o

FACULTAD DE INGENIERIAY CIENCIAS APLICADAS

REVISION BIBLIOGRAFICA DE LA ACCION ANTIFUNGICA DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS (CARVACROLY TIMOL) EN REEMPLAZO DE
CONSERVANTES SINTETICO “SORBATOS” EN ALIMENTOS

AUTOR

Gabiriela Cristina Lascano Vela




FACULTAD DE INGENIERIA Y CIENCIAS APLICADAS

REVISION BIBLIOGRAFICA DE LA ACCION ANTIFUNGICA DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS (CARVACROL Y TIMOL) EN REEMPLAZO DE
CONSERVANTES SINTETICO “SORBATOS” EN ALIMENTOS

Trabajo de Titulacion presentado en conformidad con los requisitos

establecidos para optar el titulo de Ingeniera Agroindustrial y de Alimentos

Profesor Guia

Diego Israel Carrillo Ampudia, M.Sc.

Autora

Gabriela Cristina Lascano Vela

Ao

2020



DECLARACION DEL PROFESOR GUIA

“Declaro haber dirigido el trabajo, revision bibliogréafica de la accion antifungica
de los compuestos fendlicos (carvacrol y timol) en reemplazo de conservantes
sintético “sorbatos” en alimentos, a través de reuniones peridédicas con la
estudiante Gabriela Cristina Lascano Vela, en el semestre 202020, orientando
sus conocimientos y competencias para un eficiente desarrollo del tema
escogido y dando cumplimiento a todas las disposiciones vigentes que regulan

los Trabajos de Titulacion”.

Diego Israel Carrillo Ampudia, M.Sc.
C.C.: 171798237-3



DECLARACION DEL PROFESOR CORRECTOR

“‘Declaro haber revisado este trabajo, revision bibliografica de la accién
antifangica de los compuestos fendlicos (carvacrol y timol) en reemplazo de
conservantes sintético “sorbatos” en alimentos, de la estudiante Gabriela Cristina
Lascano Vela, en el semestre 202020, dando cumplimiento a todas las

disposiciones vigentes que regulan los Trabajos de Titulacién”.

Pablo Santiago Moncayo Moncayo
Doctor en Ingenieria Industrial
C.C.: 171236750-5



DECLARACION DE AUTORIA DEL ESTUDIANTE

“‘Declaro que este trabajo es original, de mi autoria, que se han citado las fuentes
correspondientes y que en su ejecucion se respetaron las disposiciones legales

que protegen los derechos de autor vigentes.”

Gabriela Cristina Lascano Vela
C.C.: 172579578-3



AGRADECIMIENTO

A los ingenieros Diego Carrillo,
Pablo Moncayo, Janeth Proafio por
Su guia, confianza y paciencia
durante mi trabajo de titulacion. A
mis amigos y familiares mas
cercanos. Y en especial a
Sebastian Fierro por haber sido
una persona incondicional que me
ha incentivado a crecer como
persona Yy profesionalmente, vy
sobre todo por su valioso apoyo y

amor.



DEDICATORIA

A Dios, por todas las bendiciones
que ha derramado en mi vida. A mis
abuelitos Enrigue Vela y Elsie
Villagbmez, porque gracias a ellos
he logrado culminar esta etapa de mi
vida porgue gracias a su amor y a su
generosidad me he sentido
bendecida en todo momento. A mis
padres Néstor y Valeria que siempre
han sido incondicionales conmigo y
me han Dbrindado confianza,
consejos que me han hecho ser la
persona que soy por siempre darnos
a mi y a mis hermanas lo mejor que
ellos han podido y con la humildad
que les ha caracterizado siempre. A
mi abuelita Blanca y a mis hermanas
Fernanda y Adriana por ayudarme
en todo y en especial a Fernanda
gque es mi mejor amiga y mi mas
grande admiracion. A todos ellos

muchas gracias.



RESUMEN

La industria de alimentos requiere maximizar el rendimiento de los productos
elaborados con respecto a su conservacion, para ello la utilizacion de
preservantes sintéticos, es una practica frecuente utilizada para prolongar la vida
en anaquel de los alimentos, conduciendo problemas de salud en los
consumidores. En la actualidad, los consumidores buscan soluciones mas
saludables para su alimentacion, anhelando alimentos nutritivos y sanos. Para
este propdsito, la ingenieria en Alimentos y Agroindustrial se ha orientado al uso
de los aceites esenciales, sus propiedades antifingicas y antibacterianas para
disponer de un conservante natural en los alimentos. De esta forma, el presente
Trabajo de Titulacidon se ajusta con esta directriz de investigacion, tiene como
objetivo general la accién antifungica de los compuestos fendlicos (carvacrol y
timol) para reemplazo de conservantes sintéticos sorbatos en alimentos. A su
vez, se plantea como trabajo especifico sintetizar los fundamentos tedricos sobre
la accion antifungica del carvacrol y timol, caracterizar la accion potencial
antifngica de estos compuestos fenolicos como posible reemplazo de
conservantes sintéticos, establecer los procesos y protocolos como estrategia
viable del uso de compuestos fendlicos como conservantes alimenticios porque
en la literatura revisada se demuestra que tanto el timol como el carvacrol son
efectivos para la preservacion de los alimentos, porque el timol es capaz de
mitigar la accion fungica del microorganismo B. cereus y L. monocytogenes con
un MIC de 0,452 ul ml~1, contra el E. coli con un MIC de 0,336 ul ml~1; el Staph.
aureus con un MIC de 0,183 ulml~! y mitigar el S. typhimurium con un MIC de
0,0565 ul ml~1. Mientras que el carvacrol mitiga la B. cereus en un MIC de 0,542
ul ml~1; la L. monocytogenes con un MIC de 2,685 ul ml™1; la E. coli con un MIC
de 2,611 ulml™t; la Staph. aureus con un MIC de 0,312 ulml™® y la S.
typhimurium con un MIC de 0,224 ul ml™1.

Palabras Clave:

Alimentos, acciones antifungicas, carvacrol, preservante natural, preservante

sintético, timol.



ABSTRACT

The food industry requires maximizing the performance of processed products
with respect to their preservation, for this the use of synthetic preservatives is a
frequent practice used to prolong the shelf life of food, leading to health problems
for consumers. Today, consumers are looking for healthier food solutions,
yearning for nutritious and healthy food. For this purpose, Food and
Agroindustrial engineering has focused on the use of essential oils, their
antifungal and antibacterial properties to provide a natural preservative in food.
In this way, the present Degree Project adjusts with this research guideline, its
general objective is the antifungal action of phenolic compounds (carvacrol and
thymol) to replace synthetic preservatives sorbates in foods. In turn, itis proposed
as a specific work to synthesize the theoretical foundations on the antifungal
action of carvacrol and thymol, to characterize the potential antifungal action of
these phenolic compounds as possible replacement of synthetic preservatives,
to establish the processes and protocols as a viable strategy for the use of
compounds phenolic as food preservatives, because the thymol is is capable of
mitigating the fungal action of the microorganism B. cereus and L.
monocytogenes with a MIC of 0,452 ulml?, against him E. coli with a MIC of
0,336 ul ml~1; the Staph. aureus with a MIC de 0,183 ul ml~! and mitigate the S.
typhimurium with a MIC of 0,0565 ul ml~t. While carvacrol mitigates the B. cereus
in a MIC of 0,542ul mi~1; the L. monocytogenes with a MIC of 2,685ul ml~1; the
E. coli with a MIC of 2,611ul ml~1; the Staph. aureus with a MIC de 0,312 ul ml™?
y la S. typhimurium con un MIC de 0,224 ul mi™t.

Keywords:

Food, antifungal actions, carvacrol, natural preservative, synthetic preservative,

thymol.
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1. INTRODUCCION

La esencia aceitosa que se extrae de las plantas medicinales o aromaticas
presentan un elevado poder antimicrobiano y antifingica; de esta manera, los
aceites esenciales estan considerados como conservantes naturales, debido a
las propiedades bioldgicas y quimicas que evitan el deterioro de los alimentos,
originados por la proliferacion de hongos, bacterias o la propia oxidacion del
ambiente, estas condiciones hacen en esencias como el timol o el carvacrol su

aplicacion en la industria de alimentos.

Los preservantes naturales derivados de aceites esenciales son muy
importantes en la conservacion de productos elaborados u organicos, debido a
gue proliferan la idea de una alimentacion saludable, con los mismos valores
nutricionales, sabor y contextura; a diferencia de los conservantes sintéticos que
utilizan muchos productos, que son la causa principal de una salud deteriorada
en largo o mediano plazo. Los aceites esenciales extraidos de las plantas tienen
mayores beneficios para la industria alimentaria porque ademas de no ser
contaminantes para el alimento, prolifera el cuidado del medio ambiente,

rentabilidad econémica y uso diversificado.

Los malos habitos alimenticios de los seres humanos, orientados por el sabor,
olor o tiempo de duracién de los alimentos, ha conducido a las personas a ingerir
productos procesados, listos para su consumo como son los snacks y la comida
“chatarra”; alimentos que por su composicion sintética y nutricional tienden a
producir patologias dafiinas para la salud, tal es el caso del sobrepeso, la
diabetes, la hipertension o la obesidad. De esta manera, los conservantes
sintéticos deben dejar de ser parte de los productos que alimentan a las

personas, y atender a las alternativas que ofrecen los aceites naturales.

