinn, 2000).

La proteina es la responsable de las transiciones que aparecen, es importante
considerar el numero y la variedad de proteinas existentes en un sistema complejo
como los recubrimientos compuestos a base de alginato de sodio y WPC, por lo
gue se puede decir que no es un cambio sino es todo un proceso simultaneo.

3.3.4 Propiedades 6pticas

3.3.4.1 Colorimetria
La Tabla 28, muestra los valores de los parametros obtenidos en colorimetria
triestimulo, L*, a*, b*, croma (C*) y tono (h°) de la pelicula comestible.
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Tabla 28. Parametros de color de la pelicula comestible.

Parametro  L* a*
| Valor 55.49 -0.58 0.99 1.15 178.96 |

El estimulo cromatico permite obtener una medicion objetiva de color por medio de
atributos la tonalidad de la pelicula comestible.

Los ejes a* y b* son coordenadas y representan variacion entre rojo (+) o verde (-)
y amarillo (+) o azul (-) respectivamente; el valor obtenido al evaluar estas
componentes en la pelicula comestible presenta una coordenada negativa de a*
indicando que el color se inclina hacia el tono verde, el valor de b* tiende al color
amarillo (Sahin & Sumnu, 2009).

La luminosidad o brillo presenta una escala de grises que va desde el blanco
(maxima luminosidad 100) hasta el negro (minima luminosidad) haciendo un
elemento mas claro u oscuro, representa la cantidad de luz emitida o reflejada por
la muestra, la pelicula comestible presenta luminosidad intermedia dentro de la
escala de grises de acuerdo con el valor igual a 55.49, obtenido de la medicion.

La cromaticidad describe el grado o la intensidad con la que un color se separa del
gris y se acerca a un color puro del espectro; el valor de C* representa la
saturacion del color predominante dentro del cuadrante teniendo una saturacion
de color muy baja.

El tono es el atributo cuantitativo de color y esta relacionado con las diferencias de
absorbancia/transmitancia de la energia de diferentes longitudes de onda, el valor
de h° representa la longitud de onda dominante del color, el cual el valor calculado
corresponde a un tono amarillo.

El color de la pelicula se ubican en el cuadrante verde-amarillo o bien entre el
valor negativo de a* y valor positivo de b* del espacio de color tridimensional,
presentando baja luminosidad y cromaticidad, el angulo de tono corresponde al
color amarillo, color conferido principalmente por la adicion de aceite esencial
incorporado en la formulacion.

3.3.4.2 Microscopia

Como se muestra en la Tabla 29, las zonas evaluadas en la pelicula comestible
presentan una distribucion homogénea en la que se observa claramente la forma
de las gotas de aceite escencial incorporado en la formulacién.
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Tabla 29. Comparativo de micrografias de la PCA.

En la Tabla 30, se expresan los resultados del diametro obtenido en cada zona
evaluada, los datos estan en similar rango, indicando de manera general que el
valor del glébulos de aceite esencial en la pelicula es de 1097.90 um.

Tabla 30. Didmetros de las gotas de aceite encontradas en la estructura de la pelicula.

' ZONA EXTREMO 1 CENTRO EXTREMO 2
Diametro (um) 1099.14 1097.26 1097.29

La diferencia en la dispersion de los globulos de aceite depende de varios factores
como el biopolimero con el cual se esta formando la matriz o estructura de la
pelicula, la densidad y el peso molecular del aceite esencial. El biopolimero es el
responsable de proporcionar una matriz macromolecular con la resistencia
cohesiva la que a su vez depende de la estructura quimica del polimero, masa
molecular, geometria y distribucion espacial de sus grupos funcionales; asi
también, la emulsién formada por el antimicrobiano y el agua. La cual depende del
tiempo de agitacion , concentracion de emulsificante y cantidad de aceite.

