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RESUMEN

En la actualidad hay una gran variedad de agentes antimicrobianos que
se utilizan para la conservacion de alimentos, tomando en cuenta la demanda de
los consumidores por obtener productos alimenticios lo mas natural posible. Esto
ha llevado a la investigacion de sustancias naturales que posean actividad
antimicrobiana contra microorganismos de interés en los alimentos. La principal
caracteristica es poder lograr la inhibicibn de microorganismos deterioradores y
patébgenos en productos que llegan al consumidor, para garantizar su calidad e
inocuidad y posiblemente lograr una mayor vida de anaquel. Las especias tales
como el orégano cuentan con un gran poder antimicrobiano ya que contiene
compuestos como el timol y el carvacrol, que pueden ser utilizado de manera
segura y confiable en los alimentos. El objetivo de este trabajo fue determinar la
actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite de orégano Mexicano (Lippia
graveolens Kunth) libre y microencapsulado y su aplicacién en carne cruda de
cerdo. El aceite se obtuvo de hojas y flores por un proceso de hidrodestilacion.
Para mantener estas caracteristicas, se utilizé el método de microencapsulaciéon
mediante secado por aspersion, usando almidon modificado como material de
pared, con el propoésito principal de atrapar los ingredientes sensibles, que
presentan volatilidad y sabores labiles, en un vehiculo sélido para incrementar su
proteccion, reducir la evaporacién, promover un manejo mas facil, controlar su
liberacion durante incorporacién en carne de cerdo empacada al vacio. El aceite
esencial de orégano nanoemulsionado y microencapsulado inhibi6 el crecimiento
de Salmonella sp., B. thermosphacta y bacterias &cido lacticas en carne de cerdo,
haciendo del aceite esencial una alternativa para asegurar la inocuidad
antimicrobiana. La actividad antioxidante del aceite de orégano muestra una
efectividad alta en carne de cerdo fresca envasada al vacid, logrando asi una
mayor vida de anaquel.

Palabras clave: aceite esencial de orégano, nanoemulsién, microencapsulacion,
antimicrobiano, antioxidante



SUMMARY

Nowadays several antimicrobials agents are used for food preservation, in order to
cope with consumers’ worldwide changes preferences for healthier food products.
Satisfy this consumer demand had led to research on natural substances with
antimicrobial activity against microorganisms of interest in food. The main purpose
of the antimicrobial agent is to achieve the inhibition of foodborne pathogens and
spoilage microorganisms that can ensurs quality, safety and possibly increase
shelf life in food products reaching consumers. Oregano is a spice that contains
compounds such as thymol and carvacrol, which have been proven to have
antimicrobial activity and are also safe and to use in food. The aim of this study
was to determine the antimicrobial and antioxidant activity of Mexican Oregano
essential oil (Lippia graveolens Kunth) free and microencapsulated, its application
to pork raw meat was also evaluated. The essential oil (EO) was obtained from
leaves and flowers through the hydrodistillation process. To maintain stability
(activity) the EO was microencapsulated by spray drying, using modified starch as
wall material, to trap volatile and flavor labile compounds. This solid vehicle
improves EO protection, reduces evaporation, promotes easier handling and
controls compounds release during incorporation into food matrices. The oregano
EO microencapsulated and nanoemulsified inhibited the growth of Salmonella sp.,
B. thermosphacta and lactic acid bacteria in pork meat. Our results showed that
the oregano EO is an alternative to ensure food safety and increase shelf life in
food systems such as pork meat.

Keywords: oregano essential oil, nanoemulsion, microencapsulation, antimicrobial,

antioxidant.
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1. INTRODUCCION

El conocimiento de los consumidores acerca de la relacion entre la
alimentacion y la salud, estd cambiando las prioridades y preocupaciones de la
industria alimentaria. El uso de tecnologias emergentes, como las altas presiones,
la nanotecnologia y la irradiacion se utilizan cada vez mas para maximizar las
propiedades nutricionales de los alimentos, mientras se garantiza su inocuidad.
Ademas, la eliminacion de aditivos y conservadores quimicos, que son utilizados
en una amplia variedad de alimentos es cada vez mas demandada, mientras que
los aditivos naturales son vistos como un beneficio tanto para la calidad y la salud.
Hoy en dia, los consumidores demandan un menor uso de productos quimicos en
los alimentos, pero aun esperan que los alimentos sean de alta calidad,
conservando la frescura del producto y un buen nivel sensorial (Gutiérrez et al.,
2010).

Los aceites esenciales se obtienen de hierbas y plantas comestibles,
medicinales, minimizando asi las preguntas con respecto a Su USO Seguro en
productos alimenticios. Estos componentes han sido ampliamente utilizados como
aromatizantes en los alimentos desde la primera historia escrita y es bien
establecido que muchos tienen gran espectro de accidon antimicrobiana. La
composicién, estructura, asi como grupos funcionales en los aceites juegan un
papel importante en la determinacion de su actividad antimicrobiana. Por lo

general, los compuestos con grupos fendlicos son mas eficaces (Burt, 2004).

Se encontrado que los aceites de clavo de olor, orégano, romero, tomillo y
salvia poseen actividad contra los microorganismos. Generalmente la inhibicion
mas efectiva es frente a bacterias Gram positivas (+) contrastado con Gram
negativas. Si bien esto es cierto, hay algunos que son eficaces contra ambos
grupos (orégano, clavo de olor, canela y citral). También hay algunos
componentes no fendlicos de los aceites que son mas eficaces (Alil isotiocianato,

AIT) contra las bacterias Gram negativas (Holley y Patel, 2005).



2. ANTECEDENTES

2.1. Inocuidad en los alimentos
Muchos productos alimenticios son perecederos por naturaleza,
requiriendo proteccidon contra el deterioro durante el almacenamiento y distribucion

para darles el tiempo de conservacion deseado antes de su consumo.

Dado que los productos alimenticios a menudo se venden en zonas
alejadas de los centros de produccion, la necesidad de ampliar la vida Gtil de estos
productos, requiere de nuevas alternativas. Las mejoras en la cadena de
distribucion integrando sistemas de refrigeracion, han hecho que el comercio
internacional de alimentos perecederos sea posible, pero la refrigeracion por si
sola no puede asegurar la calidad e inocuidad de todos los alimentos por este

proceso, teniendo que optar por nuevas tecnologias.

Los compuestos antimicrobianos presentes en los alimentos pueden
extender la vida util de estos, debido a la reduccion en la tasa de crecimiento o
viabilidad microbiana. Estos se afladen para cambiar o mejorar el sabor. Especias
y hierbas también pueden mejorar la vida Uutil debido a su naturaleza
antimicrobiana. Estas mismas sustancias contribuyen al auto-defensa de las

plantas frente a organismos infecciosos (Holley y Patel, 2005).

2.2. Extraccién de aceites esenciales

Es bien conocido que el procedimiento de extraccion de aceites
esenciales tiene un gran impacto en la calidad del producto, una alta eficiencia de
extraccidon provoca la retencion de compuestos volatiles, y bioactivos. Los aceites
esenciales son producidos en su mayoria por métodos de arrastre de vapor o
hidrodestilacion. Métodos ecoldgicos, tales como la extraccion por fluidos

supercritico y la extraccion con el uso de microondas entre otros procesos se han



desarrollado recientemente con el fin de proteger tanto los componentes activos,

asi como el medio ambiente (Karakaya et al., 2012).

2.2.1. Hidrodestilacién

Este método es utilizado para obtener aceites esenciales de plantas,
siendo un proceso econdémico. Se deposita el material vegetal en un destilador,
afadiendo una cantidad suficiente de agua hasta su ebullicién. Debido a la
influencia de agua caliente y vapor, el aceite esencial se libera del tejido vegetal.
La mezcla de vapor de agua y aceite se condensa por enfriamiento indirecto con
agua. Desde el condensador, el destilado se concentra en un recipiente donde el
aceite se separa se separa del agua por diferencia en sus densidades (Golmakani
y Rezaei, 2007).

2.3. Composicion aceites esenciales

Los extractos naturales, asi como los aceites esenciales de los vegetales,
son mezclas de varias sustancias quimicas sintetizadas por las plantas, que dan el
aroma caracteristico a algunas flores, arboles y semillas. Son una mezcla de
compuestos fendlicos como terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos (Viuda-
Martos et al. 2010).

Considerando el gran nimero de distintos grupos de compuestos quimicos
presentes en los aceites esenciales (Tabla 1), es importante decir que su actividad

antimicrobiana no se atribuye a un mecanismo especifico (Hernandez et al., 2014)

La capacidad de los compuestos fenodlicos para interferir con el
metabolismo celular a través de una serie de mecanismos (complejo sustrato,
disrupcién de la membrana, la inactivaciéon de las enzimas y la quelacion de metal)
es bien conocida (Burt, 2004).



Cuadro 1. Componentes principales en aceites esenciales que presentan
propiedades antibacterianas

Nombre comun del Nombre cientifico Compuestos Composicion
aceite esencial principales aproximada %
Orégano? Lippia graveolens Timol 66.3
(Kunth) Carvacrol 0.10
a- Pineno 4.85
B-tujeno 2.08
Romero® Rosmarinus officinalis  a-pineno 2-25
Acetato de bornilo 0-17
Canfor 6-15
1,8 cineolo 6-14
Tomillo® Thymus vulgaris Timol 10-64
Carvacrol 2-11
y-Terpineno 2-31
p-Cimeno 10-56

% Porcentajes de compuestos volatiles (Hernandez, et al., 2014)

® Porcentaje de volatiles totales (Burt, 2004).

2.3.1. Orégano Mexicano (Lippia graveolens Kunth)

Orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth, familia Verbenaceae) es
una hierba comin que crece en climas semiaridos desde Texas hasta
Centroamérica. En contraste con el orégano europeo (Origanum spp.), que ha sido
ampliamente estudiado, la investigacion sobre orégano mexicano se relaciona
principalmente con la descripcion de la composicion quimica del aceite esencial
con unos pocos informes adicionales, como la identificacion de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana o antioxidante (Calvo-lrabien et al.,
2013).

2.3.2. Composicién del aceite esencial de orégano mexicano (Lippia

graveolens Kunth).

En estudios realizados por Hernandez y col (2014) sobre la composicion
guimica del aceite esencial de orégano mexicano utilizado en este trabajo de tesis,

se encontr6 que el compuesto principal fue timol (66.3%), seguido por su



precursor biosintético, y-terpineno (9.59%), a-pineno (4.85%), B-tujeno (2,08%).
Carvacrol estuvo presente en baja concentracion (0.1%)

2.4. Agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son compuestos quimicos presentes o
afiadidos en los alimentos que retardan el crecimiento o causan la muerte de los
microorganismos. Muchos de estos se encuentran en forma natural o se producen
de forma sintética. Ademas se pueden clasificar como aditivos tradicionales con

accion directa o indirecta.

Entre los aditivos tradicionales con accion directa, aprobados en
alimentos, se incluyen nitratos y nitritos, sorbatos, benzoatos asi como esteres de
fenoles, acidos organicos y sus derivados, mientras que los de accion indirecta
son sustancias quimicas afiadidas con otros objetivos diferentes a la accion
antimicrobiana, por ejemplo, fosfatos y antioxidantes fendlicos. Algunos
antimicrobianos quimicamente sintetizados, reconocidos por la FDA (Food and
Drug Administration) como GRAS (Generally Recognized as Safe), son: acido
propionico, propionatos, acido benzoico, benzoatos, parabenos, sulfitos, 6xido de
etileno, propileno, diacetato de sodio, nisina y nitrito de sodio, entre otros (Garcia
et al. 2008).

Entre los antimicrobianos mas estudiados se encuentran los presentes en
plantas, hierbas y especias. Estos son utilizados en alimentos, como alternativa a
los antimicrobianos sintéticos, debido a la demanda de los consumidores por
adquirir productos los mas naturales posibles. Se reconoce que los compuestos
activos mayoritarios de los antimicrobianos, presentes en los aceites esenciales y
extraidos de hierbas y especias, son los compuestos fendlicos (Holley y Patel,
2005).



2.4.1. Mecanismos generales de accion de los agentes antimicrobianos
naturales.

Aunque las propiedades antimicrobianas de aceites esenciales y sus
componentes han sido revisados en el pasado, el mecanismo de accion no ha sido

estudiado en gran detalle.