La ingesta permanente de alimentos procesados, induce una mala calidad de
vida, deteriorando la vitalidad y sanidad del ser humano. La comida snacks y los
alimentos procesados con compuestos sintéticos, pueden ser apetecibles en el

momento, pero no muestran garantias con la dieta equilibrada y la nutricién de



la sociedad, debido a la variedad de quimicos y preservantes que contienen para
mantener sus propiedades como: sabor, textura y calidad durante prolongados

periodos de tiempo.

Por otra parte, el avance de la tecnologia en la manufactura de productos
procesados, trata de elaborar alimentos con menos presencia de agentes
guimicos, especialmente conservantes y colorantes. En este sentido, Ardila
(2009) asegura que los preservantes naturales se han convertido en una
alternativa muy eficaz para mejorar la salud nutricional del consumidor. A razén
de que en Ecuador existe un 67% de consumidores, que se orienta por la ingesta
de comida rapida (FAO, 2016).

En vista de esta problematica, se identifica la necesidad de sustituir preservantes
sintéticos por compuestos de origen natural derivados de los aceites esenciales,
tal es el caso del timol o el carvacrol pertenecientes al grupo de los fendlicos. De
esta manera, Rodriguez (2011) asevera que, de acuerdo con estudios recientes,
se ha podido determinar que los preservantes de origen natural tienen la
capacidad de actuar como inhibidores de crecimiento microbiano con accién

antifangica de una manera natural y efectiva.

Los aceites esenciales de origen vegetal con compuestos fenolicos como el
carvacrol y timol poseen caracteristicas antifngicas y antibacterianas (Albado,
2011). Acevedo (2013) afirma que la manufactura de alimentos procesados ha
evidenciado beneficio en emplear los aceites esenciales como antifiUngicas
naturales por la caracteristica biolégica de mitigar la proliferacion de agentes
microbianos en los alimentos, estrategia que utiliza la planta como mecanismo
de defensa, que a su vez, es Util para conservar lo alimentos de patdgenos como
Flora natural, Salmonella spp., B. cereus., E. coli O157:H7, y Aspergillus spp,;

los cuales son causantes de su deterioro.

La composicion de los preservantes sintéticos de origen quimico, tiene efectos
en diversos niveles del cuerpo humano. Como el ejemplo del Butil hidroxitolueno
(BTH) es utilizado en diferentes alimentos procesados, los mismos que provocan

patologias secundarias en la salud como: asma, insomnio, e hiperactividad



cuando existe un consumo excesivo y prolongado (Delgado, 2015). A partir de
esta problematica, surge la iniciativa de reemplazar a los preservantes sintéticos
por preservantes de origen natural, teniendo un beneficio importante en la salud

y la nutricion de los productos elaborados como los snacks (Acevedo, 2013).
2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

e Dar aconocer la accion antifingica de los compuestos fendlicos (carvacrol

y timol) para reemplazo de conservantes sintéticos sorbatos.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar la accion potencial antifingica de los compuestos fendlicos

(carvacrol y timol) como posible reemplazo de conservantes sintéticos.

e Recopilar el estado del arte sobre la accion antifiungica de compuestos

fendlicos carvacrol y timol.

e Determinar la viabilidad del uso de compuestos fendlicos como

conservantes alimenticios.

3. MARCO TEORICO
3.1. Generalidades

Para Sauceda (2011) el problema principal del “deterioro de los alimentos se
debe a la proliferacion de microrganismos tales como (bacterias, hongos,
levaduras y mohos)”. Esta afectacion a los nutrientes de los alimentos y a su
rapido desecho, produce pérdidas econdmicas muy representativas para las
industrias de los productos elaborados y para los consumidores; ademas, que el
alimento deteriorado se convertirse en un problema de salud. Bosack (2001)
afirma que el “porcentaje de pérdida de alimentos alrededor del mundo oscila en

un 20% por la accién de microorganismos”, también por el uso indiscriminado de



componentes quimicos, desde su agricultura hasta su produccién y

almacenamiento.

Por otra parte, la disponibilidad de Aceites Esenciales (AE) que derivan de las
plantas, fundamentalmente de las arométicas y medicinales, poseen
propiedades antifungicas y antibacterianas que mitigan los microorganismo y el
deterioro de los alimentos por un determinado tiempo, convirtiéndose en un
preservante natural que ayuda a mejorar las condiciones saludables en los
productos sean estos procesados 0 no procesados. La FAO (1998) define a las
plantas medicinales y aromaticas como “aquellas que pueden generar por
proceso fisicoquimico AE de un olor o sabor especifico”. La FAO asegura que el
0,66% de las plantas medicinales, son aromaticas; estima que hay alrededor de
3000 AE en el mundo, que solo el 10% aproximado tienen importancia industrial.

3.2. Resefa histoérica

Las plantas medicinales y aromaticas se han cultivado desde que el ser humano
empezo la civilizacion y el uso de la agricultura para producir sus alimentos, se
las empleaba en las comidas o para perfumar a los cadaveres o a las propias
personas con el uso de sus esencias. Worwood (2012) afirma que los AE fueron
conocidos por sus propiedades antisépticas y balsamicas para uso en

ceremonias religiosas y perfumes.

Loewenfeld & Back (1980) afirman que la evidencia escrita mas antigua esta en
Grecia, Egipto, Persia, China, India y Arabia, en donde se referian a
conocimientos y tradiciones para el cultivo y el uso de plantas y especies. En las
ceremonias religiosas eran muy utilizados para la uncién, a través de la

composicion de un balsamo consistente de AE (Martinez, 2012).

Guenther (2013) afirma que los primeros AE destilados tuvieron un desarrollo en
Occidente, ya que existen manuscritos de historiadores griegos y romanos como
Dioscorides, Herodoto, Plinio que hablan del uso del aceite de trementina como
el primer AE. Para el siglo Xlll los AE eran de uso en farmacopedias, pero su uso

extensivo fue a mediados del siglo XVI, donde la elaboracion y extraccion de los



AE era conocido en casi todo el planeta, sobre todo en las farmacias que se
elaboraban y comercializaban entre 15 a 20 variedades de AE (Crosthwaite,
1998).

Para culminar el siglo XVIII inici6é el auge del conocimiento en las propiedades
quimicas de los AE, debido a que se empezaba a darle diferente uso y modo de
extraccion. Pero Wallach para el afio 1918 fundament6 los principios bioldgicos
y quimicos de los terpenos y sus derivaciones. Anterior a la fecha, De la Croix
en el afio de 1881, ya habia realizado el estudio preliminar referente a las
particularidades antibacterianas de las fragancias de AE. De esta forma, en el
siglo XIX, como también en el siglo XX la aplicacion de los AE tuvo mayor
importancia en aromatizantes, dejando su principal funcién en los quehaceres
médicos (Guenther, 2013).

3.3. Aceites Esenciales (AE)

Burt (2004) asegura que los AE son sustancias liquidas aromaticas y aceitosas
conseguidas de diferentes partes de la planta medicinal o aromatica. Estan
constituidos por la mezcla compleja de una cantidad superior en 100 moléculas
para su peso molecular inferior, habitualmente menor a los 500 Da.
Corresponden a diversos grupos de compuestos naturales: ésteres, alcanos,

aldehidos, alcoholes, acidos carboxilicos y cetonas.

Gran parte de AE es producto de la extraccion de plantas medicinales y
aromaticas ubicadas en localidades tropicales y subtropicales del planeta. Son
liquidos cristalizados y volatiles, generalmente de menor densidad que el agua 'y
solubles en disolventes organicos. Segun Usano (2014) los AE son
condensados, acopiados y propagados al ecosistema a través de diversas
estructuras epidérmicas de las plantas, dependiendo de la morfologia del grupo
taxondmico, de esta forma, gran parte de las especies almacenan los AE en
tricomas glandulares. En el presente estudio se hard énfasis en los aceites
carvacrol y timol como compuestos fendlicos y sus propiedades antifungicas y

antibacterianas para utilizarlos en la conservacion de los alimentos.



3.3.1. Aceites esenciales en las plantas

Olaya (2016) asegura que los AE son una combinacion de sustancias odoriferas
de gran concentracibn a manera de gotas microscéopicas agrupadas en
glandulas, semillas, fibras glandulares o venas de diferentes partes de una planta
aromatica o medicinal; estan en sus hojas, flores, frutas, corteza y raices. Los
AE son la caracteristica fisica y quimica que proporciona la identificacién de la
planta y su familia vegetal. En la tabla 1 se despliegan algunos ejemplos del tipo
de estructuras celulares donde se localizan los AE en ciertas familias de la planta

aromatica.
Tabla 1.

Principales estructuras celulares de los AE

Estructura Celular Ejemplos
Pelos glandulares Labiatae, Verbenaceae, Geraniaceae
Cavidades esquizogena Myrtaceae, Gramineae, Assteraceae
Canales lisigenos Rutaceae
Canales resinosos Coniferae
Canales gomosos Cistaceae, Burseraceae

Nota: Principales estructuras celulares de los AE adaptado de (De Silva, 2015).