El aceite esencial influye de acuerdo a su concentracion , estructura quimica,
densidad, homogenizacién del sistema, todo esto siendo determinante en el
tamafio de los globulos y su distribucion en la emulsion y por lo tanto en la
microestructura de la pelicula, los aceites esenciales son de baja densidad, lo cual
facilita la formacion de una emulsién més estable y homogénea

La evaporacion durante el secado de la pelicula induce a cambios en la estructura
de la emulsion a causa de fendmenos de desastibilizacion, como floculacion y
coalescencia de las gotas de lipidos. La intensidad de estos fenomenos depende
de la concentracion de los lipidos, el tamafio de las particulas en la emulsion
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inicial, la visosidad de la fase continua y las propiedades de la superficie interfacial
de las gotas, esto ocurre en mayor medida cuando la fase acuosa es poco viscosa
(Fabra, Talens, & Chiralt, 2009).

La formacion de gotas de lipidos durante el secado de la pelicula supone la
interrupcidn de los enlaces de la proteina, el aumento de la heterogeneidad interna
y la rugosidad de la superficie de la pelicula., de acuerdo con esto, se observa que
las interacciones entre el orégano y la matriz es homegénea; entre mayor sea el
tamafio de las gotas en la dispersién, mayores son los agregados de lipidos
observados en la pelicula, haciendo estas peliculas heterogéneas.

Otro factor a considerar en la distribucién de las gotas de aceite esenciales la
cantidad de emulsificante agregado, ya que las emulsiones son
termodindmicamente inestables y los emulsificantes aumentan la estabilidad de
éstas por adsorberse en la interfase agua-aceite fromando estructuras méas o
menos ordenadas. Cuando un emulsificante se agrega a una emulsién se
reorientan sus moléculas desde un estado amorfo hasta estructuras de dobles
capas, sin embargo coexiste un considerable desorden a escala molecular, las
moléculas son libres para moverse sobre la superficie de las capas y pueden girar.

Después de lo anterior descrito se establece que con la obtencién de peliculas
lisas, sin rugosidades y una emulsion libre de fendnemos de floculacion o
coalescencia, la cantidad de emulsificante agregado fue la cantidad necesaria
para poder mantener el sistema estable con la formulacién seleccionada y por
consecuente como resultado se obtiene una pelicula con micorestructura
homogénea.

3.4 RESULTADOS OBJETIVO PARTICULAR 4

3.4.1 Determinacién de la concentracién de Listeria monocytogenes para
realizar pruebas in vitro.

Se empled una cepa de Listeria monocytogenes (4) criopreservada, se obtuvo de
la coleccidn de cultivos del Departamento de Bacteriologia de la UNAM, FESC-1,
se tomO una parte del cultivo, se inoculé en agar Casoy, se llevé a incubacion
durante 24h a 37°C.

En los tubos de ensaye se vertio solucion salina estéril, la densidad del inéculo fue
estandarizada por turbidimetria con el tubo No. 5 de la escala de Mc Farland y se
realizé la siembra masiva de la bacteria en el medio de cultivo Casoy.

Se llevaron los medios de cultivo con la siembra de la bacteria a una estufa de
incubacion durante 24h a 37°C. Por medio de la escala de McFarland, se
comprob6é que la disolucién tiene la cantidad de 1.5 x10® uf.c., de L.

82

——
| —



Resultados | UNAM

monocytogenes, concentracion que se emplea para realizar las pruebas de
sensibilidad antimicrobiana.

3.4.2 Analizar el efecto antimicrobiano

3.4.2.1 Prueba in vitro (sensibilidad antimicrobiana)

El objetivo de la prueba de sensibilidad antimicrobiana, fué la evaluacién
cualitativa in vitro de la propiedad antimicrobiana del aceite esencial de orégano,
empleando tres concetraciones de aceite esencial incorporado en la pelicula
comestible (0.5, 1.0 y 1.5%).

La geometria de la pelicula fue cuadradular por que de esta manera se tenia una
figura mas homogenea en el momento de cortarla, teniendo 10mm por cada lado.

La susceptibilidad de la cepa bacteriana sera reportada como sensible (S),
Intermedio (I) o Resistente (R).