Teniendo en cuenta el gran niamero de diferentes grupos de compuestos
guimicos presentes en los aceites esenciales, lo mas probable es que su actividad
antibacteriana no es atribuible a un mecanismo especifico, sino que hay varios

objetivos en la célula.

Las ubicaciones o mecanismos en la célula bacteriana tentativos para ser
sitios de accién para los componentes de aceites esenciales se indican en la
figura. 1. Los compuestos no actian de manera especifica e independiente sobre
la membrana de la célula, necesita de otros compuestos para un efecto sinérgico

sobre el microorganismo. (Burt, 2004).
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Figura 1. Mecanismos de accién de aceites esenciales sobre microorganismos
Una caracteristica importante de los componentes de los aceites

esenciales es su hidrofobicidad. Permite la separacion de los lipidos de la

membrana celular, desordenando la estructura y haciéndola mas permeable, lo



que permite la salida de iones y material citoplasmatico. (Ultee et al., 2002., Holley
y Patel, 2005., Viuda-Martos, 2010).

La pérdida de la permeabilidad de la membrana es identificada como
causa de la muerte celular y depende de la hidrofobicidad de los solutos que
cruzan esta, y de la composicion de la misma. Esto se considera crucial para su
efectividad, por lo que se esperan variaciones cuantitativas en la actividad de los

agentes microbianos contra diferentes bacterias.

Los componentes de los aceites esenciales, basicamente timol, carvacrol
y eugenol, los cuales son compuestos fendlicos, poseen fuertes propiedades
antimicrobianas contra diversos microorganismos de interés en alimentos y es
razonable pensar que su mecanismo de accion es similar al de otros compuestos
fendlicos. Ademas a diferencia de muchos antibidticos, los constituyentes
hidrofébicos de los aceites esenciales son capaces de entrar en el periplasma de
las bacterias Gram negativas a través de las proteinas de la membrana externa.
(Lambert et al., 2001).

2.4.2. Métodos para determinar la accion antimicrobiana.

Actualmente la mayoria de los investigadores utilizan la técnica de difusion
agar o caldo, con fines comparativos debido a que el rendimiento antimicrobiano
en los dos sistemas puede variar. Aunque la técnica de macrodilucion en tubo y
difusion de discos de papel impregnados con inhibidor sobre superficies de agar
se siguen utilizando, existe gran dependencia de los sistemas de microplacas que

contienen inhibidores y los organismos objetivo en caldo.

La solubilidad de muchos compuestos fendlicos en ambientes acuosos es
pobre. En estudios previos se han utilizado dimetilsulféxido, etanol, Tween 20 6 80
y monolaurato, incluso sorbitan para facilitar la dispersién de los antimicrobianos

en los medios de prueba.



La hidrofobicidad de los compuestos fendlicos limita el valor de las
pruebas de disco de agar/difusion para la estimacion precisa de la potencia
antimicrobiana. Debido a que los aceites esenciales se caracterizan por ser
volatiles, se han disefiado y modificado métodos que ponen a prueba la actividad

antimicrobiana de tales agentes en su fase de vapor (Lambert et al., 2001).

2.4.3. Propiedades antimicrobianas del aceite esencial de orégano Mexicano

(Lippia graveolens Kunth).

El aceite esencial de orégano contiene alto contenido de compuestos
fendlicos, los flavonoides se encuentran en mayor cantidad. Timol y carvacrol, y
Sus precursores p-cimeno y y-terpineno son considerados algunos de los
compuestos antimicrobianos. Estos compuestos afectan la estructura y la
funcionabilidad de la membrana en la bacteria, provocando cambios en el pH
intracelular, y alteraciones en el potencial de membrana y las sintesis de ATP
(Celestino et al., 2014).

2.5. Antioxidantes

La oxidacion conduce a una pérdida significativa de valor nutritivo de un
alimento, ya que implica una pérdida de vitaminas y &cidos grasos esenciales.
También afecta calidad sensorial de los alimentos, cambios en el color, textura y
sabor, que acorta su vida 0til y puede resultar en el rechazo por parte de los
consumidores (Viuda-Martos et al., 2006). Los antioxidantes son sustancias que
pueden proteger a las células y otras moléculas de dafios causados por radicales
libres. La oxidacion es una reaccidén quimica que transfiere electrones desde una
molécula a un agente oxidante produciendo radicales libres, los cuales inician la
reaccion en cadena. Los antioxidantes terminan esta reaccion en cadena

inactivando a los radicales libres (Hamid et al., 2010).



2.5.1. Clasificacion de antioxidantes

2.5.1.1. Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales son capaces de donar un atomo de hidrégeno
rapidamente a un radical proveniente de radicales, formando un nuevo radical que
es mas estable. Los antioxidantes de este grupo son principalmente: vitaminas,
minerales y fitoquimicos, entre los que se encuentran los compuestos fendlicos
(Hamid et al., 2010). Dentro de estos se consideran también algunos compuestos
presentes naturalmente en la carne como fosofolipidos, la vitamina E, enzimas
como super oxido dismutasa, glutation perooxidasa y catalasa, entre otras (Desh
pande et al., 1996)

2.5.1.2. Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos son lo que comunmente se adicionan a los
alimentos, algunos de ellos son: Hidroxil anisol butilado (BHT), hidroxil tolueno
butilado (BHT), propil galato (PG), &cido etilendiaminotetraacético (EDTA). (Hamid
et al., 2010). La toxicologia de estos antioxidantes ha sido controversial,
especialmente después de estudios a largo plazo que indican que el BHA y el BHT

en dosis altas pueden producir tumores en animales (Madhavi et al., 1996).

2.5.2. Proceso de oxidacion

Este proceso se inicia con la exposicidon de los lipidos, al calor, la radiacién
ionizante, la luz, los iones metalicos y catalizadores tales como las
metaloproteinas. En la industria alimentaria, la tasa de auto-oxidacién se reduce
mediante la refrigeracion, envasado bajo gas inerte en ausencia de oxigeno y el

envasado al vacio (Daker et al., 2008).



2.5.2.1. Oxidacion de los lipidos

La degradacion oxidativa de los lipidos es uno de los principales factores

que limitan la vida util de los productos alimenticios (Viuda-Martos et al., 2010).

La oxidacion de lipidos, que se produce durante el almacenamiento de
materias primas, procesamiento, tratamiento térmico y el posterior
almacenamiento de los productos finales, es una de las principales causas de la

rancidez en productos alimenticios (Tepe et al., 2005).

Ademas de su uso como aditivos para dar aroma a los alimentos, los
aceites esenciales de plantas aromaticas han mostrado potencial para el uso en
pequefias cantidades en los alimentos que contienen grasa para prevenir o
retrasar algunos tipos de deterioro quimico que se producen durante el
almacenamiento (Viuda-Martos et al., 2009).

2.5.2.2. Sustancias reactivas con acido tiobarbitirico (TBARS)

El estrés oxidativo se produce cuando se genera un desbalance
desfavorable entre las especies reactivas del oxigeno y las defensas
antioxidantes, provocando dafio oxidativo a macromoléculas. El cuantificar los
pardmetros de estrés oxidativo ha permitido el uso de los mismos como
herramienta de diagnéstico (biomarcadores), con capacidad predictiva del impacto

de los contaminantes sobre los organismos.

Uno de los indices mas frecuentemente utilizados para estimar el dafio
oxidativo a lipidos es la determinacion de sustancias reactivas con 4&cido
tiobarbittrico (TBARS). EI método del acido tiobarbittrico (TBA), es utilizado para
determinar la peroxidacion de lipidos utilizados en los ensayos de antioxidantes.
Este procedimiento se basa en la reaccién del malonaldehido (MDA), producto

secundario de la oxidacion de lipidos, con el TBA para formar un producto de color
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rosa que puede ser medido espectrofotométricamente a 532-535 nm. (Figura 2)
(Moon y Shibamoto, 2009).
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Figura 2. Formacion de complejo de TBA-MA

2.6. Almidones

El almidén se acumula en las plantas en forma de granulos en los
cloroplastos de los 6rganos de origen, como las hojas (almidén transitorio) o en
amiloplastos de 6rganos de demanda, tales como semillas, tubérculos y raices
(almidén de almacenamiento). EI almidon se compone de dos tipos de polimeros
de glucosa: amilosa el polimero esencialmente lineal y amilopectina altamente
ramificada (Fasahat et al., 2014).

2.6.1. Alimidones modificados

Los almidones modificados se han desarrollado por largo tiempo y
aplicados en la industria alimentaria con usos significativos hoy en dia. En la forma

no modificada, los almidones tienen un uso limitado en la industria alimentaria.

En general, los almidones nativos, producen, pastas gomosas cohesivas
débiles dando a geles indeseables cuando las pastas se enfrian. Por eso, los
fabricantes de alimentos, prefieren los almidones con mejores caracteristicas de

comportamiento de los previstos por los almidones nativos. Las propiedades de
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los almidones se pueden mejorar mediante diversas modificaciones tales como

acetilacion, hidroxilacion y fosfatacion.

Sustituyentes hidréfilos incluyendo acetilo, hidroxipropilo, y grupos fosfato
generalmente provocan una disminucion en la temperatura de gelatinizacion y

aumento de la viscosidad para adhesion.

Especialmente los almidones modificados por anhidrido de acido
dicarboxilico, que contienen grupos tanto hidréfilos e hidrofobos, son bien
conocidos debido a que mejoran las propiedades de emulsificacion y también se
puede utilizar como el emulsionante para la encapsulacion (Abas et al., 2010).

2.7. Emulsiones

Una emulsiéon es una mezcla de dos liquidos inmiscibles, uno de los
cuales se dispersa uniformemente dentro de la otra forma de pequefias gotas (es

decir un diametro de gota en el rango de 0,1-100 um (McClements y Rao, 2011).

Las emulsiones son termodinamicamente inestables y tienden, después
de un tiempo, a la separacion de fases. Una alternativa a este hecho es la
formacion de una nanoemulsién que aunque termodindmicamente son inestables
dada la alta energia libre de Gibs superficial, tienden a la separacion de fases,
esto se lleva en mucho mas tiempo. Lo anterior debido a que a menor tamafio de

la nanoparticula se tiene un sistema mas estable

Varias tecnologias se usan para la reduccion de tamafio de particula en
las emulsiones; los mas comunes son homogeneizadores de valvulas de alta
presion. Otros dispositivos, incluyendo ultrasonido de alta intensidad,
homogeneizadores de membrana, y dispositivos de microfluidos, también son
capaces de generar particulas muy finas con una distribucion uniforme en el

tamafo de particula como se muestra en el Cuadro 2 (Tadros et al., 2004).

12



Cuadro 2. Sistemas o0 métodos para formacion de emulsiones (Tadros, 2004)

Método Energia necesaria
Agitacion baja (manual) Baja
Mezcladores estaticos y Baja-Mediana
agitadores
Mezcladores de alta velocidad Mediana

(ultraturrax)

Ultrasonidos Mediana-Alta
Homogenizador de alta Alta
presién

2.7.1. Métodos de emulsificacion

2.7.1.1. Homogeneizacién

Las emulsiones se forman utilizando métodos de baja energia ocurre una
formacion espontanea de gotitas aceite-agua, esto ocurre cuando se altera su
composiciéon o el entorno que lo rodea. Se genera al someter a homogeneizacion,

usando una sonda (rotor/estator) para generar una disrupcion.

Los métodos de bajo consumo energético (ultrasonido) suelen ser mas
eficaces en la produccion de tamafios de particula pequefios que los de alta
energia, pero a menudo son mas limitados en los tipos de aceites y emulsionantes
que se pueden utilizar. Por ejemplo, no es posible utilizar las proteinas o
polisacaridos como emulsionantes en la mayoria de los métodos de baja energia
que se utilizan para formar nanoemulsiones. En lugar de ello, a menudo es
necesario utilizar concentraciones relativamente altas de tensioactivos sintéticos
para formar nanoemulsiones, limitando su uso para muchas aplicaciones

alimentarias (McClements, 2011).
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2.7.1.2. Ultrasonido

La emulsificacion con ultrasonido se produce por dos mecanismos. En
primer lugar, la aplicacion de un campo acustico produciendo ondas interfaciales
logrando una inestabilidad en las gotas. Dando como resultado una alta
interaccién entre el aceite y el medio acuoso formando emulsiones con un tamafio
de particula en especifico. En segundo lugar, la aplicacion de ultrasonido de baja
frecuencia provoca una cavitacion acustica y fuerzas de cizallamiento que rompe

las micelas hasta formar nanoparticulas.