En sintesis, Matheis (2015) asegura que los AE estan desarrollados por medio
de la accion de enzimas, que resultan principalmente del metabolismo de los
acidos grasos. De esta manera, ciertos AE se localizan como precursores no

volatiles, cominmente glucosidos.
3.3.1.1 Localizacién de AE en la planta

Lopez (2012) asevera que los AE existen presentes por alrededor de 295 familias
de plantas aromaticas y medicinales; de estas, 60 a 80 originan AE, de este
grupo 38 crecen en areas tropicales, 8 en clima subtropical, 17 en clima templado
y 24 familias residen en diversos climas. Las plantas cultivadas son las de mayor

predominio para la extraccion de AE que las plantas silvestres. Entre las plantas



aromaticas y medicinales que contienen AE y que predominan, son las
faner6gamas en unas 70 familias entre las que destacan: pinaceas, rutaceas,

rosaceas, labiadas, mirtaceas, lauraceas y umbeliferas.

Para Jackson (2016) la cantidad y composicion del AE es diferente de una
especie a otra, a pesar de ser parte de la misma familia. Esto debido al tamafio
de la parte de la planta, existen plantas con hojas muy grandes, raices extensas
o tallos muy frondosos. En este sentido, los AE, se pueden localizar en la planta
completa o para mayor cantidad, en fragmentos definidos de la misma, como se
ilustra en la figura 1.

FLORES CASCARA DEL HOJAS Y TALLO RAICES CORTEZA SEMILLAS
: FRUTO 4 :

*.t,’/\..\!

Canela Anis

Geran}o Limén Calamo Cedro Cardamomo
J;f)r:;” Mandarina Albahaca Sandalo Pino Eneldo
Viangylang Naranja Mejorana Valeriana Eucalipto Hinojo
Bergamota Menta Vetiver Abeto

Neroli

Ciprés
Lavanda Romero P

Salvia
Petitgrain

Figura 1. Localizacion de los AE en la planta. Fuente: Adaptado de Jackson
(2016)

3.3.2. Accion de los aceites esenciales

Gennari (2016) afirma que los AE se absorben en el cuerpo humano de dos
formas, por medio de la piel y principalmente por las vias olfativas, llegando a
producir en el cerebro diferentes sensaciones y emociones por su fragancia,
aroma y sabor. Para Kapoor (2017) debido a que los AE poseen un peso
molecular bajo, se penetran por los poros y foliculos capilares en la piel.
Contrario a productos quimicos o drogas sintéticas, los AE no se aglomeran en

el cuerpo, se segregan en la respiracion, transpiracion, las heces y la orina.

Por su parte, Gavina (2016) asegura que los AE tardan de 15 minutos a 12 horas

en su absorcién completa, y aproximadamente de 3 a 6 horas lograr ser



metabolizadas en un cuerpo sano normal, y de por lo menos 12 a 14 horas para
un cuerpo con alguna patologia de obesidad, sobrepeso o enfermedad. Los
aspectos que modifican la absorcidon del aceite es la condicion y el cuidado de la
piel que limitan el proceso de absorcion, o de manera opuesta, el agua, el
ejercicio provocan un aumento en la velocidad de absorcién del AE. Estas
propiedades organolépticas de los AE son los que marcan las caracteristicas de
su uso y las aplicaciones de sus propiedades quimicas y fisicas.

La tabla 2 particulariza el vinculo de principios activos con las caracteristicas
organolépticas de los AE.

Tabla 2.

Componente de AE con su caracteristica organoléptica

Componente Procedenciay caracteristica
De la familia éter fendlico, dispone de un sabor dulce;
Anetol . ]
se ubica en el anis.
' _ Familia aldehido, con un olor herbaceo y sabor dulce;
Anisaldehido ] ]
esta en el anis.
Bemeol Familia alcohol; ubicado en el romero, o la valeriana.
Familia fenol, con olor fijador; esta en plantas como el
Carvacrol . ] '
tomillo o el serpol, en el lupulo o ajedrea.
Familia cetona, de un sabor suave y olor herbaceo;
D-carvona i
esta en plantas como el eneldo.
Citral- Citronelal Familia cetonas, con olor mentolado y sabor dulce;
I-carvona esta la menta crespa.
. Familia aldehido, con olor alimonado y sabor fresco,
Citronelol ) _
esta en la naranja.
_ Familia éter fendlico, con olor célido y ardiente; esta
Geraniol
en el clavo y la canela.
Linalol Familia terpenos, con olor refrescante, esta en la
inalo

naranja, alcaravea, menta y alcanfor.




Familia terpenos, con olor refrescante, estd en la

Mentol ) _
bergamota, neroli, naranja y alcanfor.
_ Familia alcohol, con olor resfrecante, floral, y
Pineno i
maderado, esta en la bergamota.
Terpineol Familia alcohol, con olor herbaceo refrescante y sabor
Timol dulce-agrio; esté en el tomillo y la menta.
De la familia alcohol, dispone de un olor refrescante y
o sabor dulce; se localiza en plantas como el tomillo, la
Vainillina

trementina e hinojo. La vainilla quiz& es uno de los

AE mas utilizados en los productos elaborados.

Nota: Principios activos con las caracteristicas organolépticas en AE adaptado de Gavina (2016).

3.3.3. Extraccion AE

La velocidad de expansion depende de cada aceite en tejidos vegetales a la
parte descubierta de la planta de donde se puede extraer, afecta el

procedimiento de extraccion de AE.

Existen muchos métodos de extraccion de AE. Para Van Griensven (2016) el
método mas importante de todos es la destilacidon hidro y la destilacion al vapor.
Otros procedimientos son microondas, destilacion a baja y alta presion y uso de
dioxido de carbono liquido. EI método de destilacion al vapor se emplea
principalmente para la extraccion de AE utilizados para alimentos y aplicaciones
farmacoldgicas. Como los AE estan llenos de propiedades antibacterianas y
antifangicas, su importancia y uso en el sector alimentario y farmacéutico
aumenta para superar los problemas causados por los productos quimicos

manteniendo la simetria bioldgica.

Por su parte Donelian (2019) los AE utilizados por las industrias de perfumes se
extraen utilizando solventes lipofilicos o procedimiento de didxido de carbono. El
aceite varia en composicion, cantidad y calidad dependiendo de factores como
la edad, la parte de la planta utilizada en la etapa del ciclo vegetativo y el clima.
Para Hussain (2018) la composicion quimica del aceite extraido se estudia

mediante técnicas como la espectroscopia IR, la cromatografia de gases, la
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espectroscopia UV y la espectroscopia de RMN. Existe una gran necesidad de
analisis eficiente de los AE, ya que la relevancia de los AE en alimentos y bebidas

aumenta con el pasar de los dias.

En complemento Gulluce (2017) para la caracterizacion de AE se emplea el
método GC (cromatografia de gases) y para la identificacion de componentes
guimicos de los aceites esenciales GC-MS (espectrometria y cromatografia de
masas y gases respectivamente). Van Griensven (2016) asegura que los
métodos de procesamiento de almacenamiento y manipulacion de los AE
afectan en gran medida su calidad y rendimiento. La quimica y la composicion
de los componentes de los AE se ven significativamente afectados por las
circunstancias genéticas, ambientales, fisiologicas y de procesamiento. En la
literatura se menciona que incluso el efecto del medio ambiente y las razones de

madurez también afectan la calidad, cantidad y composicion de los AE.

3.3.4. Pureza de los AE

Para Gessner (2012) la prueba principal que determina si un aceite es de alta
pureza se realiza al “poner una gota del aceite en un trozo de papel, y permitir
gue se evapore por algunos minutos”; se debe revisar que el AE se evapore de
forma rapida por la propiedad volatil, es importante que no aparezca un anillo
aceitoso en el papel, a pesar de existir excepciones en los AE que tienen

consistencia resinosa como las oleorresinas, la mirra o el pachuli.

Gomez (2017) asegura que el factor costo también es incidente en la pureza del
AE sea este sintético o natural. Existen AE etiquetados “perfume”, “fragancia” o
“potpurri”, éstos son de composicion sintética, asi disponga de una etiqueta de
AE. Pero, existe la Cromatografia de Gas que utiliza un equipo de cémputo para

procesar la medicién quimica del AE, es poco utilizado por su costo.

Otra manera de detectar de manera casera la pureza de un AE, segun Garay
(2017) es el olor a alcohol en la botella, debido a que el AE se ha disuelto. Un
almacenamiento 6ptimo de los AE permite que se conserven en un tiempo

aproximado de 2 a 5 afios, por esta razén es preciso re-envasarlo si se desea
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utilizarlo nuevamente, porque el oxigeno en la parte del frasco puede favorecer
su caducidad; sobre todo los AE derivados de frutas citricas. También, en la
mezcla del AE con uno de tipo vegetal que persevera las condiciones del vegetal
antes que del AE.

3.3.5. Ventajas y desventajas de los AE

Para Matheis (2015) los beneficios al utilizar los AE de alta pureza estan en que
se adquiere mejor higiene, un mayor desempefio de calidad y sabor para la
materia prima, no producen coloracién al producto, son exentos de taninos y
enzimas; ademas muestran mayor preservacion dependiendo de su
almacenamiento. Los inconvenientes de los AE esta en que son propensos a su
deterioro con facilidad, su concentracion limita una facil dosificacion, no existe
difusion rapida para productos secos, tienden a la oxidacion; para esto es
importante conservarlos en frascos azul cobalto, ambar u otro cristal de color que
deje pasar la luz de forma limitada; es necesario evitar tapones plasticos o de

goma para una mejor preservacion.
3.3.6. Precauciones con los AE

En las precauciones Morris (2018) afirma que los AE son sustancias
concentradas, por ejemplo una sola gota de AE puede disponer de 75 a 100
veces la concentracion del aceite que en la propia planta. Esta es una razon
importante para emplear los AE con precaucion y conocimiento, no se pueden
ingerir o aplicar directamente. Se deben utilizar AE para diluirlos en otros
tomados como base, en cantidades aproximadas del 1 al 10% dependiendo de
la utilidad especifica. Stambuk (2016) asevera existen AE que son peligrosos
usarlos por ser cancerigenos, toxicos o irritantes superficiales, también pueden

ser abortivos o perjudiciales para los infantes.