En relacion con la Tabla 31, se observa que en la concentracion de 0.5% de aceite
esencial de orégano, la bacteria presenta resistencia a esta cantidad incorporada,
no se puede medir el halo ya que no se presentd el efecto de inhibicion
permitiendo que se desarrollara la bacteria en la zona valorada; en comparacion
con las concentraciones de 1y 1.5% que presentan similar efecto antimicrobiano,
teniendo una cantidad de 12mm y 13mm respectivamente de superficie inhibida.

Tabla 31. Comparativo de actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano.

Concentracién HALO DE INHIBICION (mm)
de AEO S

C1 (0.5%) - ) x

C> (1.0%) *12 - -

Cs (1.5 %) *13 - -

NOTA: Sensible (S), Intermedio (I), Resistente (R), Concentracion (C).

Se muestran las imagenes comparativas de los resultados de las pruebas in vitro
en la Tabla 32, se muestra una referencia de como se ubicaron las peliculas en
esta prueba, en la parte superior de la caja petri se colocé la pelicula con la
contentracion de aceite esencial a evaluar, en la parte inferior una pelicula control
sin adicion de antimicrobiano, misma que permitiria ver el contraste respecto al
crecimiento de Listeria monocytogenes.

Los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana de cada una de las
peliculas evaluadas considerando los halos de inhibicion generados, mostraron
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gue las peliculas control, no exhibieron zonas de inhibicion contra la cepa
probada, se percibié inhibicion en la parte donde fueron colocadas las peliculas
con el aceite esencial, mostrando que el potencial antimicrobiano no se difunde a
través del agar, solo inhibe microorganismos en contacto directo con los sitios
activos del aceite esencial.

En la concentracion igual a 0.5% hubo crecimiento de la bacteria dentro de la
superficie de la pelicula colocada, por lo que se descartd ésta concentracion
valorandola como nula frente al efecto inhibidor en la bacteria seleccionada.

En las dos siguientes concentraciones se aprecia la manera en que disminuyo el
crecimiento del microorganismo con el incremento en la concentracion de aceite
esencial, en la concentracion de 1.5%, se pueden observar los mayores didmetros
de halos de inhibicién sin embargo a la pelicula le confiere un aroma con mayor
intensidad, por lo que se establecié a la concentracion igual a 1.0% como CMI
frente a la bacteria empleada, esta concentracion fue seleccionada para el
desarrollo del proyecto que  presentd control antimicrobiano de Listeria
monocytogenes.

Tabla 32. Comparativo de zonas de inhibiciéon en las peliculas comestibles con aceite
esencial de orégano.

HALO DE INHIBICION
Referencia C1 (0.5%) C2 (1.0%) C3 (1.5%)

TN

y Peliculac/aeo \\

g

[ ]

Peliculas/aeo

NOTA: Foto tomada en Laboratorio de Bacteriologia, FESC-UNAM.

EL género origanum presenta actividad contra bacterias gram negativas y gran
positivas. Los valores de CMI para los aceites esenciales se ha establecido entre
0.28-1.27 mg/mL para bacterias y de 0.65-1.27 mg/mL para hongos (Aligiannis, et
al., 2001).

La inhibicion de L. monocytogenes se explica ya que los aceites esenciales
poseen actividad antibacteriana, debido a que contienen compuestos que son
sintetizados por las plantas (metabolitos secundarios) como mecanismo de
defensa contra algunos microorganismos, por lo tanto su principal mecanismo de
accion se asocia con la capacidad de interactuar con la membrana de los
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microorganismos patogenos, su hidrofobicidad, es la caracteristica que les permite
unirse a los lipidos de la membrana celular desestabilizando su estructura y
aumentando su permeabilidad, generando la salida de iones, metabolitos y otras
moléculas que pueden provocar la muerte.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se relaciona con la
composicion quimica de los mismos, la configuracion estructural de los
compuestos que los constituyen, sus grupos funcionales ademas de las posibles
interacciones sinérgicas entre los compuestos (Dorman & Deans, 2000).