La cavitacion es la formaciéon millones de burbujas microscépicas y un
colapso subsecuente de ellas por la presion indeterminada de la onda sénica que
se produce, se generan niveles extremos de turbulencia y asi existe una reduccion

del tamafio de las gotas (Kentish et al., 2008).

En este método las altas intensidades localizadas en el seno de la
emulsién, pueden provocar varias reacciones indeseables como: desnaturalizaciéon
de proteinas, despolimerizacion de polisacaridos y la oxidacion de lipidos
(McClements, 2011).

2.7.1.3. Microfluidizacién

Un microfluidizador es algo similar en disefio a un homogeneizador de alta
presion, implica el uso de altas presiones para forzar el paso de una emulsion
pre-mezclada a través de un orificio estrecho para facilitar la disrupcién de las

gotas.

El microfluidizador funciona sobre el principio de dividir una emulsion que

fluye a través de un canal en dos corrientes, pasando cada flujo a través de un
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canal fino separado, y monodireccionando las dos corrientes. Intensas fuerzas
disruptivas se generan dentro de la cAmara de interaccion generando un rapido

movimiento para la emulsificacion, produciendo una alta eficiencia.

Microfluidizadores se han utilizado en las industrias de alimentos y
bebidas para producir emulsiones de sabor, emulsiones nutraceduticas, y leche

homogeneizada (McClements y Rao, 2011).

2.7.2. Nanoemulsiones

Las microemulsiones tipicamente contienen particulas con diametro entre
0.1 y 100 um, mientras que en las nanoemulsiones el diametro promedio esta por
debajo de 200nm y se pueden clasificar segun la matriz en la que esta inmersa la
fase dispersa. Si se tienen micelas de una sustancia hidréfoba suspendidas en
agua, se denominan como de aceite en agua (O/W por sus siglas en inglés), e
inversamente, si las micelas de agua se encuentran en matriz hidrofébica, se
denominan W/O (McClements, 2011; Sole et al., 2012; Koroleva y Yurtov, 2012).

La formacion de nanoemulsiones es a partir de una microemulsion,
posteriormente se reduce el tamafio de las micelas hasta el tamafio deseado

utilizando el método adecuado.

Un método por el cual podemos obtener nanoemulsiones es mediante
equipos de homogenizacion donde se usan altas presiones, en las cuales, un
premezclado es forzado a atravesar micro canales creados para generar un flujo
extremadamente forzado. El tamafio de las micelas depende de la presién
aplicada, del numero de recirculaciones y de la viscosidad del fluido a tratar. Las
presiones con las que se procesan las emulsiones por este método pueden
alcanzarse, mediante el uso de pistones operados de forma pulsada, presiones de
hasta 10* MPa. Otro método para generar nanoemulsiones es con el uso de

ultrasonido donde una macroemulsion, se somete a vibraciones con frecuencias
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220 kHz y potencias >500 W, lo que causa cavitacion y fuerzas extremas de
cizallamiento, rompiendo las micelas hasta formar nano particulas (Tadros, 2004).

2.7.3. Mecanismo de inestabilidad de emulsiones

Como en el caso de las emulsiones convencionales las nanoemulsiones
son sistemas meta-estables los cuales tienden a romperse a través del tiempo por
diferentes mecanismos como separacion gravitacional, floculacién, coalescencia,
“‘maduracién de Ostwald” y degradacion quimica, los cuales estan relacionados
con la carga electrostatica y el tamafio de las particulas en suspension (Figura 3).
El conocimiento del comportamiento interfacial y de la particula en una
nanoemulsion es fundamental para poder controlar, predecir su estabilidad y el

posible campo de aplicaciéon (McClements, 2011).
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Figura 3. Efecto de ruptura de emulsiones (McClements, 2009).
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Para formar microemulsiones y emulsiones, las mezclas de surfactantes
generalmente pueden proporcionar un mejor rendimiento que los surfactantes por

si solos, ampliando el campo de aplicacion (Porras et al., 2008).

El termino surfactante normalmente se utiliza para designar en forma
simple los compuestos con cierta propiedad o actividad superficial. Cuando los
surfactantes estan presentes a bajas concentraciones en un sistema se adsorben
en las superficies o interfases, modificando la energia superficial de tales
sistemas. Dos surfactantes no-ionicos utilizados ampliamente en la industria, son
el Tween 80 y Tween 20, son moléculas anfipaticas compuestas por ésteres de

acidos grasos y sorbitan polioxietilenado.

El Tween 20 es quimicamente conocido como monolaurato de sorbitan
polioxietileno y el Tween 80 como monooleato de sorbitan polioxietileno. Ambos
tipos de surfactantes tienen el mismo grupo polar y sélo difieren en las estructuras

de los acidos grasos de las cadenas laterales (Kerwin, 2008).

2.8. Tamarfo de particula

El tamafio de particula es importante en las nanoemulsiones ya que
influye en las caracteristicas oOpticas, reoldgicas y estabilidad potencial. El tamafio
de particula en una suspension se obtiene como una distribucion de un rango de
tamarfio en la muestra, en la que debe de existir un tamafio uniforme (McClements
y Rao, 2011).

Cuando las nanoemulsiones se obtienen por métodos de baja energia,
presentan tamafio de particula con rangos de 20 a 200 nm y baja polidispersion en
el tamafo. Debido a este diametro tienen una apariencia transparente/translucida.
(Sole et al., 2012).
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2.9. Proceso de microencapsulacion

El desarrollo de la innovacion radica en el concepto de micro y
nanoencapsulacion en el cual existe una liberacién controlada de componentes
bioactivos, otorgando una mayor vida de anaquel, 0 nanocomponentes en los

sistemas de empaque biodegradable y/o comestible.

En su forma mas simple, una microcapsula es una pequefa esfera con
una pared uniforme alrededor de ella. EI material dentro de la microcapsula se
conoce como el ndcleo, fase interna, o de relleno, mientras que la pared es a
veces llamado revestimiento y/o material de pared o de la membrana.
Practicamente, el ndcleo puede ser un material cristalino, una particula
absorbente, una emulsion, o una suspension de microcapsulas mas pequefas
(Gharsallaoui et al., 2007).

Se pueden utilizar varios materiales de recubrimiento tales como la
proteina: caseinato de sodio, proteina de soja, proteina de suero, gelatina,;
celulosa: hidroxilo propilmetil celulosa (HPMC), carboximetil celulosa (CMC);
lipidos: &acidos grasos, colesterol, la cera; hidratos de carbono: quitosano,

almidones modificados entre otros (Imran et al., 2010).

Es una operacién de un solo paso, por la que un producto liquido se
atomiza en una corriente de gas caliente para obtener instantaneamente un polvo.
El gas utilizado generalmente es aire, algunas veces se utiliza un gas inerte como
el nitrégeno, el liquido inicial a pulverizar puede ser una solucion, una emulsion o

una suspension.

Las condiciones dependen del producto todo esto determina el tamafio
del polvo, puede ser fino (10-50 um) o particulas de gran tamafio (2-3 mm). Al
disminuir la actividad de agua se garantiza una estabilidad microbiolédgica, evita el

riesgo de la degradacion quimica y biologica de los productos, reduce costos de
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almacenamiento, transporte y finalmente se obtiene un producto con propiedades

especificas, como una solubilidad instantanea (Gharsallaoui et al., 2007).

2.10. Composicion de la carne

La carne es el tejido animal que puede emplearse como alimento, la mayoria
proviene de animales domésticos y acuaticos; algunos de los tejidos que la
componen son musculo estriado y liso, grasa y vasos sanguineos (Alarcon-Rojo,
1992). Sin embargo, el principal componente de la carne como alimento, son los
musculos estriados. La transformacién del mlsculo en carne ocurre una vez que
en el primero se llevan a cabo una serie de cambios fisicos y bioquimicos después
del sacrificio (Alarcén-Rojo, 1992; Hultin, 1993).

La composicion del musculo magro obtenido de diferentes especies es
relativamente constante en términos de proteina y minerales (Schweigert, 1994),
el contenido graso es el que presenta mayor variabilidad, siendo la carne de cerdo

la que acumula mayor cantidad de grasa (Tabla 3).

La composicion de lipidos en carne de cerdo de acuerdo al total, es del
5 % de &cidos grasos monoinsaturados, 4 % de acidos grasos saturados y del 1 %
de poliinsaturados (SAGARPA, 2003).

Cuadro 3. Composicion media de carnes magras por 28 g de porcion

comestible
Especie Pro(tge)l’na Grasa (g) CE%IS)O Hierro (mg)
Res 5 3.6 3 0.8
Cordero 4 2.5 3 0.7
Aves 5 2 4 0.4
Cerdo 4 9 3 0.5

Fuente: Fisher y Bender, 1972.
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2.10.1. Proceso de oxidacion de la carne

La peroxidacion lipidica es una de las causas principales de deterioro en
cuanto a calidad en la carne y productos carnicos. La reaccién se compone de tres
pasos: iniciacion, propagacion y terminacion. La iniciacion se lleva a cabo por el
ataque de cualquier especie que tiene suficiente reactividad para disociar un
atomo de hidrogeno labil de un grupo metileno en las moléculas de lipidos, para

formar los radicales.

La propagacion se facilita debido a que el &cido graso radical no es una
molécula muy estable, de modo que reacciona rapidamente con oxigeno
molecular, creando de este modo un &cido graso peroxil radical. El mismo también
es una especie muy inestable por lo cual reacciona con otro acido graso dando
lugar a un &cido graso radical diferente. Este ciclo contintia ya que el nuevo acido

graso radical se comporta de la misma manera.

La reaccion radical se detendra cuando dos radicales reaccionen y
produzcan una especie no radical, llamada terminacién. Esto ocurre solamente
cuando la concentracion de especies radicales es lo suficientemente alta como

para que exista la probabilidad de que se encuentren dos radicales.

El hierro también puede ser un catalizador primario de la peroxidacion
lipidica, especialmente las proteinas hemo tales como la mioglobina, la
hemoglobina y el hierro libre. Se podria considerar que éstos son los principales
catalizadores para la iniciacion del proceso hierro-oxigeno siendo este el proceso

de peroxidacion de lipidos en carne y productos carnicos (Min y Ahn, 2005).

2.10.2. Microbiologia de la carne

La influencia de los factores (composicién del producto y las condiciones

de almacenamiento) afecta la tasa de crecimiento y la actividad metabdlica de la
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flora bacteriana que se encuentra en la carne (cerdo) cruda, cocida y productos
carnicos curados. Las bacterias predominantes asociadas con el deterioro de
carne refrigerada son Brochothrix thermosphacta, Carnobacterium spp.,
Enterobacteriaceae, Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pseudomonas spp., y
Shewanella putrefaciens causando olores y sabores desagradables, asi como la
decoloracion y produccion de gas. Ademas de patdégenos como Salmonella sp. en

una contaminacion postmortem (exogena).

El conteo inicial de bacterias mesofilicas sobre la carne y productos
cocinados de la carne es cercano a 10%-10° UFC/cm? o gramo, consistiendo en
una amplia variedad de especies. Solo el 10 % de las bacterias iniciales presentan
crecimiento en temperaturas de refrigeracion, y tan solo una pequefa fraccién de
bacterias deterioradoras. La contaminacion de la superficie de la carne cortada y
los productos carnicos determinara el potencial de vida de anaquel. (Borch et al.,
2006)
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3. JUSTIFICACION

La carne de cerdo fresca por su composicion es un producto alimenticio
perecedero y requiere proteccion contra reacciones de oxidacion, contra la

penetracion y crecimiento tanto de bacterias patégenas como de descomposicion.

Actualmente existe una gran variedad de agentes antimicrobianos que se
utilizan para la conservacion de alimentos. Sin embargo, la demanda de los
consumidores por adquirir productos con los ingredientes lo méas naturales
posibles, ha llevado a la investigacion de sustancias naturales que poseen

actividad antimicrobiana contra microorganismos de interés en alimentos.