Stashenko (2014) asegura los AE logran irritacion en la piel, alergia o inflamacion
puede ser el anis, hinojo, albahaca, hinojo, menta, romero, citronela, alcanfor,
entre otros. Existen AE que provocan quemaduras, por lo tanto no es

aconsejable su uso en personas algun tipo de cancer en la piel, pecas oscuras



12

o lunares grandes, son las que dominan porcentajes elevados de fenoles como
el clavo, comino, jengibre, tomillo, mandarina, entre otros. La tabla 3 muestra la

dosificacion del timol, carvacrol y otros AE sin ser perjudiciales.
Tabla 3.

Dosificacion del timol y carvacrol

Componente Especia Dosis Autor
Timol Tomillo 100 mg/Kg Stambuk (2016)
Carvacrol Orégano 75mg/kg Kerrola (2013)

Por otra parte, Kerrola (2013) asegura que hay efectos alucindégenos y
hepatotoxicos de los AE con esencias de tuyonas, como el ajenjo y diversas
salvias; o cancerigenos por el safrol y asaron del sasafras y calamo
respectivamente. Kapoor (2017) asevera que hay AE prohibidos de usar en el
embarazo, principalmente los que contienen pulegona como el anis, hinojo,
aceite de maiz, orégano, entre otros. Es mejor impedir el uso AE en altas

concentraciones durante el primer trimestre, sobre todo en historial de aborto.
3.3.7. Propiedades fisicas de los AE

Sanchez (2015) asegura que las relevantes propiedades fisicas de AE estan en
el olor concentrado, su sabor amargo o dulce, su fragancia aromatica, o
percepcion de farmaco, poseen una densidad menor que el agua, a excepcion
del sasafras, canela y clavo de olor que posee densidad mas elevada. Saloma
(2017) afirma que los AE tienen un peso aproximado de 0,8 a 2,0 mg a
temperaturas de 15 °C; con una ebullicion desde los 150 hasta los 300 °C;
ademas su indice refractario va desde los 1,45 hasta 1,5. Los AE son volétiles,
es decir, atraviesan del liquido a gas simplemente por medio del ambiente, como

también una temperatura un poco mas elevada.
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También, los AE son sustancias solubles para con los solventes de forma
orgénica, e insolubles al combinarse con el agua, pero siempre le trasfieren su
fragancia. Morris (2018) asegura que los AE son habitualmente destilables por
medio de arrastre a través del vapor de agua, disponen de una apariencia oleosa,
Nno muy aceitosos, presentan un aspecto semejante al agua. De esta forma, el
guebranto de las glandulas en los AE en la presencia del sol, expide esta
fragancia volatil, debido a este principio son mas perceptibles en verano que en

invierno.
3.3.8. Clasificacién de los aceites esenciales

Los AE disponen de una clasificacion variada segun sus propiedades fisicas y
guimicas de los componentes que predominan, ademas de su consistencia y
origen. La figura 2 ilustra la clasificacion de los AE por sus diferentes condiciones

fisicas y quimicas.

CONSISTENCIA ORIGEN NATURALEZA QUIMICA DEL

COMPUESTO
@ @ ‘ Artificiales

Figura 2. Clasificacion de los AE. Fuente: Garay (2017).
En el sentido de la consistencia y la densidad de los AE, se dividen como

Monoterpenoi
des

Sesquiterpeno
ides

Compuestos
oxigenados

Absolutos y
concretos

oleorresinas, fluidos y balsamos. Los AE fluidos estan catalogados como liquidos
volatiles sobre una temperatura ambiental, mientras que los AE balsamos
disponen una consistencia y densidad de mayor espesor, de esta manera tienen
una volatilidad escasa, ademas estan proclives a la polimerizacion (Garay,

2017). Por su parte, los AE oleorresinas estan considerados en los “extractos
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que tiene evaporado su disolvente empleado en laextraccion, con apariencia de

aceite volatil y resinoso”, por ejemplo el clavo o el pimentdn.

Martinez (2001) asegura que debido al origen en las plantas de extraccion, los
AE se dividen en sintéticos, artificiales, o también los naturales. En este
proposito, los naturales son muy costosos, por ser extraidos directamente de la
planta aromética o medicinal, sin sufrir alguna modificacion quimica o fisica, lo

gue le da un alto rendimiento.

Los artificiales son el resultado del proceso de enriquecimiento y complemento
de la propia naturaleza, con otra o varios de otras esencias de aceite; un
espécimen podria ser la esencia de rosa enriquecida junto a las propiedades
linalol. Al contrario, los sintéticos son derivados en la combinacion de
componentes por medio de protocolos de tendencia quimica para su sintesis, de
esta forma tienen una tendencia econdémica favorable y muy utilizados a manera

de saborizantes y aromatizantes (Garay, 2017).
3.3.9. Propiedades quimicas de los aceites esenciales

Pavela (2015) asegura que los AE se caracterizan por ser composiciones
naturales de excesivo complejidad, porque consiguen estar constituidos entre 20
hasta 60 elementos en diversas densidades acumuladas. Se identifican
concentraciones de 20 a 70% de dos a tres componentes predominantes. De
esta manera, los componentes de predominio determinan las propiedades
biologicas del AE. En estos grupos predominantes se ubican los terpenos, asi
también los terpenoides, ademas de los AE aromaticos, con la caracteristica de

elevada volatilidad y bajo peso molecular (Bakkali, 2008).
3.3.9.1 Terpenos

Burt (2004) afirma que los AE del grupo de los terpenos tienen la capacidad de
ser lipidos que debido a su constitucién quimica son insaponificables y estan
estructurados por dos o mucho mas moléculas de isopreno conocidas como (2-
metil-1, 3-butadieno) con linealidad o propiedad ciclica en la molécula. Los

terpenoides pertenecen a este grupo, que se definen como terpenos con la
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capacidad de modificacién en sus enzimas o convergencia enzimatica, que incita
la adherencia con la molécula en los &tomos del oxigeno y la reagrupacion de

metilo. La figura 3 ilustra la estructura molecular de los terpenos.

=

Unidad isopreno Cg Isopreno Limoneno

Figura 3. Estructura de los terpenos. Fuente: Burt (2004).

Para Azcon & Talon (2008) los terpenos estan considerados como los
denominados metabolitos de propiedad secundaria y se obtienen de la ruta de
caracteristica MEP (metileritritol fosfato) o también con la ruta de caracteristica
MEV (mevalonato). De esta manera, con la trayectoria MEV esta establecida con
reconocimiento del citosol, originando isoprenoides (esteroles, brasinosteroides,
citoquinas y ubiquinona), por el contrario la trayectoria MEP origina la sintesis
gue caracteriza a los monoterpenos (Cy,), junto a los diterpenos (C,,), acido
abscisico, carotenoides, tocoferoles, plastoquinona, hormonas giberelinas y la

cadena lateral de clorofilas; produciéndose en los plastos.

Granell & Rambla (2013) aseguran que el proceso que da inicio a la biosintesis
de estas composiciones estd en la condensacion del elemento isopentil
pirofosfato (IPP Cs) junto con el correcto isomero, también se ubica la
condensacion del dimetil-alil pirofosfato (DMAPP). Por otra parte, en la
trayectoria MEP las unidades de isopreno estan conformadas por medio de
piruvato junto con el gliceraldehido-3-fosfato (GA-3P), mientras que en la ruta

MEV se originan por el acetil-CoA.

En este sentido, el DMAPP, como también el IPP van empleados a través de
prenil transferasas consiguiendo elaborar precursores de composicion geranil
con difosfato (GPP) que es el precursor imprescindible para monoterpenos;
también la composicion farnesil junto a difosfato (FPP) que es el precursor

imprescindible en sesquiterpenos; también los compuestos geranil combinados
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de geranil con difosfato (GGPP) que es el compuesto precursor indispensable
en tetraterpenos y diterpenos. Para el trabajo de los diversos precursores forman
parte varias enzimas, conocidas por sus propiedades quimicas con el nombre de
terpeno sintasas (TPS), que son producidos por diferentes clases de terpenoides
en las plantas (Granell, Rambla, 2013).

La figura 4 muestra la caracterizacion de los terpenos y sus tipos por unidad de

isopreno contenida.
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Figura 4. Caracterizacion terpenos por unidad de isopreno. Fuente: Avalos &
Pérez (2009).
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Avalos & Pérez (2009) aseveran que la ruta biosintética origina metabolitos
primarios, asi también metabolitos secundarios indispensables para la
supervivencia y crecimiento de las plantas aromaticas y medicinales. En el grupo
de los metabolitos primarios se ubican los esteroles (colesterol, ergosterol y
sitosterol), carotenoides (carotenos y xantofilas), hormonas (citoquinas, &cido
abscisico y giberelinas), y las ubiquinonas. En la actualidad, se calcula unos
3000 compuestos agrupados en los terpenos, aproximadamente 300 propician
utilidad en la manufactura cosmética, alimenticia, farmacéutica, como también la

sanitaria.