La inhibicion depende directamente de los compuestos de los aceites esenciales,
los compuestos identificados en el espectro infrarrojo del aceite esencial de
orégano son el carvacrol (disminucién de microorganismos en fase log), terpenos
y timol (inhibe bacterias, mohos y levaduras), (Raybaudi-Massilia, 2003) teniendo
este Ultimo compuesto el nivel mas alto de actividad antimicrobiana, seguido del
carvacrol.

En el caso de las bacterias Gram negativas, asi como las Gram positivas, los
aceites esenciales se introducen a través de los lipidos de la membrana celular,
alterando su estructura haciéndolas mas permeables. Como consecuencia tiene
lugar una fuga de iones y de otros contenidos celulares, de forma mas o menos
intensa, que puede llevar a la muerte celular.

Las bacterias Gram positivas (L. monocytogenes) son mas sensibles que las Gram
negativas a los compuestos antimicrobianos de aceites esenciales de especias,
como los compuestos fendlicos, aldehidos, cetonas y terpenos (Nychas, 1995).

La diferencia consiste en que las Gram negativas contiene una membrana externa
con un alto porcentaje de lipidos (Garcia, Pinotti, Martino, & Zaritzky, 2004). La
presencia de esta segunda membrana protege a la pared celular considerando
gue la pared celular es esencial para mantener la integridad de la célula (Benson,
1997).
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CONCLUSIONES

Con base en el trabajo experimental realizado se concluyo lo siguiente:

La hipotesis planteada queda validada de acuerdo con los resultados
obtenidos, teniendo una pelicula flexible elaborada con alginato de sodio,
concentrado de proteina de suero, una mezcla de plastificantes y
tensoactivo; presenta barrera al vapor de agua y al transporte de gases; el
agente antimicrobiano adicionado, permitio inhibir el crecimiento de Listeria
monocytogenes debido a los compuestos presentes en el aceite esencial.

Los objetivos particulares establecidos, se cumplieron en su totalidad: 1) Se
realizd la extraccion del aceite esencial de orégano y se evaluaron sus
pardmetros de calidad mediante pruebas fisicas, espectroscopicas Yy
organolépticas; 2) Se desarrollo la pelicula comestible a partir de una
formulacién multicomponente; 3) Se caracterizd la pelicula evaluando sus
propiedades de barrera, mecanicas, térmicas y opticas y 4) Se comprobo el
efecto de inhibicion del aceite esencial de orégano integrado en la
formulaciéon de la pelicula comestible, frente a la bacteria Listeria
monocytogenes.

De las multiples tecnologias para obtencion de aceites esenciales, la
técnica seleccionada de hidrodestilacion es la adecuada para el objetivo de
éste proyecto, obteniendo alto rendimiento en la extraccion de aceite
esencial de orégano y presentar buena calidad del producto obtenido.

Las condiciones para optimizar la obtencién de aceite esencial son:
Muestra vegetal: 100g

Agua: 1600 ml.

Temperatura: De ebullicion.

Temperatura del refrigerante: 10°C.

Tiempo total de extraccion: 180 min.

El aceite esencial obtenido presenta las siguientes caracteristicas: liquido
traslicido de coloracion amarillo claro, sabor especiado y aroma
caracteristico a la materia prima, nD=1.5026, p=0.9349 g/ml, en su
composicion presenta los agentes antimicrobianos carvacrol y timol.
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Se demostré que la combinacion de polisacarido y proteina juegan un
papel importante en la estabilizacion de emulsiones aceite-agua (O/W),
ambos tipos de moléculas contribuyen a la estructura, textura y estabilidad
debido a sus propiedades espesantes, ademas de presentar una buena
matriz estructural pueden actuar como barreras efectivas al la PWA 'y PO,.

La incorporaciéon de tween a la formulacion, permitio estabilizar la emulsion
absorbiéndose en la interfase entre el agua y el aceite, con su cadena
hidrofoba orientada hacia el aceite y el grupo hidrdéfilo orientado hacia el
agua, permitiendo de esta manera que el sistema sea estable en el que los
glébulos de aceite conservan su caracter inicial y permanecen distribuidas
uniformemente en la fase continua durante prolongados periodos de
tiempo.