Existe la necesidad de contribuir con mas informaciéon y conocimientos
sobre el comportamiento y las caracteristicas de las formulaciones de
recubrimientos comestibles hechos a partir de almidén modificado con la
incorporacion de agentes hidrofébicos en forma de nanoemulsidon, que
desempefien actividad antimicrobiana y antioxidante. Ademas de un proceso de
microencapsulacién que proporcione estabilidad a través del tiempo, proteccién
frente a microorganismos deterioradores y patégenos para asegurar la inocuidad

de la carne de cerdo al ser recubierta.
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4. HIPOTESIS

La microencapsulacion de una nanoemulsién del aceite esencial de
orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth) promovera Ila actividad
antimicrobiana y antioxidante en carne de cerdo aplicados a modo de

recubrimiento.
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5. OBJETIVOS
5.1. General
Determinar la actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite de orégano

mexicano (Lippia graveolens Kunth) libre y microencapsulado y su aplicacion en
carne cruda de cerdo

5.2. Especificos

« Obtener el aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth)

mediante hidrodestilacion.

« Seleccionar las condiciones para obtener una emulsion y nanoemulsion

(O/W) incorporando el aceite esencial de orégano, almidon y emulsificantes.

« Determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano libre y

microencapsulado tanto en medio liquido como semisolido.
+ Evaluacibn de la actividad antimicrobiana y antioxidante de un

recubrimiento a base de almidon modificado y aceite esencial de orégano

sobre carne de cerdo fresca.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. MATERIALES

En este trabajo se utilizaron hojas secas de orégano mexicano (Lippia graveolens
Kunth), de Toliman, Querétaro. Un ejemplar fue autentificado por los Mtros.
Valentina Serrano Cardenas y Alejandro Cabrera Luna del Herbario Metropolitano
de Querétaro “Dr. Jerzy Rzedowski”, localizado en la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad Autbnoma de Querétaro y depositado en la Coleccion

Etno-botanica del Herbario.

6.1.1. Materiales bioldgicos

e Brochothrix thermosphacta

e Lactobacillus plantarum

e Listeria monocytogenes

e Micrococcus luteus NCBI 8166

e Pseudomonas fragi

e Salmonella sp.

e Lomo de cerdo (Longissimus thoracis et lumborum)(LTL)

e Aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth)

6.1.2. Medios de cultivo

e Agar de sulfito bismuto (ASB) BD Bioxon (Edo. México, México), cuya
composicion en (g/L): peptona de caseina 17; peptona de carne 5;
extracto de carne 5; dextrosa 5; fosfato disodico 4; sulfato ferroso 0.3;
indicador sulfito bismuto 8; verde brillante 0.25; agar 20.

e Agar B. thermosphacta cuya composicion en (g/L): peptona de caseina

20; glicerol 15; agar bacteriologico 13; extracto levadura 2; fosfato de
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potasio dibasico 1, (K;HPO,); sulfato de magnesio heptahidratado
MgSO4-7H,0. el cual fue preparado en el laboratorio.

e Medio assay, cuya composicion en (g/L): peptona de caseina 10;
extracto de carne 3; extracto de levadura 1.5; NaCl 3; azGcar mascabado
1; agar 1.5/0.8. preparado en el laboratorio.

e Agar nutritivo, BD Bioxon, cuya composicion en (g/L): Peptona de
gelatina 5; extracto de carne 3; agar 15.

e Caldo nutritivo, BD Bioxon, cuya composicion en (g/L): Peptona de
gelatina 5; extracto de carne 3.

e Agar soya tripticaseina, BD Bioxon, cuya composicion en (g/L): Peptona
de caseina 15; peptona de soya 5; cloruro de sodio 5; agar 15.

e Caldo soya tripticaseina, BD Bioxon, cuya composicién en (g/L): peptona
de caseina 17; peptona de soya 3; cloruro de sodio 5; fosfato dipotasico
2.5.

6.2. METODOS

6.2.1. Extraccién de aceite esencial por hidrodestilacién

El aceite esencial se obtuvo de acuerdo con la metodologia reportada por
Hernandez-Hernandez (2014). Se utilizaron 300 g de hojas y flores secas de

orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth).

Reduciendo el tamafio de las hojas y flores de forma manual, evitando
pulverizar para que no existiera una pérdida de compuestos volatiles, se realizo
dentro de un recipiente cubierto con plastico debido a que genera polvo al realizar

el proceso.

Se introdujeron hojas y flores en el matraz del equipo de extracciéon tipo

Clevenger (Cristalab, México) utilizando de agua destilada. Colocando el matraz
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de bola dentro de la mantilla de calentamiento, posteriormente se acopld el

refrigerante, realizando un buen ajuste para que existiera un buen sellado.

Después se acoplaron dos codos de 90° para poder conectarlos al matraz
de bola de 500 mL donde se recibi6é el condensado, el matraz se sumergi6 en un
bafio de hielo con agua para evitar la pérdida de compuestos volatiles.

Se utilizd un enfriador de recirculacion (SDO7R, PolyScience, EUA)

conectado por medio de mangueras al refrigerante.

Para obtener los mejores rendimientos del aceite esencial de orégano, la
temperatura de enfriamiento fue de 5+0.2°C, siendo esta una condicion
importante para evitar el sobrecalentamiento del condensado agua/aceite y evitar
la pérdida de compuestos volatiles (Figura 4).

Figura 4. Hidrodestilador y enfriador de recirculacion.
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Se separo el aceite esencial del agua floral por diferencia en las densidades
depositandolo en un vaso de precipitado. Se elimind el agua la humedad con
sulfato de sodio anhidro (Na2S0O4). Posteriormente se midié el volumen obtenido

en probeta graduada (10 mL) para determinar el rendimiento.

Se guardo en frascos ambar llenados al maximo para evitar el contacto con
la luz y la presencia de oxigeno, se mantuvieron en refrigeracion, son factores que

promueven la oxidacion del aceite.

6.2.2. Preparacion de dispersion de almidén

En un matraz de 250 mL Se mezclaron 12g de almidén y 30 g de agua
destilada. Para facilitar la completa disolucion, la mezcla se agitdo a 50 °C y 150
rom durante 12 horas (LabNet, México). Pasado este lapso se almacend en
condiciones de refrigeracion a 4 °C para su conservacion hasta su uso. Esta
dispersion se utilizd en todas las formulaciones que se realizaron durante toda la

parte experimental de las emulsiones.

6.2.3. Emulsiones formadas por aceite esencial, dispersion de almidén y

agua.

Para obtener una nanoemulsion estable es necesario partir de una
microemulsion o emulsién primaria, la cual se obtuvo mezclando la dispersion de

almidon con el aceite esencial de orégano en una relacion 1:6.25 p/p.
La mezcla se homogenizo a 6,500 rpm con un equipo Ultra Turrax T25

(IKA, Wilmington, USA). La emulsién primaria se sometié a sonicado (150-300 s)

utilizando una amplitud del 40% (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Formulacion aceite esencial, dispersion de almidon y agua

, AEO DA Agua Sonicacién
Tratamiento
(% p/p) (%op/p) (% p/p) (s)
1 5 90 5 300
2 5 85 10 300
3 10 85 5 150
4 5 90 5 150

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)

6.2.4. Emulsiones formadas por aceite esencial, dispersion de almidén y

Tween 20.
Se prepararon emulsiones con las mismas concentraciones y condiciones
mencionadas anteriormente, a excepcion del agua que fue sustituido por el

surfactante Tween 20 (Cuadro 5).

Cuadro 5. Formulacién aceite esencial, dispersion de almidén y Tween 20

Tratamiento AEO DA Tween 20 Sonicacién
(% p/p) (%op/p) (% p/p) (s)
1 5 90 5 300
2 5 85 10 300
3 10 85 5 150
4 5 90 5 150

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)

6.2.5. Emulsiones de aceite esencial, dispersion de almidon y Tween 80.
Para la obtencion de las emulsiones (Figura 5) se variaron los factores:

concentracion de aceite, Tween 80 y tiempo de ultrasonicado, con dos niveles

cada uno, como se muestra en el cuadro 6.
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Preparacion de dispersion de
almidén (DA) con agua
destilada y almidén modificado
(agitacion 12 hrs)

Para obtener la emulsién se
—> trabajo con distintos
tratamientos

v

Mezclado de la dispersion de
almidon, Tween 80 y aceite |——>
esencial

Homogenizado (6,500 rpm)
con Ultra Turrax

v

Someter a ultrasonicado —> Mantener en refrigeracién 4°C

Figura 5. Formacion de emulsiones con ultrasonicado con aceite esencial,
almidén y Tween 80.

En el cuadro 6 se muestra la formulaciéon para obtener una emulsién con
el aceite esencial, dispersion de almidon y Tween 80 con tiempos de sonicacion
variables (150-300 s).

Cuadro 6. Formulacion aceite esencial, dispersion de almidén y Tween 80, tiempo
de ultrasonicado variable

Tratamiento AEO DA Tween 80 Sonicacién

(% p/p) (%p/p) (% p/p) (s)
1 5 90 5 300
2 5 85 10 300
3 10 85 5 150
4 5 90 5 150
5 10 80 10 150
6 10 85 5 300
7 5 85 10 150
8 10 80 10 300

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA) Homogeneizado (6,500 rpm)
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Se obtuvo una emulsién de aceite esencial a una concentracion del 10%
p/p por homogeneizado (6,500 rpm) y ultrasonicado (150 s), los pardmetros

variables fueron dispersion de almidon y el Tween 80 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Formulacién de aceite esencial (10 % p/p), dispersion de almidén vy

Tween 80
Tratamiento Tween 80 DA
(% p/p) (%p/p)
1 1 89
2 1.5 88.5
3 1.75 88.25
4 2 88
5 25 87.5
6 3 87
7 3.5 86.5
8 4 86

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA),

Se obtuvo una emulsidn de aceite esencial a una concentracion del 20%
p/p por homogeneizado (6,500 rpm) y ultrasonicado (150 s) pardmetros variables

fueron Tween 80 y la dispersién de almidon (Cuadro 8)

Cuadro 8. Formulacion aceite esencial (20% p/p), dispersion de almidon y Tween

80
Tratamiento Tween 80 DA
(% p/p) (%p/p)

1 2 78
2 3 77
3 3.5 76.5
4 4 76
5 5 75
6 6 74
7 7 73
8 8 72

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidon (DA),
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Se preparo una emulsion de aceite esencial a una concentracion del 10%
p/p por homogeneizado (6,500 rpm) y ultrasonicado (150 s) parametros variables

fueron Tween 80 Yy la dispersion de almidén (Cuadro 9)

Cuadro 9. Formulacién aceite esencial (10% p/p), dispersion de almidon, Tween
80 y homogeneizado (6,500 rpm/1min)

Tratamiento Tween 80 DA
(% p/p) (%p/p)

1 1 89

2 2 88

3 3 87

4 4 86

5 5 85

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)

En el cuadro 10 se muestra la formulacion para obtener una emulsién de
aceite esencial con una concentracion del 10% p/p, dispersion de almidén vy
Tween 80, homogeneizado a 13,500 rpm/1 min y tiempo de ultrasonicado de 150

segundos.

Cuadro 10. Formulacion aceite esencial (10% p/p), dispersiéon de almidén
modificado, Tween 80 y homogeneizado (13,500 rpm/1min)

Tratamiento Tween 80 DA
(% p/p) (% p/p)

1 1 89

2 2 88

3 3 87

4 4 86

5 5 85

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Sonicacion (150 s)

Se preparo una emulsion de aceite esencial a una concentracion del 20 %

p/p por homogeneizado (6,500 rpm) y ultrasonicado (150 s) parametros variables
fueron Tween 80 vy la dispersion de almidén (Cuadro 11)
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Cuadro 11. Formulacién aceite esencial (20% p/p), dispersiéon de almidén
modificado, Tween 80 y homogeneizado (6,500 rpm/1min)

Tween 80 DA

Tratamiento (% plp) (%p/p)
1 1 79
> 2 78
3 3 77
4 4 76
5 5 75

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Sonicacién (150 s)
Se prepar6 una emulsion de aceite esencial a una concentracion del 20 %
p/p por homogeneizado (13,500 rpm) y ultrasonicado (150 s) parametros variables

fueron Tween 80 vy la dispersion de almidon (Cuadro 12)

Cuadro 12. Formulacion aceite esencial (20% p/p), dispersién de almidon
modificado, Tween 80 y homogeneizado (13,500 rpm/1min)

Tween 80 DA

Tratamiento (% p/p) (%p/p)
1 1 79
> 2 78
3 3 77
4 4 76
5 5 75

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Sonicacion (150 s)

En el cuadro 13 se muestra la formulacién para obtener una emulsion
con el aceite esencial con una (10-16 % p/p), dispersion de almidén y Tween 80,
homogeneizado a 13,500 rpm/1 min y tiempo de ultrasonicado de 150 segundos.