Por su parte, Azimova (2012) asevera que los elementos principales para AE
estan caracterizados en los monoterpenos (C;,), que son a su vez el 90% de la
totalidad de componentes; son cuantiosas en grupos de plantas de caracteristica
angiosperma con tipologia dicotiliedonea como Lamianceae, Myrtaceae,
Rutaceae, Piperaceae, Lauraceae, Asteraceae, y Apiaceae. De forma general,
los monoterpenos regulares, estan producidos a través de fusion “cola-cabeza”
para Unicamente ambas unidades del elemento isopreno; y monoterpenos
irreguales por la fusion “cabeza-mitad”, en la unidad inicial en el elemento
isopreno que se incorpora al carbono de la segunda posicién o la tercera 2 0 3

de la segunda.

Segun la caracteristica, los monoterpenos tienden a clasificarse segun el nimero
de ciclos de los que se componen: biciclicos, aciclicos y monociclicos (Croteau,
2000).

En complemento, Yufera (2009) afirma que los AE sesquiterpenos (C;s) disponen
de una familia extensa de los denominados terpenoides conformados por 3
moléculas de IPP, que muestran una cantidad mayor a 200 estructuras ciclicas
variadas. La propiedad ciclica del FPP sucede con similar mecanismo con los
compuestos del GPP, de esta forma algunos sesquiterpenos tienen la capacidad
de originar una cantidad mayor de 25 combinaciones. Por otro lado, los 5
carbonos y enlace doble adicional logran un incremento en la elasticidad que

muestra la cadena, para la composicion en gran cantidad de estructuras, gran
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parte de estos sesquiterpenos intermedian como mecanismo de resguardo para

la planta, con similares funciones de los monoterpenos.

La tabla 4 muestra los monoterpenos en los AE, tanto en los monoterpenos

regulares como en los monoterpenos irregulares.

Tabla 4.

Monoterpenos de los AE

Componente Especia

Alcoholes:
A: nerol, citronelol, linalol, geraniol, lavandulol.
M*: carveol y a-terpineol
B**: isopinocamfenol, borneol, crisantenol y fenchol
Cetonas:
A: tegetona
M*: piperitona, carvona, mentonas y pulegona.
B**: pinocarvona, pinocamfona, fenchona, alcanfor,
ombelulona y tujona.
Carburos:

Monoterpenos ] )
A: ocimeno, mirceno

regulares

M*: terpinenos, felandreno, p-cimeno

B**: sabineno, camfeno, 3-careno, pinenos

Eteres:

A: mentofurano, eucaliptol

Esteres:
A: citronelilo, propionato, linalil acetato
M*: a-terpinil acetato, mentol

B**: acetato de isobornilo

Fenoles:

Carvacrol y timol
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Monoterpenos A: 4cido pirétrico, acido crisantémico
irregulares M*: karahanaenona, acido picrocrocinico
A: Aciclicos

M*: Monociclicos

B**: Biciclicos

Nota: Monoterpenos de los AE adaptado de Yufera (2009).

Al disponer de una unidad adicional del componente isopreno superior a los
monoterpenos, de esta forma los sesquiterpenos tiene la caracteristica de
plasticidad para su composicion, lo que refleja como una propiedad fisica de
viariabilidad funcional y estructural. La tabla 5 muestra los sesquiterpenos en los
AE.

Tabla 5.

Sesquiterpenos de los AE

Componente Especia

Alcoholes:

Aciclicos: nerolidol y farnesol

Cetonas:
Monaociclicos: turmerona y germacrona.

Biciclicos: p-vetivona, nootkatona

Sesquiterpenos Carburos:

Monociclicos: f-elemento, bisaboleno

Biciclicos: g-cariofeleno, azuleno, B-selineno.

Esteres:

Biciclicos: acetato de cedrilo

Nota: Monoterpenos de los AE adaptado de Yufera (2009).

Yufera (2009) asevera que los diterpenos (C,,) pertenecen a la familia de los
terpenoides de los AE, se refiere a compuestos que disponen de 20 atomos del
elemento carbono (4 unidades IPP), a partir de esta propiedad el peso molecular

tiene una cantidad superior a los sesquiterpenos y monoterpenos, l6gicamente
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con menor volatilidad. En el mismo sentido, Pizarro & Stange (2010) aseguran
gue los tetraterpenos (C,,) son el compuesto principal que contiene los animales,
como también los vegetales, debido a que este grupo quimico esta conformado
por carotenoides, originados por el hidrocarburo altamente insaturado,
denominado caroteno; los mismos que estan conformados por la fusién “cola-

cola” a través de dos moléculas GGPP.

Las composicion descritas para los Sesquiterpenos, Unicamente las plantas
pueden sintetizarlos, ciertos hongos, algas y bacterias.

3.3.10. Propiedades antifungicas de los aceites esenciales

Burt (2004) asevera que son muy bien conocidas desde décadas anteriores las
propiedades antimicrobianas de la mayoria de AE. En este sentido, Blazquez
(2014) asegura que los AE también tienen otras propiedades biologicas
pertinentes a la mitigacion de bacterias, hongos y microbios; como propiedades:
insecticidas, antiviricas, herbicidas o antifungicas. El presente trabajo, hace
referencia a estas ultimas y las profundiza en el carvacrol y timol para estimarlos

como preservantes natu rales.

Es cierto que la totalidad de AE tienen las propiedades biolégicas antifingicas,
pero no todos los AE pueden usarse para composicion en los alimentos, como
se ha mencionado en epigrafes anteriores, ya que muchos AE son irritantes,
nocivos o no tan beneficiosos para la salud, a diferencia del carvacrol y timol que

ya se utilizan con propdsito en la ingenieria de alimentos.
3.4. Antifungicos naturales

La tarea primordial en la elaboracion de los productos comestibles del tipo
industrial, es tener la capacidad de que el producto tenga una vida util mayor, o
gue pueda caducarse en un periodo de tiempo extenso, porque esta premisa
permite que el producto comestible sea almacenado en la industria, sin tener
pérdidas econOmicas y que pueda mantener sus propiedades de textura,

frescura, sabor, color, aroma, entre otras.
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Pero de estas propiedades de los alimentos, quiza las mas importantes, sean el
sabor y la frescura ya que de ellas depende que el producto tenga mayor
demanda en el mercado; es asi que tanto el area agroindustrial, o la ingenieria
en alimentos han impulsado el uso de los AE para la conservacion de alimentos
y la preservacion de sus cualidades de sabor y frescura; obteniendo a su vez
productos seguros y nutricionales en toda la logistica de almacenamiento y

consumo.

Los AE con capacidades antifungicas son todas aquellas esencias que por sus
propiedades quimicas y condiciones biolégicas pueden impedir el desarrollo de
bacterias y hongos en los alimentos, los mismos que son los causantes
principales de su deterioro, al ser de origen natural estos AE alteran la estructura

de la célula fungica cohibiendo su supervivencia (Sanchez, 2015).

En otras palabras, los AE antifungicas utilizan el modo de defensa de las plantas
para evitar su corrosion a causa de elementos microbianos en la constitucion de
los alimentos, elaborando alimentos sanos, frescos, de buen sabor y con las
propiedades nutricionales por un tiempo prolongado igual o mayor a los
conservantes sintéticos. El timol y carvacrol son antifingicas naturales que estan
siendo muy explotados en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica,
entre otras, debido a que se encuentran en plantas aromaticas muy utilizadas en

la medicina familiar.
3.4.1. Timol

El timol es compuesto mayoritario del aceite esencial de L. graveolens, es un
sélido cristalino, de olor pungente, que pertenece a los metabolitos secundarios
vegetales de tipo fenilpropanoide. Forma sales al disolverse en bases (Svicery,
2017). La composicion de timol como elemento fendlico, propicia la condicién
antifangica de la planta aromatica conocida como orégano (Lippia graveolens),
gue lo contiene en sus hojas y tallo principalmente. Su presencia es mayoritaria

en extractos y aceite esencia de L. graveolens.

Y dependiendo de factores abidticos y bidticos se pueden formar quimiotipos de
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timol. Reportandose quimiotipos de Timol en Origanum vulgare de Grecia,
Lituania e ltalia y, en algunas plantas del género Lippia, como L. sidoides, L.
graveolens, L. origanoides, L. alba, L. microphilla (Ruiz, 2017). Tanto el timol
como el carvacrol disponen de niveles elevados para contrarrestar los
microorganismos denominados Gran Negativos, a excepcion del
microorganismo P. aeruginosa, para el cual el Timol es mayormente destructivo

y beneficioso para la conservacion de alimentos (Prestes, 2018).
3.4.2. Carvacrol

El AE fendlico denominado carvacrol cuya composicion es (2-metil-5-(1-metil)-
fenol) constituye un elemento importante del AE de orégano y tomillo (Worwood,
2012), al igual es un compuesto mayoritario junto con el timol, los cuales pueden
variar en su composicion por factores geograficos y estacion de colecta. Es
reconocido como un aditivo alimenticio seguro, se utliza como agente
aromatizante en productos horneados, dulces, bebidas, goma de mascar. El
carvacrol presenta actividad antimicrobiana, puede actuar contra muchas
bacterias patdgenas y hongos; por lo cual puede considerarse como una

alternativa en su utilizacién como conservador de alimentos.