El sorbitol y glicerol proveen excelentes propiedades mecéanicas a las
peliculas elaboradas, la inclusion de los plastificantes disminuyen las
interacciones en la matriz de la pelicula, favoreciendo su movilidad,
permitiendo aumentar la elongacion de la pelicula y mejorando asi su
flexibilidad. Por su caracter hidrofilico, ocasiona tener mayor permeabilidad
en la pelicula, contrarrestado por la hidrofobicidad del aceite incorporado.

Por efecto de la temperatura en el WPC se mostré un cambio importante,
se presenta un proceso de desplegamiento o desnaturalizacion térmica, se
identifico éste efecto térmico ala temperatura de 77.08 °C.

Aceite esencial presentd un efecto antimicrobiano evaluado en prueba in
vitro frente a la bacteria patégena Listeria monocytogenes. Ademés se
observd que presenta una barrera efectiva frente al transporte de gases,
ayuda a disminuir la permeabilidad al oxigeno debido a la interaccion que
presenta con los componentes presentes en la formulacion de la pelicula
comestible y a su caréacter hidrofdbico.

La pelicula comestible obtenida presentd las siguientes caracteristicas:
espesor de 0.65mm, de color amarillo claro, no presenta poros ni grietas en
su superficie, tamafio de glébulo de aceite es de 1097.90 um, presenta
tendencia hidréfoba, barrera frente al vapor de agua y a gases, presenta
inhibicion frente a Lysteria monocytogenes con la concentracion de 1.0 %
de aceite esencial de orégano.
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PROSPECTIVAS

Para lograr tener informacion que complemente este trabajo de investigacion, se
propone lo siguiente:

e Evaluar los niveles de concentracion toxicos en los que el aceite esencial
para establecer los limite maximo utilizado en la elaboracion de peliculas
comestibles.

e Sodlo se identificaron los componentes mayoritarios presentes en el aceite
esencial, seria recomendable llevar a cabo la identificacion vy
caracterizacion del resto de los componentes existentes en el aceite
esencial de orégano.

e Llevar a cabo el estudio cromatogréfico del aceite esencial de orégano para
cuantificar otros componentes con poder antimicrobiano.

e Realizar determinaciones al aceite esencial que permitan tener un sustento
mayor en cuanto a control de calidad se refiere, enunciadas a continuacion:

- Poder rotatorio

- Indice de acidez

- Indice de fenoles

- Indice de oxidacion
- UV visible

- Metales pesados

e Evaluar los efectos ocasionados en la pelicula comestible por
almacenamiento y vida util.

e Realizar la aplicacion de la pelicula a un alimento, haciendo la
transformacion de film a coating.

e Determinar in vivo la inhibicién de listeria monocytogenes en un alimento
con recubrimiento antimicrobiano.
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ANEXOS

ANEXO |. DIAGRAMA DE PROCESO 1

Recepcion de
materia prima

OREGAND = Control de calidad
PESADO b= 1008
DESTILACION T=280°C
I t=180 min
ACEITEESENCIAL P | DECANTACION t=15min
ENVASADO T=25°C

Y

ALMACENADO T=6°C

Figura 47. Diagrama de proceso para extraccion de aceite esencial de orégano.
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ANEXO Il. PRUEBA DE EVALUACION SENSORIAL

PRODUCT O: ACEME ESENCIAL.

Juez: Fecha:

IMSTRUCCION ES:

Ante usted hay muestras identficadas codificadas, evalle los parametros gue se le piden

siguiendo un orden de izguierda a derecha.

1. Pruebe la muestra indicada con &l nimero 1[&) v seleccione la opcion gue represente

mejor el sabor que percibe, repita el procedimiento para la muestra 1(B).

A B
Ezpeciado [ ] (]
Picante [} [}
Herbal [} [}

2. Tome la muestra numero 2[4) y compare con la carta de colores gque tiene a su derecha,
indigue cual es &l color que se aproxima al del producto gue se esta valorando, repita el
procedimients para la muestra nimero 2(B).