Cuadro 13. Formulacién aceite esencial, dispersion de almidon modificado, Tween
80, homogeneizado (6,500 rpm/1min) y ultrasonicado (150 s)
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AEO Tween 80 DA

Tratamiento (%VIV) (% p/p) (%p/p)
1 10 5 85
2 10 2.5 87.5
3 10 1 89
4 10 0.75 89.25
5 10 0.5 89.5
5 10 0.25 89.75
. 10 0.1 89.9
8 16 - 84

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Sonicacién (150 s)

6.2.5. Emulsiones obtenidas por homogeneizado y ultrasonicado a base de

aceite esencial y una dispersiéon de almidon

Se utilizé una emulsién primaria, la relacion de aceite y almidén fue 1:6.25,
con un homogenizado de 6.500 rpm/1min (se describe equipo y relacion en el
punto 6.2.3).

Se prepararon 4 emulsiones y cada una de ellas se sometié a un tiempo
de 2.5 a 10 min de ultrasonicacién (Sonics & Materials, Vibra-Cell VCX500,
Connecticut, EUA).

Sumergidos en bafio de hielo para evitar elevacion de temperatura por el
proceso de sonicacion, el diagrama muestra los pasos a seguir (Figura 6).

En el cuadro 14 se muestra la formulacion para obtener una emulsién de

aceite esencial con una concentracion de 16% p/p, dispersion de almidon vy
homogeneizado.
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Cuadro 14. Formulacion aceite esencial, dispersion de almidon y homogeneizado

AEO

: Tiempo Velocidad

Tratamiento (p/p) (s) (rpm)

1 300 9,500

120 9,500

16%
2 120 13,500
120 17,500
Preparacion de dispersion
de almidén (DA) con agua Para obtener la emulsion
destilada y almidon —> se trabajo con distintos
modificado (agitacién 12 tratamientos
hrs)

Mezclado de la dispersion

de almidén y el aceite —> Homogenizado (6,500 rpm)

con Ultra Turrax

esencial
) Mantener en refrigeracion
Someter a ultrasonicado |——> 4°C 9

Figura 6. Formacion de emulsiones a base de aceite esencial de orégano (Lippia
graveolens Kunth), una dispersiéon de almidén y el uso de ultrasonido.

35



Se prepar6 una emulsion de aceite esencial a una concentracion del 16%
p/p por homogeneizado (6,500 rpm) y ultrasonicado (Cuadro 15)

Cuadro 15. Formulacion a base de aceite y una dispersion de almidon modificado
(Homogeneizacion 6,500 rpm/1min)

AEO Tiempo
Tratamiento (%oviv) sonicacion
(s)
1 150
2 300
16%
3 450
4 600

Se prepar6 una emulsion por homogeneizado (6,500 rpm) y ultrasonicado
(150 s) parametros variables fueron aceite esencial y la dispersion de almidén
(Cuadro 16)

Cuadro 16. Formulacion a base de aceite (5-16 % v/v) y una dispersién de
almidon modificado (84-95% v/v) y homogeneizacién y ultrasonido

Concentracion

Tratamiento AEO (%D\'/A}V)
(% viv)
1 16 84
2 10 90
3 7.5 92.5
4 5 95

Aceite esencial de orégano (AEO) Dispersion de almiddén (DA)

6.2.6. Emulsiones obtenidas por homogeneizado, ultrasonicado vy

microfluidizado a base de aceite esencial y una dispersién de almidon
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En el cuadro 13 se muestra la formulacion de una emulsion de aceite
esencial y dispersion de almidén, obtenida por tres métodos de reduccion de

tamafo de particula.

Cuadro 17. Formulacion a base de aceite y una dispersion de almidén modificado
homogeneizacion, ultrasonido y microfluidizacion

Tratamiento AEO DA
(Yop/p) (%op/p)

Homogeneizado, ultrasonido y
microfluidizado

. . 1 4
Homogeneizado y ultrasonido 6 8

Homogeneizado

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)

Preparacién de dispersion de
almidén (DA) con agua
destilada y almidén modificado
(agitacion 12 hrs)

Para obtener la emulsién se
—> trabaj6 con distintos
tratamientos

v

Mezclado de la dispersién de
almidén y el aceite esencial

Homogenizado (6,500 rpm)
con Ultra Turrax

v

Someter a ultrasonicado (150
S) y sucesivamente a
microfluidizado (8,750 lbs/plg?/
1 ciclo

—> | Mantener en refrigeraciéon 4°C

Figura 7. Formacién de emulsiones del aceite esencial de orégano (Lippia
graveolens Kunth) y almidon modificado con Ultrasonicado y microfluidizado.

37



6.2.6. Andlisis de tamafo de particula

Se utiliz6 un equipo de dispersion dinamica de luz (Brookhaven
Instruments modelo BI200SM, EUA) equipado con un correlador digital de alta
velocidad PCI-BI9000AT, un detector de fotones de estado sélido y un laser Melles
Griot 9176EB-1 de He-Ne de 35 mW con longitud de onda (A) =632.8 nm como
fuente de luz. La determinacion del tamafio de particula se basa en el cambio de
frecuencia de la luz dispersada (efecto Doppler) por las particulas suspendidas.
Las muestras fueron diluidas con agua destilada ultra filtrada en una relacion de
1:5000.

Los datos fueron analizados usando dos diferentes programas: NNLS
(non negative least square) y regularizacion de CONTIN; ambos programas de
andlisis esencialmente evalian el inverso de la correccion de Laplace,
determinando la distribucion de tamafio de particula y, consecuentemente, su
valor promedio. El tiempo de integracion que se aplico fue de 10 s para cada
medicion y solamente se tomaron mediciones con distribuciones unimodales. Las
muestras se analizaron por triplicado y los resultados se presentan como
promedios * desviacion estandar (DE). Se realizaron las medidas en el Centro de
Fisica Aplicada y Tecnologia Avanzada (CFATA) de la UNAM Campus Juriquilla,

Querétaro.

Se utilizé un equipo Mastersizer modelo MAF 5000 y 2000, para iniciar las
mediciones con respecto al diametro de particula se determin6 la velocidad
adecuada de agitacion de la mezcla. Se midio el tamafio de particula de cada una
de las emulsiones las muestras se analizaron por triplicado y los resultados se
presentan como promedios * desviacion estandar (DE). Se realizaron las medidas
en la Universidad Autbnoma Metropolitana (UAM) Campus lIztapalapa, México,
DF.
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6.2.7. Microencapsulacion mediante secado por aspersion de la emulsion y

nanoemulsién del aceite esencial.

Las emulsiones se introdijeron en un minisecador por aspersion marca
Buchi (Mod. B-191, Flawil, Suiza). Las condiciones de secado fueron: Temperatura
de entrada de 180-200 °C, Temperatura de salida 100-120 °C, aspirador al 94 %,
Bomba de vacio al 25 % (Hernandez et al., 2014).

6.2.8. Determinacion de la actividad antimicrobiana del AE microencapsulado

y nanoemulsionado en medio liquido

Para evaluar la inhibicion de las bacteria patdgenas Salmonella sp y L.
monocytogenes, se utilizaron como base distintas concentraciones que se
muestran en el Cuadro 18, modificando las concentraciones propuesta por Orue
(2013).

Cuadro 18. Concentraciéon minima bactericida del aceite esencial de orégano
sobre los microorganismos de estudio

Concentracion

(mg/mL)
Salmonella sp. 0.5-5
L. monocytogenes 5-10
B. thermosphacta 0.5-5
L. plantarum 0.5-5

M. luteus 0.015-0.1
P. fragi 0.5-5

El reto antimicrobiano se llevé a cabo en tubos de ensaye con caldo
nutritivo (CN) junto con el antimicrobiano a la concentracion deseada, ademas de
un inéculo de alrededor de 10° UFC/mL del microorganismo y se incub6 a 37 °C
por 24 h.

Se modific6 la metodologia propuesta por Mith (2014) en los

microorganismos, B. termosphacta, L. plantarum, M. luteus NCBI 8166 y P. fragi
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bajo condiciones de incubacion de 30 °C por 24 horas y para L. plantarum por 48

horas, se utilizaron las concentraciones que se muestran en el cuadro 18.

Para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) se realizaron
diluciones sucesivas para poder determinar el nUmero de células viables usando el
método de conteo variable en superficie (Miles y Misra, 1938) en placas de agar
nutritivo (AN).

6.2.9. Uso de lomo de cerdo (Longissimus thoracis et lumborum) (LTL) como
alimento modelo

Se utilizé lomo de cerdo para poder realizar las pruebas antimicrobianas y
antioxidantes. El tejido magro con relacion al tejido adiposo es homogéneo, se
trabajo con trozos de carne con un area de 9 cm?y un espesor no mayor a 1 cm,
se estudi6 el efecto de diferentes factores: grupo control, almidén, exposicién con
el aceite nanoemulsionado y microencapsulado con una concentracion de 0.06
mL/cm?, distintos tiempos de exposicién (0, 5, 10 y 15 dfas), almacenados al vacio

en temperaturas de 4°C.

Se trabajé con un reto antimicrobiano inoculando los trozos de carne con
Salmonella sp (1.8x10° UFC/cm2) previo a la aplicacion del recubrimiento. En
ambos estudios se utilizaron los cuatro tratamientos: control; recubrimiento de

almidon modificado; aceite microencapsulado y nanoemulsionado.

6.2.10. Determinacion de la actividad antioxidante del aceite esencial libre y

microencapsulado por medio de TBARS en un alimento modelo.
Se determind el grado de oxidacion de lipidos en carne de cerdo de

acuerdo con la metodologia establecida por American Meat Science Association
(2012).
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Esta técnica se basa en la reaccion del acido tiobarbitarico (TBA, por sus
siglas en inglés) con el malonaldehido y otros aldehidos producto de la oxidacion
de lipidos (sustancias reactivas con TBA; TBARS, por sus siglas en inglés)
formandose cromogenos de color rosa, con una longitud de onda de maxima

absorciéon de 538 nm.

Se utilizé6 una solucion stock de TBA: 0.375% acido tiobarbiturico, 15%

acido tricloroacético, y acido clorhidrico 0.25 N.

El procedimiento se inici6 con una porcion de carne de cerdo molida o
picada finamente. Se utilizaron muestras por duplicado de 0.5 g, se agreg6 2.5
mL. del stock de TBA a cada muestra. También se preparé un blanco que
contenia Unicamente 2.5 mL de la solucion stock. Las muestras y el blanco se
dejaron en bafio maria por 10 minutos. Las muestras desarrollaron un color rosado
durante el calentamiento. A continuacion se sometieron a enfriamiento en bafio de

agua Yy hielo para alcanzar temperatura ambiente y se centrifugaron.

Se centrifug6 a 5000 x g por 10 minutos a 4°C del sobrenadante se
deposité en una celda y se leyé 532 nm en un espectrofotometro (Thermo
Scientific, Mod Genesys 10UV, Wisconsin, EUA)

Calcular el TBARS con los valores expresados en ppm de malonaldehido,
siguiente: TBARS (mg MDA/kg) = muestra Ass, x 2.77.

6.2.11. Analisis estadistico

Los tratamientos se realizaron totalmente aleatorizados, realizando
réplicas por duplicado y triplicado segun la disponibilidad de equipos, las variables
de respuesta para cada analisis fueron expresadas como el promedio * desviacion
estandar, haciendo comparacién de medias por la prueba de Tukey, con una

a=0.05 utilizando el paquete estadistico JMP 10.0
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1. Extraccion de Aceite esencial por hidrodestilacion

Se utilizaron 300 g de hojas de distintas cosechas para cada obtencion de

aceite esencial de orégano mexicano, en el cuadro 19, se muestran los mililitros y

rendimientos.

Cuadro 19. Rendimientos de la extraccion del aceite esencial de orégano.