También se ha demostrado la desactivacion de microorganismos en biopeliculas
sobre superficies de acero inoxidable. Burt (2004) describe su mecanismo de
accion durante su actividad antimicrobiana, el cual se debe a su marcado
caracter hidrofobico, por lo cual se acumula en la membrana plasmatica de la
bacteria, lo que al igual que el timol afecta a su integridad y origina una
disminucién del potencial de membrana. Actla como intercambiador de
protones, con lo que reduce la pendiente de la humedad (pH) por medio de su

membrana plasmatica.
3.5. Espectro antifungico del timol y carvacrol

Cutter (2010) afirma que los agentes antifungicos derivados de plantas
aromaticas y plantas medicinales pueden ser alicina, isotiocianato, fitoantitoxina,

pigmentos vegetales y compuestos fendlicos de AE. La alicina es un antibiético
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de amplio espectro, el precursor de la alicina, que se origin6 cuando se
destruyeron las plantas o los tejidos del bulbo. El isotiocianato se almacena en
las células vacias de las plantas y se libera cuando se bloquea el tejido. La
fitotoxina es un agente antimicrobiano de amplio espectro y bajo peso molecular,
un compuesto sintético del huésped producido cuando las plantas se lesionan.

Por su parte, Burt (2004) estudio el AE y sus propiedades antifangicas de varios
alimentos, y obtuvo las siguientes clasificaciones de AE con los efectos
bactericidas mas bajos y mas altos: salvia, clavo, romero, menta, Canela,
cilantro, clavo, orégano. Ademas, los componentes de AE se clasifican segun
sus efectos antifungicos: geraniol, citral, cinamaldehido, albahaca, metilchaviol,
eugenol, carvacrol, acido cinamico y timol. La Tabla 6 muestra la composicion

de AE con timol y carvacrol.
Tabla 6.

Composicion antifungica de los AE

AE Nombre latino de la Componente % Aproximado de
fuente vegetal principal composicion
p-cimeno 52%
. . y-terpeno 2-52%
Orégano Origanum vulgare .
Timol 64%
Carvacrol 80%
p-cimeno 11-55%
. . y-terpeno 3-32%
Tomillo Thymus vulgaris
Timol 11-65%
Carvacrol 3-12%

Nota: Composicién antifingica de los AE adaptado de Burt (2004).

También, Moyler (2014) asevera que varios factores afectan la actividad
antibacteriana de los fenoles vegetales, como el origen geografico, la

composicién quimica y la diversificacion entre los cultivos; ademas, también
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pueden inferir las caracteristicas de los microorganismos objetivo, como las

cepas, el género, tipo de especie y etapa de crecimiento (Naidu, 2010).

Segun Laurin y Stupar (2016), el carvacrol y el timol son monoterpenos fenoles
heterogéneos. Ademas, el carvacrol se encuentra principalmente en el orégano
(60% a 72%) y el tomillo (47%). Burdock (2010) afirma que el agente antifingico
y antibacteriano tiene su aprobacion en la entidad FDA bajo las regulaciones
GRAS (Seguridad generalmente reconocida), y sus regulaciones pertenecen al
Capitulo 21 Parte 172 del Cddigo de Regulaciones Federales: Aditivos
Alimentarios Se permite agregarlo directamente a los alimentos para consumo

humano”.

Ademas, Lambert (2001) sefialé que el contenido maximo de carvacrol que se
puede agregar a ciertos alimentos horneados (15,75 ppm), goma de mascar
(8,42 ppm), condimentos (18 ppm). Sin embargo, Ultee (1999) asegura que el
uso de este compuesto fendlico como conservante en los alimentos a veces esta
restringido debido a consideraciones de sabor. En este sentido, Lambert (2001)
afirmo que es necesario encontrar una concentracion inhibitoria minima (MIC)
precisa y ser eficaz en diferentes sistemas alimentarios sin afectar los aspectos
sensoriales. La Figura 5 muestra las estructuras quimicas antifangicas del timol

y el carvacrol.

CH CH

OH

OH

HC
3 CH, H,C CH,

Carvacrol Timol

Figura 5. Estructura quimica de carvacrol y timol. Fuente: Burdock (2010).

Para Chen (2014) estos dos compuestos son monoterpenos fenoles e isomeros;

ademas, se ha determinado que su solubilidad en agua es de 1.25 g/L a 20 °C.
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En este sentido, Arfa (2016) compard las actividades antimicrobianas y
antifingicas de cinco compuestos AE diferentes (mentol, eugenol, carvacrol,
éster metilico de carvacrol y acetato de vinilo), y concluyé que la estructura
quimica del carvacrol esta sesgada hacia el hidroxilo, lo que hace que el

carvacrol sea mas efectivo que otros compuestos.

Estos resultados son comparables a los realizados por Ultee (2002) al estudiar
el espectro antifingica de carvacrol, timol y mentol contra Bacillus cereus. La
actividad de timol (que tiene un grupo hidroxilo en la posicion meta) es efectiva
a una concentracion minima de 0,75 mM, similar al carvacrol. Por otro lado, el
mentol sin hidroximetilo es aproximadamente 10 veces menos potente que el
carvacrol. Sin embargo, Kim (2015), garantiza que cuando se prueba el carvacrol
en muestras de peces, la actividad antifangica es baja debido a la interaccion

con la matriz alimentaria.

Didry (2014) aseguroé que cuando la combinacion de carvacrol y eugenol y
eugenol y timol resultara en una concentracion inhibitoria fraccional (FIC) entre
0,5 y 0,5, se observd que la resistencia al Streptococcus y a las cepas
bacterianas orales de Prevotella Sinergia parcial 0,75. La clasificacion FIC se
divide en las siguientes partes: FIC < 0,6 (coordinacién completa), 0,6 < FIC <
0,76 (coordinacién parcial), 0,76 < FIC < 1,99 (sin efecto) y FIC > 1,99
(confrontacion). En contraste, Ultee (2000) sefiald que los efectos sinérgicos del
carvacrol y el paracimeno (0,30 mg/g y 0,27 mg/g, respectivamente) en Bacillus
cereus se redujeron después de agregar sal a las muestras de arroz. (1,25

gramos de sal/litro de arroz.
3.6. Aceites esenciales en alimentos

Friedly (2009) asegura que multiples factores (como grasas, proteinas, actividad
del agua, pH y contenido de enzimas) en la matriz alimentaria pueden reducir la
efectividad de la AE. Un valor de pH bajo puede mejorar la estabilidad y la
solubilidad de AE, por lo que puede mejorar la actividad antifingica y
antibacteriana de AE. Todos los demas factores que aumentan el potencial

antifangico y antibacteriano de AE son el aumento del contenido de sal y la
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disminucion de la temperatura de almacenamiento; ademas, la concentracién
también afecta la actividad, y el fuerte sabor y olor del AE limitan su uso como
conservante de alimentos, mejorando asi la comida. La seguridad y la vida util.

Dado estas razones, la dosis inhibitoria minima (MIC) se usa generalmente en
lugar de la dosis bactericida y la dosis antifungica. Segun la investigacién de
Firouzi (2007), el contenido de orégano y nuez moscada en los alimentos debe

aumentarse en un 1-3%, que es mas alto que el nivel sensorial aceptable.

Por otro lado, Ganesh (2010) utilizé su investigacion para garantizar que se
requiera una gran cantidad de AE en alimentos con mayor contenido de lipidos.
También sefiald que se necesita mas investigacion para usar AE naranja para
mejorar la vida util de los productos carnicos, como la investigacion in vivo y su
integracion en varios métodos de obstaculos. Ademas, Ganesh (2010) afirmé en
otro estudio que varios AE y sus compuestos tienen efectos antimicoéticos y
antibacterianos probados en E. coli 0157:H7 y Salmonella prevaleciente al jugo
de manzana. Se infiere que los compuestos mas activos contra E. coli incluyen
aceite de orégano, carvacrol, timol, citral, geraniol, eugenol, clavo, hoja y corteza

de la canela en extractos aceitosos, aceite de limén y limon.

En lo que respecta a la bacteria Salmonella Hadar, la actividad de carvacrol,
timol, citral, linalol, terpineol, geraniol, a. de orégano, a. de melisa, a. hoja de
canela, a. de limén y a. de hierba de limén; es mayor. Las actividades
antifangicas y antibacterianas aumentan con el tiempo de almacenamiento de
incubacion. La acidez no tiene efecto sobre el potencial antibacteriano. Friedman
(2004) ha probado con éxito que los compuestos AE (como el timol, el eugenol
y el mentol) se pueden usar como recubrimientos para las fresas para retrasar la

descomposicion después de la cosecha.

A su vez, Wang (2007) desarroll6é una solucion de lavado en su investigacion que
contiene timol, que puede reducir el contenido de Salmonella de uvas y tomates
en 7,5 log sin cambiar el color, el pH, la textura y la sensibilidad de los tomates

y la calidad de las uvas. Durante el almacenamiento a 4 °C y 22 °C durante 16



27

dias. Este tratamiento también redujo la bacteria aerdbica en los tomates en 1,3

log, y al mismo tiempo redujo la Salmonella en el agua en 5 log, reduciéndolo.