() [B]

3. D[e las muestras empleadas en |z prueba anterior, describa |2 apariencia gque presentz &l
aceite esencial que esta evaluando.
(a)
(B

4. De su lado derecho tiene una muestra de materia vegetal, perciba el aroma; tome la
muestra numerg 3[A) v selecdone |la opdon gue corresponda a la muestra analizada,
repita el procedimiento para la muestra 3(B).

[MOTA: Procure no inhalar de forma directa, sino haciendo peguefios movimientos de un
lado a otro cerca dela nariz).

A B
Caracteristico [} [}
Mo caracteristico [} [}
Zinaroma [} [}

COMENTARIDS /O BSERVACIONES:

G RACIAS.

Figura 48. Prueba de evaluacién sensorial de aceite de orégano.
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ANEXO lIl. DIAGRAMA DE PROCESO 2

WPC

ALGINATO GLICEROL
soual"| MEZCLADO1 [t=e0c oo b= MEZCLADO2 T30

l TWEEN l

vel = 1000 rpm. z vel = cte.
HOMOGENIZADO t=8min AGITACION t=5 min

J

U

ACEITE ESENCIAL =iy

EMULSION )

PELICULA COMESTIBLE

!

MEZCLADO 3

!

AGITACION

!

ENVASADO

!

ALMACENADO

!

PREFORMADO

!

SECADO

Y

DESMOLDADO

!

ALMACENADO

T=25°C

vel =cte,
t=3min

T=20°C

T=20°C
t=24h

20mlen cada
bastidor

t=20h
Condiciones

ambientales

Empleando
acetato

T=20°C

Figura 49. Diagrama de proceso para elaboracion de peliculas comestibles.
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ANEXO IV. CERTIFICADO DE IDENTIFICACION TAXONOMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO y N y
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA —_— =
SECRETARIA GENERAL ACADEMICA gIg_
CARRERA DE BIOLOGIA et Ak
FESI/HI/30/2013

MELISSA SARAHI JARAMILLO SUAREZ,

Alumno de la Carrera de Ingenieria de Alimentos,
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM
Presente.

Por este conducto me permito proporcionar a usted la identificacion taxonémica del material
botanico de respaldo de trabajo de tesis: “Extraccion de aceite esencial de orégano
(Lippia graveolens Kunth) VERBENACEAE y desarrollo de peliculas comestibles
antimicrobianas para control de Listeria monocytogenes”, que se realiza en el
Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
(Campo 1) y bajo la direccioén de la QFB Brigida del Carmen Camacho Enriquez.

Asi mismo, le informo que la planta ha sido integrada en la Coleccion Etnobotanica del
Herbario Iztacala con el siguiente nimero de registro:

NOMBRE POPULAR |

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA NO. DE
REGISTRO
VERBENACEAE “Orégano” 2187 IZTA

Lippia graveolens Kunt

Sin otro particular, le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE .
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Los Reyes lztacala, Edo. de México., 20 de junio de 2013

M. . MA. E PEZ VILLAFRANCO
RESPONSABLE DEL HERBARIO IZTACALA

Herbario 1714
Fdificio L4, Plania bojo
Av. de los Boreios Ne.l

A /'1 Los Reyes lztucula, Tiulnepantla
S0

Y

|

/ Estade de México, (P 34090 MEXICO
// @jﬁ‘ TelfFax: 56231378

i
/
\& herbario_izta @campus.iztatala.unant.mg

=
D)

Figura 50. Certificado de identificacion taxonémica de orégano.
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ANEXO V. ESPECTROS INFRARROJO
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Figura 51. Espectro infrarrojo de Carvacrol.
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Figura 52. Espectro infrarrojo de Timol.
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ANEXO VI. PERMEABILIDAD AL OXIGENO

Tabla 33. Valores para calcular la permeabilidad al oxigeno de las peliculas comestibles.