Fechade Hidrodestilacion Aceite Rendimiento

cosecha obtenido (uL/g)
(mL)
Julio 2014 Octubre 2014 8.2 27.3
Noviembre 2014 7.8 26.0
8.1 27.0
7.7 25.6
8.2 27.3
Media 8.0 £0.23% 26.6 +0.7¢
Noviembre Diciembre 2014 8.1 27.0
2014 Enero 2015 8.0 26.6
7.7 25.6
Febrero 2015 7.9 26.3
8.1 27.0
Marzo 2015 8.2 27.3
8.3 27.6
8.3 27.6
Abril 2015 8.0 26.6
8.1 27.0
Media 8.07 £ 0.18° 26.8 + 0.6%

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)

Se utilizé6 una prueba de Tukey-Kramer para comparar las medias de los

valores obtenidos de las cosechas de Julio y Noviembre del 2014. Los resultados
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muestran que no existe diferencia significativa independientemente de la época de

cosecha.

Recientemente se ha incrementado el interés, en relacion a los métodos de
extraccion alternativos para la obtencion aceites esenciales en plantas. Entre
estos se encuentra el método que utiliza energia por microondas en el cual no
incluye solventes (SFME por sus siglas en inglés) y muestra rendimientos
elevados, y con tiempos mas cortos. En la industria de saborizantes el SFME,
puede ser viable debido a sus rendimientos, sin embargo, durante el proceso
existe una reduccion en su actividad antimicrobiana (Richter, 2007). Sozmen
(2012) reporta y compara la composicion de los compuestos volatiles extraidos de
Origanum bilgeri por estos dos métodos y concluye que hay una menor cantidad
de compuestos en el método de SFME, en comparacion con la extraccién por
hidrodestilacion (HD).

7.2. Condiciones para obtener emulsiones a base de aceite esencial de
orégano con distintos métodos y surfactantes.

7.2.1. Emulsiones de aceite esencial, dispersion de almidén y agua.

Se prepararon emulsiones con aceite esencial de orégano, agua y
dispersion de almidén, sometidos a 6,500 rpm/1min por el método de
homogeneizado y seguido de ultrasonicado. En el cuadro 20, se muestran los

tamafos de particula en base a los distintos tratamientos.

Los resultados muestran que existe diferencia significativa, se puede
observar que la formulacion con mayor contenido de dispersion de almidon, tiende
a un tamafio de particula elevado, no importando el tiempo que se someten a

sonicado.

Cuadro 20. Tamafio de particula, emulsion aceite esencial, dispersion de almidon
modificado y agua
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. AEO DA Agua Sonicacién Tamarfo de
Tratamiento

(% p/p) (% p/p) (% p/p) (s) particula(nm)
1 5 90 5 300 1,2925+5.0%
2 5 85 10 300 517.5+9.5°"
3 10 85 5 150 5425+5.0°
4 5 90 5 150 682.5+5.0¢

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)

El tamafio de particulas de las emulsiones se rige principalmente por la
estructura de la microemulsion durante el proceso de emulsificacion, y el exceso
de agua presente actia sé6lo como un medio de dilucion, evitando la coalescencia
(Yu et al., 2015). Con respecto al tratamiento 1 el tamafio de particula es mayor en
comparacion al 4, las variables en las concentraciones son constantes, lo
reportado por Kentish y col (2008) el tiempo de ultrasonicado elevado puede
generar un “sobreprocesamiento” esto causa el incremento en el tamafo de la

emulsion y coalescencia.

7.2.2. Emulsiones de aceite esencial, almidon modificado y Tween 20.

Se prepararon emulsiones con las mismas concentraciones y condiciones
mencionadas anteriormente, a excepcion del agua que fue sustituido por un
surfactante Tween 20 En el cuadro 21 podemos observar los tamafos de

particula.

Cuadro 21. Tamafio de particula, emulsion aceite esencial, dispersion de almidén

y Tween 20
Tratamiento AEO DA Tween 20 Sonicacién Tarpaﬁo de
(% p/p) (% plp) (% p/p) (s) particula (nm)
1 5 90 5 300 3,570.0 + 11.5°
2 5 85 10 300 2,355.0+ 57°
3 10 85 5 150 7125+ 50°
4 5 90 5 150 2,8425+ 5.0°

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
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En ninguno de los tratamientos se observo una disminucion comparada
con el uso de agua. Se ha reportado que el uso de un surfactante puedan
obtenerse mejore resultados y tener mayor afinidad para formar una emulsion de

menor tamafio y estable (Kurolevay Yurtov, 2012).

El surfactante desempefia un papel importante en la emulsién debido a
que su presencia afecta dos mecanismos opuestos durante el proceso: el

mecanismo de rompimiento y el de re-coalescencia durante la emulsificacion.

Al utilizar un surfactante se logra estabilizar la fase dispersa y continua,
evitando la coalescencia, logrando una emulsion mas estable debido a la

reduccion de la tension superficial. (Forgiarini et al., 2006).

Sin embargo el uso de dos emulsificantes con distintos valores en el
Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB) Tween 20 y almidon genera una inestabilidad

y el aumento del tamafio de particula de las emulsiones.

7.2.3. Emulsiones de aceite esencial, dispersion de almidon y Tween 80.

Emulsiones sometidas a 6,500 rpm/1lmin por el método de
homogeneizado y seguido de ultrasonicado. Se utilizaron distintas

concentraciones de aceite esencial, dispersion de almidén y Tween 80.

Tamafios de particula (Cuadro 22) en base a los distintos tratamientos,
las emulsiones de forma directa (O/W) son a menudo estabilizadas usando
emulsificantes etoxilados no iénicos (Tween 20 y 80), evitando la floculacién por el

equilibrio electrostatico y estérico (Kuroleva y Yurtov, 2012).
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Cuadro 22. Tamafo de particula, emulsion de aceite esencial, dispersion de
almidén, Tween 80, sometidos a homogeneizado y ultrasonicado

Tratamiento AEO DA Tween 80 Sonicacién Tamaﬁo de
(% p/p) (%op/p) (% p/p) (s) particula (nm)
1 5 90 5 300 1,337.5+5.0°
2 5 85 10 300 1,770.0 £ 8.1*
3 10 85 150 475.0+5.7"
4 5 90 150 1,180.0+ 0.0 °
5 10 80 10 150 1,390.0 +8.1°
6 10 85 5 300 715.0 + 5.7°
7 5 85 10 150 1,692.0+5.0°"
8 10 80 10 300 1,110.0+0.0'

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)

Con respecto al estudio realizado el HLB que corresponde al maximo de

estabilidad fue superado por las concentraciones de almidén y Tween 80

generando tamafos de particula elevados, otro factor que influyé es el tiempo de

ultrasonicado al que fueron sometidos los tratamientos. En estudios posteriores se

puede modificar las concentraciones de Tween 80 con respecto al almidon.

El cuadro 23 muestra los distintos pardmetros en el aceite esencial,

dispersién de almidon y Tween 80 como emulsificante no iénico, lo que permitird

no disociarse en el agua, para proporcionar una mejor respuesta a la

coalescencia. Se sometieron a homogeneizado (6,500 rpm/1min) y ultrasonicado

(150 s).

Cuadro 23. Tamafio de particula, emulsion aceite esencial (10 % p/p), dispersion
de almidén y Tween 80

Tratamiento Tween 80 DA Tarpaﬁo de
(% p/p) (Yp/p) particula(nm)
1 89 1,170.0 + 10.0°
1.5 88.5 800.0+0.0
3 1.75 88.25 1,140.0 + 10.0
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N o o b~

8

2
2.5
3
3.5
4

88
87.5
87
86.5
86

1,276.6 + 15.2°
1,010.0 + 10.0°
1,123.0 + 5.7
1,286.6 + 11.5°
1,090.0 + 26.4°

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)

Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)

Se obtuvieron emulsiones (Cuadro 24), aceite esencial, dispersion de

almidon, Tween 80, se modificaron los parametros con respecto al estudio

anterior, con un homogeneizado (6,500 rpm/1min) y ultrasonicado (150 s).

Contrario a lo reportado por Maindarkar y col (2015), aumentar la cantidad de

emulsificante genera un tamafio de particula menor. Se muestra en los resultados

de la presente investigacion, que al aumentar el surfactante, es directamente

proporcional el aumento del tamafio de particula. Esto se puede ocurrir por el HLB

que sigue siendo elevado con respecto al uso de almidén y Tween 80, los valores

muestran una falta de afinidad entre los emulsificantes.

Cuadro 24. Tamafio de particula, emulsion aceite esencial (20% p/p), dispersion
de almidén y Tween 80

Tratamiento Tween 80 DA Tarpaﬁo de
(% p/p) (% p/p) particula(nm)

1 2 78 1,213.3+5.7
2 3 7 1,400.0 + 20.0 ©
3 3.5 76.5 1,546.6 + 30.5 %
4 4 76 1,676.6 + 30.5 ¢
S S 75 2,066.6 + 83.2 °
6 6 74 2,966.6 + 15.2 ™
7 7 73 2,176.6 +45.0°
8 8 72

2,216.6 +83.2°

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)

Los resultados (Cuadros 23 y 24) muestran que el tamafio de particula no

disminuyo, no importando las concentraciones de Tween 80 y aceite esencial, en
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comparacion con el sistema agua, aceite esencial y dispersién de almidén <517.5
+ 9. (Cuadro 20). Las concentraciones de almidén y Tween 80 se volvieron a
ajustar con respecto a las concentraciones de aceite esencial para lograr una
mejor coalescencia pero se mostraron resultados similares a los tratamientos

anteriores, debido a que el HLB de los emulsificantes es insuficiente.

Otra variable importante a considerar fue el tiempo y velocidades de
homogeneizado, con una concentracibn constante de aceite esencial, con
parametros variables en dispersion de almidon y Tween 80 podemos observar el
comportamiento de las emulsiones con respecto al tamafio de particula en los

cuadros 20y 21.

Se obtuvieron emulsiones (Cuadro 25), aceite esencial (10% p/p),
dispersion de almidén, Tween 80, con un homogeneizado y ultrasonicado.

Cuadro 25. Tamafio de particula, emulsion aceite esencial, una dispersion de
almidén modificado, Tween 80 y homogeneizado a 6,500 rpm/1min

Tratamiento Tween 80 DA Tarpaﬁo de
(% p/p) (%op/p) particula(nm)
1 1 89 793.3 + 15.2
2 2 88 743.3 £40.4°
3 3 87 920.0 + 100.0%®
4 4 86 706.6 + 15.2°
5 5 85 1,026.6 + 35.1%

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Ultrasonicado (150 s)

Se obtuvieron emulsiones (Cuadro 26), aceite esencial (10% p/p),
dispersion de almidon, Tween 80, con un homogeneizado (13,500 rpm) y

ultrasonicado.

Cuadro 26. Tamafo de particula, emulsion aceite esencial, una dispersion de
almidén modificado, Tween 80 y homogeneizado a 13,500 rpm/1min
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. Tween 80 DA Tamafo de
Tratamiento

(% p/p) (% p/p) particula(hm)
1 1 89 733.3+5.7°
2 2 88 753.3 +5.7¢
3 3 87 783.3+5.7°
4 4 86 1,126.6 + 5.7°
5 5 85 1,030.0 + 10.0 @

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05
Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Ultrasonicado (150 s)

Los resultados mostrados en los cuadros 25 y 26, la diferencia del
balance hidrofilico-lipofilico entre los emulsificantes con respecto a los valores de
afinidad muestran que existe coalescencia entre las emulsiones generando

tamafios de particula mayores a los esperados para obtener una nanoemulsion.

Posteriormente se obtuvieron emulsiones 27 con una concentracion
constante de aceite esencial (20 % p/p) y condiciones de homogeneizado (6,500
rpm/1min) y por ultrasonicado, modificando los parametros en la dispersion de
almidén y Tween 80.

Cuadro 27. Tamafo de particula a base de 20% aceite esencial, una dispersion
de almidén modificado, Tween 80 y homogeneizacion a 6,500 rpm/1min.

Tratamiento 0PN o) partiodlatm)
! 1 79 753.3+5.77°
2 2 8 756.6 £ 5.77
3 3 ” 750.0 £ 10.0 ©
4 4 76 1566.6 + 28.86 °
° 5 75 1433.3+57.73°

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Ultrasonicado (150 s)

Posteriormente se obtuvieron emulsiones 27 con una concentracion
constante de aceite esencial (20 % p/p) y condiciones de homogeneizado (6,500
rom/1min) y por ultrasonicado, modificando los parametros en la dispersion de
almidon y Tween 80.