No solo en frutas y verduras, sino también en productos carnicos, se han
evaluado los efectos antifungicas y antibacterianos de EA. Hayouni (2008),
afirma que la carne molida inoculada con Salmonella enteritidis y Salmonella se
agregd con AE de salvia tunecina (Salvia officinalis L.) y pimienta peruana
(Schinus molle L.) y se recolect6 en almacenamiento en frio 15 dia. Cuando la
concentracion es inferior al 0,1% (p/v), solo se observa el efecto bactericida y, a
medida que aumenta el porcentaje, el efecto bactericida se vuelve mas efectivo.

También, Nannapaneni (2009) estudio el potencial antifungica y antibacteriano
del aceite de naranja Valencia sin terpenos prensados en frio y limoneno aislado
del pollo entero en Campylobacter jejuni, y aplico el aceite a los pollos: muslos 'y
piernas. La fuerza antimicotica y antibacteriana de cualquier fraccion de aceite
de naranja en las dos partes del pollo no se vio afectada; el aceite de naranja se
uso para reducir las células de Campylobacter jejuni unidas a la piel en 1,5 a 3
log, mientras que el limoneno caus6 una inhibicion completa sin deteccion,

sobreviviendo a las células.

En otro estudio, se evaluo el efecto de Satureja horvatii en productos de carne
de cerdo picada. La composicion quimica del aceite es p-cimeno (33,1%), timol
(26,1%) y timol metil éter (15,1%). Los AE inhiben el crecimiento de Listeria

monocytogenes inoculados en la carne (Nannapaneni, 2009).

Por su parte, Bukvicki (2014) afirma que el sabor, como también la coloracion de
la carne que no ha sido tratada con AE se mejora después de cuatro dias de
almacenamiento refrigerado. Ademas, evalud los efectos antifangicas y
antibacterianos del acido laurico en salchichas toscanas frescas almacenadas a
7 °C durante 14 dias. Trato la salchicha toscana con una concentracion de aceite
de 0,05¢/100g 0 0,1g/100g, y comparo la vida util con las salchichas no tratadas.
El aceite puede reducir la forma de E. coli en aproximadamente 3 log-UFC y asi

extender la vida util de las salchichas en dos dias. En ambas concentraciones,
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los consumidores aceptaron las propiedades organolépticas de la salchicha

procesada.
4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales

Rios & Villar (2009) asevera que las pruebas de actividad antifungica y
antimicrobiana se pueden clasificar como métodos de difusion, dilucion o
bioautografia. Para Davidson & Parish (2011) los principios y la practica de estos
métodos de prueba se explican en la literatura, pero parece que no se ha
desarrollado una prueba estandarizada para valorar la propiedad antifingica y
antimicrobiana en los posibles conservantes frente a los microorganismos
concernientes en los productos alimenticios, aunque la necesidad de hacerlo ha

sido sefalada. La figura 6 muestra el método de dilucion en caldo.

Realizar diluciones decimales empleando tubos con 9.0 ml de solucion diluyente

I 1.0mL 1.0mL 1.0mL

y

/
Homogenizar 107 102 10° 10°
con 90 .0 mL de

Pesar 10 g de solucion

muestra

SIS S

Agregar medio de Depositar por duplicado 1.0 mL de

cultivo (YGC) ilucio Petri
enfriado a 46°C cada dilucién en cajas de Petr
b R N S T
SIS
/ Incubar las cajas en Contar placas que

Homogeneizar la posicion invertida tengan entre 10 a 100
muestra con el agar colonias de hongos ylo
mediante { levaduras y reportar
movimientos 3,4 6 5 dias como UFCl/g o mL.

rotatorios

Figura 6. Métodos de dilucion. Fuente: Davidson & Parish (2011).

Por su parte, Hammer, Carson y Riley (2014) afirmaron que el método de prueba

de susceptibilidad antimicotica y bacteriana NCCLS, que se utiliza
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principalmente para probar antibiéticos, se ha modificado para probar AE. Los
investigadores ajustaron sus métodos experimentales para representar mejor las
posibles aplicaciones futuras en sus campos especificos. Sin embargo, los
resultados de la prueba pueden verse afectados por muchos factores, como el
método de extraccion de AE de los materiales vegetales, el volumen del indculo,
el periodo de crecimiento, el medio utilizado, el pH del medio y el tiempo y

temperatura de incubacion, y los datos publicados.

En documentos publicados desde entonces, el nUmero de variaciones en el
medio de cultivo, el tamafio del in6culo, la eleccion del emulsionante y el método
de prueba béasico ha aumentado ain mas (Karatzas, 2010). La figura 7 muestra
un ejemplo en la deteccidn antifungica del Staphilococcus aureus por dilucion.

Realizar dilucio decimak ph do tubos
:mm' con $0.0 mi de con 9.0 mL de solucion diluyente
T ; 1.0mL | 1.0mL | 1.0 mL
Pesar 10.0 g 10° 107 10*
de muestra
{ § & § & § & A
1072 10° 10™ 10°
Depositar por duplicado 0.1 mL de cada dilucion -
en cajas petri ]
-
-e
I-" - . . \
\
4 z > - o e -
i | . - /
‘r -':_»\\_/ J v \ - /
N e Incubar 24 - 48 h a 37°C oo le
Distribuir la muestra con Contar aquellas colonias
una varilla de vidrio negras con hidrolisis de
estéril lecitina
Incubar 24 h ~
g 37°c
A
}
Siembra de colonias
Realizar pruebas tipicas en tubos con
bioquimicas caldo BHL

Figura 7. Determinacién de Staphilococcus aureus en alimento. Fuente:
Davidson & Parish (2011).
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Para Janssen (2010), la mayoria de los investigadores usan la concentracion
inhibitoria minima (MIC) como una medida del rendimiento antibacteriano de la
AE. La definiciobn de MIC varia entre publicaciones, que es otra barrera entre los
estudios comparativos. En algunos casos, la concentracion bactericida minima
(MBC) o concentracion inhibitoria estd marcada, estos dos términos son muy
consistentes con MIC. La Tabla 7 enumera los términos mas utilizados en las
pruebas de actividad antibacteriana AE. Ademas, el término "concentracion
asesina minima" se ha utilizado, pero no esta definido. Al menos en la literatura
sobre AE en microbiologia alimentaria, los términos minima dilucion letal minima

(o concentracién) y minima dilucién inhibitoria minima estan descontinuados.
Tabla 7.

Términos utilizados en las pruebas de actividad antifungica y antibacteriana

. Definicion, con referencia a la :
Término » Referencia
concentracion de AE

Concentracién mas baja que resulta
en el mantenimiento o la reduccion Carson (2015)

de la viabilidad del in6culo.

Concentracibn mas baja requerida

para la inhibicion completa del
_ Wan (2013)
organismo de prueba hasta 48 h de

Concentracion incubacion
inhibitoria minima
(MIC) Concentracion minima que impide el

desarrollo observable del organismo  Onawunmi (2009)

que esta a prueba

Concentracién mas baja

interviniendo en una reduccion _

. o . Cosentino (2009)
importante de la viabilidad del in6culo

(> 90%)
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Concentracion donde se destruye el ,
Cosentino (2009)

C 99.9% 0 mas del indculo inicial
Concentracion

bactericida minima — 7 .
Concentracion mas baja a la que no

MBC - . :
( ) se observa crecimiento después de  Onawunmi (2009)
subcultivar en caldo fresco
Concentracién mas baja a la que las
Concentracion bacterias no crecen en el caldo, pero _
. _ Smith-Palmer (2014)
bacteriostéatica se cultivan cuando el caldo se coloca
en placa sobre agar
Concentracién mas baja a la que las
Concentracion bacterias no crecen en el caldo y no _
o ) Smith-Palmer (2014)
bactericida se cultivan cuando el caldo se coloca

en placas sobre agar

Nota: Términos utilizados en las pruebas de actividad antifingica y antibacteriana adaptado de
Smith-Palmer (2014).

La Tabla 8 resume las técnicas utilizadas para evaluar la actividad antibacteriana
de AE. La deteccidbn de actividad antifungica y antibacteriana de AE
generalmente se lleva a cabo empleando la metodologia por difusion de disco,
por medio del cual que se coloca un disco de papel empapado con AE en una

placa de agar inoculada.

En este contexto, Denyer (2011) generalmente se usa como un control preliminar
de la actividad antifangica antes de realizar estudios mas detallados. Entre los
estudios, factores como el volumen de AE colocado en la placa de papel, el
espesor en la cubierta de agar o también el uso o no de solventes. Esto significa
gue este método es util para elegir entre AE, pero no es factible comparar los
datos publicados. Cuando es necesario verificar una gran cantidad de AE y/o
una gran cantidad de aislamientos bacterianos, se puede utilizar una prueba de
agujero de agar en la que se deposita AE en un agujero cortado en agar como

método de deteccién. Para facilitar la visualizaciéon del crecimiento bacteriano,
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se puede agregar cloruro de trifenil tetrazolio al medio de crecimiento (Mourey,
2012).

Tabla 8.