A(m?) L (m) AP (atm) m (g O, permeado) |
1 9.875 E-4
2 1.5904 E-3 6.5 E-5 2.72236 1.185 E-3
3 9.875 E-4

ANEXO VII. PERMEABILIDAD DE VAPOR DE AGUA

Tabla 34. Valores para calcular la permeabilidad al vapor de agua de las peliculas

comestibles.
MTA J(gh™) -m’ T(K) Pwl(Pa) Pw2(Pa) L (m)
1 0.0925 18.4022
2 0.0696 5'0E2_256 13.8464 293  2332.4928 899.5526 gg
3 0.0861 17.1290

ANEXO VIIl. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO.

0.0

-0.541

-1.04

Heat Flow (W/g)

-1.54

-2.04

69.85°C

'2 5 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Exo Up Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments

Figura 53. Termograma de la pelicula comestible antimicrobiana.
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Heat Flow (W/g)

Heat Flow (W/g)

72.47°C
186.6J/g

110.16°C

77.08°C

Exo Up

T
20 40 60 80 100 120
Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments

Figura 54. Termograma del concentrado de proteina.

-0.4

-0.6

-0.841

-1.0 1

-1.2

Exo Up

T T T T T T T
20 40 60 80 100 120
Temperature (°C) Universal V4.2E TA Instruments

Figura 55. Termograma del aceite esencial de orégano.
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ANEXO IX. GLOSARIO

Apice

Bracteas

Céliz

Conspicuas

Corola

Crenado

Enrasar

Envés

Fenologia

Fitofenologia

Foliar
Haz

Imbricadas

Inflorescencias

Isotropismo

Del latin Apex, propio de la base o relativo a ella.

Organo foliaceo en la proximidad de las flores y diferente a las
hojas normales.

Verticilo externo del

conjunto.

perianto; los sépalos en su

Sobresaliente.

Conjunto de pétalos, generalmente coloreados, que estan en
el interior del caliz de la flor y protegen los 6rganos de
reproduccion.

Del latin Cretatus, crena, muesca, diente redondeado del
margen de una hoja.

Procedimiento por el cual se lleva el volumen del liquido al
nivel deseado.

Cara inferior de la hoja.

Relacion entre los factores climaticos y los ciclos de los seres
Vivos.

Estudia como afectan las variables meteorologicas a las
manifestaciones periddicas o0 estacionales de las plantas
(floracidn, aparicion (cuajado) de frutos y su maduracion, caida
de hojas y dormancia.

Relativo a la hoja.
Cara superior de la hoja.

Dicho de una serie de hojas o de piezas florales, que, estando
muy proximas, llegan a solaparse por los bordes.

Sistema de ramificacion o agrupacion de flores.

Cualidad de presentar las mismas condiciones homogéneas
de intensidad, variacion, fuerza, brillo, forma, etc. en todas las
direcciones.
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Lancelotadas

Oblonga

Obtuso

Peciolos

Pedunculos

Perenne

Peritricos
Piloso

Profilaxis

Saprofita

Sépalos

Sésil

Subcordada

Subglobosas

Tomentoso

Del latin Lanceolatus, angostamente eliptico que se estrecha
(por igual) hacia cada extremo (longitudinal:anchura = 6:1 a
3:1).

Mas largo que ancho.

Con margenes de rectos a concavos que forman un
angulo terminal mayor de 90 grados.

Del latin Petiolus, pie, tronco de una planta, es el rabillo que
une a la lamina de una hoja a su base foliar o al tallo.

Rabillo de la hoja, flor o fruto con que se une un tallo.

Del latin Perennis, se trata de un adjetivo que refiere a aquello
incesante o continuo, para la botanica se refiere a la planta
gue vive mas de dos afos, ademas indica que el follaje se
mantiene verde en todas las estaciones del afio.

Bacteria con varios flagelos.
Relativo al pelo.

Acciones que se toman anticipadamente para prevenir una
enfermedad.

Que se aloja en el organismo, en especial en el tubo digestivo
y se alimenta de materias en putrefaccion.

Partes que envuelven a las otras piezas florales en las
primeras fases de desarrollo, cuando la flor es sélo un
capullo.

Hoja sin peciolo. Que carece de soporte/ unido a una
superficie externa.

Con forma casi de corazon.
Casi esférico.

Conjunto de pelos largos y muy entrecruzados que
cubren totalmente la superficie.
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