49



Cuadro 28. Tamafo de particula a base de 20% aceite esencial, una dispersion
de almidén modificado, Tween 80 y homogeneizacién a 13,500 rpm/1min

Tween 80 DA Tamafo de

Tratamiento (% plp) (% p/p) particula(nm)
1 1 79 760.0+5.0°
2 2 /8 746.6 +7.6°
3 3 7 760.0+0.0°°
4 4 76 1,316.6 + 28.8"
5 5 75 1,600.0 +50.0 2

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Sonicacién (150 s)
Como se muestra en el cuadro 29, se obtuvieron emulsiones con distintas
concentraciones de aceite esencial, dispersion de almidon, y utilizando menores
concentraciones de Tween 80, respecto a los tratamientos anteriores, se utilizé el

método de homogeneizado y ultrasonicado (150 s) de manera constante.

Cuadro 29. Tamafio de particula a base de aceite esencial, dispersion de almidon
modificado, Tween 80, homogeneizado (6,500 rpm/1min) y ultrasonido (150 s)

Tratamiento AEO Tween 80 oA Tamaﬁo i~
(% p/p) (% p/p) (% p/p) particula(nm)
1 10 5 85 736.6 £15.8 ¢
2 10 2.5 87.5 730.0+0.0°
3 10 1 89 696.6 +11.5°
4 10 0.75 89.25 1,006.6 +125 °
5 10 0.5 89.5 666.6 +5.7
6 10 0.25 89.75 573.3 +15.2%
7 10 0.1 89.9 693.3 +5.7 «
8 16 ; 84 513.3 +35.1°

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Sonicacion (150 s)

Se puede observar que las formulaciones que contenian Tween 80 y sin

importar el tiempo y velocidad de homogeneizacién, presentan un tamafio de
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particula elevado. En caso contrario ocurre cuando el Tween 80 no est presente
en la emulsion. El menor tamafio de particula fue de 513.3 + 35.1nm (Cuadro 23),
se obtuvo utilizando Unicamente dos componentes en el sistema, la dispersion de

almidon y el aceite esencial.

Contrario a lo reportado por Salvia-Trujillo y col (2014), quienes
obtuvieron una nanoemulsién de aceite de limén (1 % p/p) y Tween 80 (1 % p/p)
con un diametro promedio de 6.9 nm, aplicando 2 min de ultrasonido con una

amplitud de 30 pm.

7.2.4. Emulsiones obtenidas por homogeneizacion a base de aceite esencial

y una dispersién de almidon

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta ahora, se simplifico el
sistema y se utilizaron concentraciones constantes de aceite esencial (16% v/v) y

de la dispersion de almidén (84% v/v), con el uso del método de homogeneizacion.

Cuadro 30. Tamafo de particula a base de aceite, dispersion de almidén y
homogeneizado

T . Tiempo Velocidad Tamafo de
ratamiento ]
(s) (rpm) particula (nm)
a
1 300 9,500 1,920.0+ 0.0
120 9,500
o 120 13,500

1,643.0£57.7°"

120 17,500

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
*Los tiempos y velocidades de homogenizacion fueron subsecuentes.

Se observa que en una relacién 1:6.25 del aceite esencial de orégano y la
dispersiéon de almidén y con el uso de un homogeneizador, los tamafios de
particula son de dimensiones micrométricas (Cuadro 30). Mostrando un sistema

monofasico debido a que el tamafio muestra que el aceite se solubilizo dentro del
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almidon con actividad surfactante, pero no significa que se haya formado una
emulsion, solo una estructura micelar que contiene al aceite esencial de orégano.
Se ha observado que con el uso de homogeneizador, no existe una adecuada
emulsificacion debido a la falta de energia para lograr una emulsion (Maindarkar
et al., 2015).

Posteriormente se realizé una emulsion (Cuadro 31) en concentraciones
constantes de aceite esencial (16 % p/p) y la dispersion de almidon (84 % p/p) con
respecto al experimento anterior, se mantuvo el método de homogeneizacion

(6,500 rpm/1min) y se utilizaron distintos tiempos de sonicacion (150-600s).

Cuadro 31. Tamafo de particula a base de aceite y una dispersion de almidén
modificado sometido a homogeneizacion (6,500 rpm/1min)

T : Tiempo sonicacidn Tamafo de
ratamiento .
(s) particula (nm)
1 150 573.3+5.7°
2 300 610.0+0.0°
3 450 640.0+0.0 ¢
4 600 623.3 +5.7°

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)

Cuadro 32. Tamafo de particula a base de aceite (5-16 % p/p) y una dispersion
de almidén modificado (84-95 % p/p) sometido a homogeneizacién (6,500
rpm/1min) y sonicado (150 s)

Concentracién DA Tamafo de
Tratamiento AEO particula
(% vIv)
(% vIv) (nm)
1 16 84 237.3+6.8°
2 10 90 205.6 + 6.8°
3 7.5 92.5 231.3+6.8%
4 5 95 231.3 + 6.8%

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
Aceite esencial de orégano (AEO)
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Se realiz6 una emulsion con tiempos y velocidad de homogeneizacion y
sonicado constante, los pardmetros variables fueron el aceite esencial (5-16 % v/v)
y la dispersion de almidén (84-95% v/v) (Cuadro 32).

Cuadro 33. Tamafo de particula a base de aceite y una dispersion de almidén
modificado homogeneizacion, ultrasonido y microfluidizacion

Tratamiento AEO DA Tarparllo de
(%v/iv) (%v/iv) particula(nm)
Homogeneizado,
ultrasonido y 115.0 + 0.0°
microfluidizado
- 16 84
Homogeneizado y )
' 116.0+ 0.0
ultrasonido
Homogeneizado 652.0 + 0.0 2

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)
Aceite esencial de orégano (AEO), dispersion de almidén (DA)
Sonicacion (150 s) Microfluidizacion (8,750 Ibs/plg2/1 ciclo)

Con la finalidad de asegurar una verdadera nanoemulsion se sometié al
método de microfluidizado, con una previa homogeneizacion y ultrasonicado. Se
puede observar (Cuadro 33), el mayor tamafio de particula se obtuvo con
homogeneizacién, y los tamafos cercanos a 100nm se obtuvieron por los
métodos de homogeneizado/sonicado y homogeneizado/sonicado
/microfluidizado. Sin embargo no muestran diferencias significativas (a<0.05) entre
cada tratamiento, independiente a los métodos. Consideramos que el uso del
microfluidizacion, no resultaria en futuras aplicaciones, debido al tamafio de

particula que se obtuvo.

Jafari y col. (2007) prepararon una emulsion de aceite de limén y almidon
modificado con diametro promedio de 680 nm, aplicando 60 segundos de
ultrasonido con una amplitud de 100 um. Posteriormente usaron el método de
microfluidizacion logrando una reduccion de tamafio de particula promedio de 570

nm, con una presion de 120 MPa en un ciclo.
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El tamafio de particula de las emulsiones es una caracteristica importante,
ya que ejerce influencia en las propiedades Opticas, reoldgicas estabilidad y
liberacion de compuestos. Las emulsiones tienen que ser estabilizadas
cinéticamente mediante algun efecto que retarde e inhiba la coalescencia de la
emulsion (Tadros et al. 2004; McClements, 2011).

Koroleva y Yurtov (2015), mencionan la maduraciéon de Ostwald como el
principal mecanismo que genera el aumento del tamafio de particulas en las
nanoemulsiones (O/W), y una manera de asegurar la estabilidad cinética de las
nanoemulsiones es afiadir un segundo componente. Sin embargo contrario a lo
reportado anteriormente, la cantidad de surfactante (DA), no mostro un efecto
positivo en los tratamientos con parametros constantes, velocidad, tiempo de

homogeneizacion y concentraciones de aceite esencial (Cuadro 29, 30 y 31).

7.3. Determinacion de la concentracién minima bactericida (CMB) del aceite

esencial contra Salmonellasp y L. monocytogenes.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos de la CMB del aceite
esencial de orégano libre contra Salmonella sp. Donde podemos observar que a
partir de una concentracién de 1.87 mg/mL y 2.5 mg/mL se logra una completa
inhibicion de Salmonella sp. a las 6 y 4 horas respectivamente, sin presentar

crecimiento durante su monitoreo en 24 horas.

Las concentraciones de 1.25 y 0.625 mg/mL también mostraron un efecto

bacteriostatico pero se presentaron hasta las horas de su aplicacion.

Con respecto a la concentracion de 0.25 mg/mL mostro un efecto

bacteriostatico hasta las 12 horas, perdiendo su capacidad a las 24 horas.
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Figura 8. Concentracion minima bactericida de aceite esencial de orégano contra
Salmonella sp

Posteriormente se realizd el estudio para determinar la concentracion
minima bactericida del aceite esencial de orégano contra L. monocytogenes. En la
figura 9, se observa que a partir de una concentracién de 7.5 mg/mL a 10 mg/mL
se logra una completa inhibicion las 10 horas, sin presentar crecimiento durante su
monitoreo en 24 horas. La concentracion de 6.25 mg/mL mostro un efecto
bacteriostatico las primeras 12 horas esta concentracion podria utilizarse como
una barrera antimicrobiana, en productos de venta inmediata, asi como la

concentracion de 5 mg/mL.

55



12 A

10
—3
8 - =—&— Control
- =O== 5 mg/mL
£ v— 6.25 mg/mL
EL) 6 A 7.5 mg/mL
o —&— 8.75 mg/mL
3 —0— 10 mg/mL
- O
4 4
2 a
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 9. Concentracion minima bactericida de aceite esencial de orégano contra
L. monocytogenes

Celestino y col (2014) probaron la actividad antimicrobiana de aceite
esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth) a concentraciones en un rango de
1.5 a 2 mg/mL contra las bacterias Salmonella typhimurium ATCC 14028, y
Salmonella Typhi ATCC 19430 partiendo de un inéculo de 10° UFC/mL.
Reportando un efecto bactericida a 2 mg/mL de aceite esencial de orégano, cuya
concentracion es similar a la encontrada en la presente investigacion, sin embargo

se manej6 una cepa diferente (Salmonella sp) con un inéculo (10° UFC/mL).

Con respecto a L. monocytogenes, Ghalfi y col. (2006) probaron la
actividad de aceite esencial comercial Origanum vulgare (Pranarom®), a
concentraciones en un rango de 0.4 a 4 mg/mL contra L. monocytogenes
partiendo de un in6éculo 10> UFC/mL. reportando un efecto bactericida a 4 mg/mL

de aceite esencial comercial, cuya concentracion es 2.5 veces menor que la
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reportada en la presente investigacion, sin embargo se maneja una densidad de
poblacién menor (10° UFC/mL).

7.4. Determinacion de la concentracion minima bactericida del aceite

esencial contra B. thermosphacta, L. plantarum, M. luteus y P. fragi.

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos de la CMB del aceite
esencial de orégano libre contra B. thermosphacta, donde podemos observar que
a partir de una concentracion de 2.5y 5 mg/mL se logra una completa inhibiciéon
de B. thermosphacta. a las 12 y 8 horas respectivamente, sin presentar
crecimiento durante su monitoreo en 24 horas. Las concentraciones de 0.5y 1.25
mg/mL mostraron un efecto bacteriostatico las primeras 12 horas generando una

barrera antimicrobiana para su uso en alimentos de consumo rapido.
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Figura 10. Concentracion minima bactericida de aceite esencial de orégano contra

B.thermosphacta

57



Posteriormente se realizd el estudio para determinar la concentracion
minima bactericida del aceite esencial de orégano contra L. plantarum, en la figura
11 se observa que entre una concentracion de 3.75 mg/mL a 5 mg/mL se logra
una completa inhibicion a las 12 y 8 horas respectivamente, sin presentar
crecimiento durante su monitoreo en 24 horas. La concentracion de 1.25 mg/mL
mostro un efecto bacteriostatico a diferencia de de la concentracion menos la cudl

tuvo un comportamiento similar al control.
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Figura 11. Concentracién minima bactericida de aceite esencial de orégano contra
L. plantarum

Por su parte, el aceite esencial de orégano tuvo una actividad
antimicrobiana contra M. luteus en concentraciones de 0.075 a 0.1 mg/mL (Figura

12), logrando una completa inhibicion sin presentar crecimiento en el monitoreo de
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24 horas. Con respecto a los experimentos anteriores las concentraciones son
bajas, pudiendo concluir su alta sensibilidad al aceite esencial. Las
concentraciones inferiores muestran un umbral de sensibilidad muy bajo, debido a

gue el minimo cambio en las concentraciones varia el efecto bacteriostatico.
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Figura 12. Concentracion minima bactericida de aceite esencial de orégano contra
M. luteus.

En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos de la CMB del aceite

esencial de orégano libre contra Pseudomonas fragi.
Donde podemos observar que a partir de una concentracion de 3.75y 5

mg/mL se logra una completa inhibicion de P. fragi a las 8 y 6 horas

respectivamente, sin presentar crecimiento durante su monitoreo en 24 horas.
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Figura 13. Concentracion minima bactericida de aceite esencial de orégano contra
P. fragi.

Mith y col (2014) probaron la actividad antimicrobiana de aceite esencial
de orégano (Origanum heracleoticum) a concentraciones en un rango de 0.1 a
4.16 mg/mL contra B. thermosphacta ATCC 11509 y Pseudomonas fluorescens,

partiendo de un inéculo de 10* UFC/mL.

Reportando un efecto bactericida a 0.42 mg/mL, cuya concentracion es 12
veces menor y 0.83 mg/mL concentracién 6 veces menor respectivamente, que la

encontrada en la presente investigacion.

Sin embargo la composicion del aceite esencial de orégano (Lippia
graveolens Kunth) es de 66.3% timol y 0.1 % carvacrol reportado por Hernandez y

col (2014), y la composicion del aceite esencial de orégano (Origanum
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heracleoticum), timol del 7.47% y 68.14% de carvacrol (Mith et al., 2014), es un
factor que podria estar influyendo en la actividad antimicrobiana, el uso de otra
cepa (B. thermosphacta y P. fragi) y el in6culo mayor (10° UFC/mL) son otras

variables.

Con respecto a L. plantarum, Kivang y col (1991), probaron la actividad
antimicrobiana de aceite esencial de orégano (Origanum onites L) a
concentraciones en un rango de 1.25 a 5 mg/mL contra L. plantarum NRRL B-
4496, partiendo de un indculo de 10° UFC/mL. El reto antimicrobiano se llevé a
cabo bajo condiciones de 35°C durante 24 h, reportando un efecto inhibitorio a
1.25 mg/mL cuya concentracion es 3 veces menor que la encontrada en los

experimentos realizados.

7.5. Determinacion de la actividad antimicrobiana del AE microencapsulado

y nanoemulsionado por difusién en agar en medio semisélido

No se presentd diferencia significativa entre el aceite esencial
nanoemulsionado y microencapsulado para todos los microorganismos estudiados

(Cuadro 32). El método utilizado difusién en disco para el analisis microbioldgico.

El méas sensible de los microorganismos que se utilizaron para realizar la
actividad antibacteriana, fue M. luteus, mostrando una zona de inhibicién mayor
con diferencia a los demas microorganismos.

Con respecto al aceite esencial nanoemulsionado y microencapsulado
contra M. luteus no muestra diferencia significativa como se muestra en el Cuadro
34.

Gram-positivas muestran una sensibilidad mayor a compuestos
fitoquimicos en plantas. Estos microorganismos ha mostrado sensibilidad al timol,
carvacrol, eugenol, a-pineno, B-pineno, linalool, terpineno-4-ol, y terpineol, siendo
todos estos compuestos del aceite esencial de orégano L. graveolens Kunth
(Hernandez et al., 2014).
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Cuadro 34. Diametros de la zona de inhibicion obtenidos con el aceite esencial
por difusién en agar contra los microorganismos en estudio

Microorganismo AE Nanoemulsionado AE Microencapsulado
diametro de inhibicién diametro de inhibicién
(cm) (cm)
L. monocytogenes 2.81+ 0.09° 2.60+ 0.09°2
L.inocua 2.55+ 0.06“° 2.59+ 0.09°2
Salmonella sp. 2.51+0.03%® 2.46+ 0.03%
B. thermosphacta 2.48+ 0.01%® 2.46+ 0.02°2
L. plantarum 2.54+ 0.07%® 2.43+ 0.02°2
P. fragi 2.58+ 0.10%® 2.45+ 0.01°2
M. luteus 3.44% 0.07" 3.60+ 0.16"

Letras diferentes representan diferencias significativas por la prueba de Tukey (p<0.05)

L. monocytogenes fue el segundo mas sensible, de acuerdo con Ghalfi y
col. (2006), las bacterias Gram positivas son mas sensibles a los compuestos

presentes en el aceite esencial.

Con respecto a Salmonella sp, fue sensible a los dos tratamientos
mostrando un diametro de inhibicion sin diferencia significativa. Se puede destacar
lo reportado por Burt y col. (2004), bacterias Gram negativas como S. typhimurium

son mas sensibles al timol que al carvacrol.

De acuerdo a lo reportado por Hernandez y col. (2014), compuestos
como el eugenol, geranilo de acetato, B-pineno, terpineno-4-ol, terpineol y a-
terpinoleno muestran actividad antibacteriana contra en P. fragi y Salmonella sp.
Teniendo un comportamiento similar entre ambos microorganismos Gram

negativos (Cuadro 34).

B. thermosphacta tuvo la misma sensibilidad en los dos tratamientos,

probablemente a que no existe una perdida, en la proporcion de los compuestos
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fendlicos, en el proceso de microencapsulacion en comparaciébn a la
nanoemulsion. Hernandez y col. (2014) reportan que compuestos presentes en el
aceite esencial, inhiben el crecimiento de B. thermosphacta, como, eugenol,
geranil acetato, timol, linalol, B-pineno, carvacrol, terpineno-4-ol, y terpineol, siendo

los mas efectivos timol y carvacrol.

L. plantarum mostro el mismo comportamiento que los otros
microorganismos deterioradores que se utilizaron en la presente investigacion, la
actividad antibacterial pudo deberse a la presencia de timol el cual ha sido
reportado por Dorman y col. (2000) como altamente efectivo contra este

microorganismo.

A causa del alto costo de los compuestos individuales, el uso del aceite
esencial es una buena opcién para ser usado como un antimicrobiano de barrera

para la inocuidad de la carne de cerdo.

7.6. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del recubrimiento a base de

almidén modificado y aceite esencial de orégano en carne de cerdo fresca.

Las emulsiones de AEO y almidén modificado se obtuvieron por
homogeneizacion y sonicado y posteriormente se microencapsularon Se utilizo
carne de cerdo (musculo Longissimus dorsi) como sistema modelo para ver el
efecto inhibitorio de la nanoemulsion y el microencapsulado. Se cuantifico la

microbiota de la carne (B. termosphacta y bacterias acido lacticas).
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Figura 14. Efectividad del aceite esencial de orégano contra Salmonella sp.

En la Figura 14 se muestra el control reto utilizando Salmonella sp. sobre
la carne con un inéculo de 1.8x10° UFC, se muestra una reduccién de 4.4 Log
UFC/cm? contra el control, teniendo la misma tendencia entre los tratamientos de
nanoemulsién y microencapsulado, mostrando a las cero horas una disminucion
inmediata de 1 Log, lo que nos indica que la actividad antimicrobiana es efectiva al
contacto con la carne de cerdo. Los compuestos activos del aceite esencial y que
le otorgan las caracteristicas de agente antimicrobiano son timol y carvacrol de
acuerdo a lo reportado por Hernandez y col. (2014). Con respecto a estos dos
compuestos Yu y col. (2010) realizaron un reto antimicrobiano contra Salmonella

Typhimurium, en la superficie inoculada de tomates cherry y obteniendo una
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reduccion logaritmica similar de 4.3 Log. Esto indica que el aceite esencial de
orégano es efectivo contra agentes patdgenos en carne de cerdo.
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Figura 15. Efectividad del aceite esencial de orégano contra Bacterias acido
lacticas.

La actividad antimicrobiana contra deterioradores como Bacterias acido
lacticas en la carne de cerdo muestra una efectividad bactericida, se puede
observar (Figura 15) una disminucion de 2.1 Log contra el control y el aceite
microencapsulado esto nos indica que el primer contacto inicia un efecto
bacteriostatico en el alimento. La nanoemulsion con una reduccion de 1 Log en
contra del control de igual manera en la hora cero. Con respecto al final del
experimento se observa un efecto bactericida lo que nos muestra la efectividad

del aceite esencial. Lo reportado con Veras y col. (2012) existe un efecto
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bactericida en bacterias Gram positivas es mucho mayor que en Gram negativas
al usar Lippia sidoides el cual tiene un contenido de Timol (11.8%) y carvacrol
(12.9%), el resultado obtenido en este estudio sugiere que los compuestos

volatiles suprimen el crecimiento de bacterias deterioradoras.
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Figura 16. Efectividad del aceite esencial de orégano contra B. thermosphacta.

Con respecto a B. thermosphacta tiene una efectividad menor al primer
contacto con respecto al experimento anterior contra BAL, mostrando una
disminucién de 2.4 Log en el aceite microencapsulado comparado con el control,
sin embargo en los demas tratamientos no existi6 una disminucidon notoria.
Mostrando en el control y el almidon elevacion de 4 Log aproximadamente, lo

reportado por Gutierrez y col (2009), podria deberse al proceso adaptativo y uso
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de nutrientes existentes en la carne. Caso contrario con el aceite

nanoemulsionado.

Lo reportado con Doulgeraki y col. (2012) existe un crecimiento de B
thermosphacta aun encontrandose en condiciones de refrigeracion y empacado al
vacio, este estudio sugiere que la resistencia del microorganismo no se ve

afectada por las condiciones a las que se someta la carne.

7.7. Evaluacion de la actividad antioxidante (TBARS) del recubrimiento a
base de almidon modificado y aceite esencial de orégano en carne de cerdo

fresca.

Se muestran las diferencias de los tratamientos (Figura 17) en los
miligramos por kilogramo de malonaldehido, la menor cantidad de este compuesto
expresa una actividad antioxidante sobre la carne, mostrando una efectividad en

los tratamientos en los cuales se encuentra el aceite esencial de orégano.

Lo reportado por Hernandez-Hernandez y col. (2009) existe una actividad
antioxidante mayor en el Orégano europeo (Origanum vulgare) comparado contra
Romero (Rosmarinus oficinallis L.) debido a la alta concentracion de fenoles

totales, siendo un antioxidante eficaz.

Esto muestra que el Aceite esencial de orégano mexicano (Lippia
graveolens Kunth), tiene mayor actividad debido a la alta concentracién de fenoles
que reporta Herndndez-Hernandez y col. (2014), tal como el timol que es el
compuesto mayoritario en el aceite esencial. La disminucion de las especies
reactivas de acido tiobarbitlrico que se presenta en el grupo control y almidon,
puede deberse a lo reportado por Gutierrez y col (2009), quien habla de un efecto
sinérgico entre los componentes de los alimentos con los radicales libres que son

generados.

67



0.50 -

0.45 -

=@=Control

0.40 1 ==O== Dispersion almidon
=w==_Nanoemulsién AEO
== Micorencapsulacién AEO

Tiempo (dias)

Figura 17. Actividad antioxidante del aceite esencial de orégano
nanoemulsionado y microencapsulado.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo el aceite esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth) con
rendimientos de 0.026 mL por gramo de hojas y flores secas de orégano, no

mostro una diferencia de rendimientos con respecto a la cosecha.

Se obtuvieron nanoemulsiones con aceite esencial de orégano (Lippia
graveolens Kunth) y una dispersion de almidon, utilizando los métodos de
homogeneizacion y ultrasonido, obteniendo un tamafio de particula nanomeétrico
de 116 nm.

Se determinaron las concentraciones minimas bactericidas en medios
liquido, semisdlido y difusibn en disco, contra bacterias patdgenas (L.
monocytogenes y Salmonella sp) y deterioradoras (B. thermosphacta, L.

plantarum, M. luteus y P. fragi.)

El aceite esencial de orégano nanoemulsionado y microencapsulado es
capaz de inhibir el crecimiento de Salmonella sp. como patégeno y deterioradores
como B. thermosphacta y bacterias acido lacticas en carne de cerdo, haciendo del

aceite esencial una alternativa para asegurar la inocuidad antimicrobiana.

La actividad antioxidante del aceite de orégano muestra una efectividad
alta en carne de cerdo fresca envasada al vacio, logrando asi una mayor vida de

anaquel.
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