Métodos de prueba utilizados para medir la actividad antibacteriana de las AE y

Sus componentes

Propésito Método de prueba Referencia
Deteccion de Difusion de disco Aureli (2012)
actividad
antibacteriana Pozos agar Deans (2013)

Método de dilucion de agar Farag (2010)
Crecimiento visible Delaquis (2012)
L Densidad 6ptica/turbidez Chaibi (2007)
Determinacion de la
_ _ Absorbancia Mejlholm (2012)
resistencia de las o
. Dilucion Colorimétrico Gill (2012)
propiedades
. . de caldo  Conductancia/conductividad _
antibacterianas Marino (2011)
/impedancia
Recuento viable Beuchat (2006)

Determinacion de la

rapidez y duracion de  Analisis de tiempo muerto / curvas de

o _ _ Cressy (2013)
la actividad supervivencia
antibacteriana.
Observacion de los
efectos fisicos de la . ) o )
Microscopia electrénica de barrido Lambert (2011)

actividad

antibacteriana

Nota: Métodos de prueba utilizados para medir la actividad antibacteriana de las AE con sus

componentes, adaptada de Lambert (2011).

Pintore (2012) se puede determinar la fuerza de la actividad antifingica y
antimicrobiana diluyendo AE en agar o caldo. Los trabajos divulgados que

emplean diluciones de agar han usado mdltiples solventes que integran AE al
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centro del cultivo, inoculandose con variados volimenes de solucién (1-100 pl),

algunas veces manchandolo y algunas veces rascando la superficie del agar.

Para Farag (2010), a pesar de estos cambios, el AE MIC determinado por el
método de dilucion de agar parece ser aproximadamente del mismo orden de
magnitud. En los estudios de dilucion de caldo, existen varias técnicas diferentes
para determinar el punto final: el método més utilizado es medir la densidad
optica (DO) (turbidez) y contar las colonias a través de conteos factibles. El

primer método tiene la ventaja de ser automatizado; este ultimo es laborioso.

Figura 8. Colonias sospechosas vistas por DO. Fuente: Farag (2010)

Las mediciones de conductancia/conductividad y la determinacién del punto final
mediante monitoreo visual se han utilizado con menos frecuencia. También,
Mann (2008) asegura que un nuevo método de microdilucién para determinar la
MIC de compuestos a base de aceite utiliza el indicador redox resazurina como
un indicador visual de la MIC. Los resultados se comparan favorablemente con
los obtenidos por conteo viable y medicion de OD y el método es mas sensible

gue el método de dilucién de agar.

Se ha utilizado un indicador de color plateado basado en resazurina para
determinar los MIC para extractos metandlicos de materiales vegetales y AE; el
método puede automatizarse midiendo el punto final por fluorescencia en lugar

de medios visuales. El cloruro de trifenil tetrazolio se ha utlizado para la
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determinacion visual del punto final en el estudio del aceite de arbol de té en
caldo pero, aunque es unindicador del crecimiento bacteriano, el cambio de color
no se correlaciona completamente con el MIC (Carson, 2015).

Skandamis (2011) afirma la rapidez de un efecto bactericida o fungico, la
duracién de un efecto bacteriostatico se puede determinar mediante andlisis de
tiempo muerto (gréafico de curva de supervivencia) mediante el cual el cimulo de
células viables reposando en medio del caldo después de la adicion de AE se
representa en funcién del tiempo. Los métodos utilizados con mayor frecuencia
para esto son la medicion de OD y el recuento viable después de colocar en
placas sobre agar. La afectacion a la pared celular bacteriana y la pérdida de
contenido celular pueden estudiarse mediante microscopia electronica de
barrido (SEM). La figura 9 muestra colonias de Salmonella spp.

Figura 9. Colonias de Salmonella spp., en medio SS. Fuente: Skandamis
(2011)

La preparacion cuidadosa de las muestras para SEM es necesaria para
garantizar que la diferencia observada entre las células de control y tratadas se
deba al efecto de la AE y no al método de preparacion. Este material es muy
costoso para el analisis de propiedades antifingicas y antibacterianas en los

alimentos debido a la potencia de enfoque del microscopio electrénico.



35

4.2. Métodos

En los métodos Chaibi (2013) asegura que varios estudios han utilizado la
medicion de OD o conductancia para realizar célculos adicionales en lugar de
establecer directamente el MIC. El OD de la suspension de prueba y el control
puede usarse para calcular un indice de inhibicion. Las mediciones de
conductancia se pueden usar para calcular el periodo transcurrido antes de que
se pueda detectar el crecimiento, el tiempo de deteccion (DT), después del
tratamiento de las células con AE.

También, Skandamis (2011) la comparacion de la tasa de crecimiento especifica
maxima (u4,) de bacterias basada en datos de recuentos viables o mediciones
de absorbancia también se ha realizado en varios estudios. Se ha encontrado
gue un nuevo método para calcular el MIC a partir de mediciones de OD, es
adecuado para probar combinaciones de sustancias antifungicas vy
antibacterianas. En un estudio, el porcentaje de AE que resultd en una
disminucién del 50% en el recuento viable se determing a partir de parcelas de
porcentaje de muerte contra concentracion. La diversidad de formas de informar
la actividad antifungica y antibacteriana de los AE limita la comparacion entre los

estudios y podria conducir a la duplicacion del trabajo (Friedman, 2004).

Para Remmal (2013) una caracteristica de los métodos de prueba que varia
considerablemente, es si se utiliza 0 no un emulsionante o disolvente para diluir
el AE o también para asegurar la densidad del caldo a base de agua. Se han
utilizado varias sustancias para este propésito: Tween-20, etanol, Tween-80,
polietilenglicol, propilenglicol, n-hexano, dimetilsulfoxido, metanol y agar. Sin
embargo, varios investigadores encontraron innecesario utilizar un aditivo en la

solucion (Skandamis, 2011).

Por su parte Burt (2004) asevera que se empled agitacion vigorosa en solucion
salina de fosfato para suspender el AE. El rendimiento de los disolventes mas
utilizados, etanol y Tween-80, se ha comparado con el de agar para la
estabilizacién de orégano y aceites de clavo. Se encontr6 que el uso de agar

(0,2%) produce una dispersién tan homogénea como una solucién verdadera en
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etanol absoluto. Ademas, las MIC de orégano y AE de clavo fueron
significativamente menores en presencia de agar que en presencia de etanol o

Tween-80.

Se concluyé que los solventes y detergentes podria disminuir el efecto
antifingica y antibacteriano de los AE. Esto se ve respaldado por el hecho de
gque Tween-80 se ha recomendado como neutralizador de desinfectantes
fendlicos y esto se ha confirmado en el trabajo sobre la accion del aceite de
tomillo contra Salmonella typhimurium. También se ha demostrado que Tween-
80 protege a L. monocytogenes de la actividad antifingica y antibacteriana de
un componente de AE durante los ciclos de congelacién-descongelacion. Una
desventaja adicional del uso de Tween-80 para disolver AE es el hecho de que
la turbidez de la dispersion resultante puede dificultar las observaciones visuales
y las mediciones de OD (Burt, 2004).

La figura 10 muestra el método de microscopia electrénica de la Salmonella

typhimurium.
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Figura 10. Microscopia electrénica de Salmonella typhimurium. Fuente:
Remmal (2013)

En las Tablas 9 y 10 se presenta una seleccién de MIC para AE y componentes
de AE probados in vitro contra microorganismos propiciados por productos
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alimenticios. Considerando diversidad en métodos de prueba, aislados

bacterianos (clinicos o de referencia) y los origenes de las AE utilizadas, el rango

de MIC aparece considerablemente estrecho en la mayoria de los casos.

Tabla 9.

Seleccion de MIC de AE probados in vitro contra patégenos transmitidos por

alimentos
MIC, rango
Planta de la cual Especies de : :
_ _ aproximado Referencias
se deriva el AE bacterias
(ulml~1)P
S. typhimurium 1,2 Prudent (2015)
Orégano Staph. aureus 0,6-1,3 Hammer (2010)
E. coli 0,6-1,3 Prudent (2015)
S. typhimurium 0,450 -10,20 Farag (2010)
E.coli 0,460 - 0,20 Cosentino (2009)
Tomillo
Staph. aureus 0,20- 2,50 Smith-Palmer (2014)
L. monocytogenes 0,156 — 0,45 Firouzi (2008)

Se seleccionan AE derivados de plantas utilizadas como hierbas, especias o

infusién en la cocina y MIC para una seleccion de patdgenos importantes

transmitidos por alimentos.

(b) = En las referencias MIC se han reportado en las unidades ppm, mg ml™1,

%(Vv/V), ul 171y ug ml~1. Para facilitar la comparacion, estos se han convertido

a ul ml~1, por lo cual se supuso que las AE tienen la misma densidad que el

agua. En algunas referencias, el MIC se denominé concentracién bactericida

0 bacteriostatica minima Smith-Palmer (2014)
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Seleccion de MIC de componentes de AE probados in vitro contra patégenos

transmitidos por alimentos

_ MIC, rango
Componente de Especies de : :
_ _ _ aproximado Referencias
aceite esencial bacterias
(ulml~1)P
B. cereus 0,185-0,9 Pol (2009)

L. monocytogenes 0,371 - 5,00

Cosentino (2009)

Carvacrol E. coli 0,223 -5,00 Kim (2005)
Staph. aureus 0,175 - 0,450 Kim (2005)
S. typhimurium 0,223 -10,25 Consentino (2009)
B. cereus 0,455 - 0,449 Cosentino (20099)

L. monocytogenes 0,455 - 0,449

Timol E. coli 0,223 - 0,450
Staph. aureus 0,141 - 0,225
S. typhimurium 0,056 — 0,057

Cosentino (2009)
Cosentino (2009)
Lambert (2011)

Cosentino (2009)

Se seleccionan los componentes de AE presentes en las plantas utilizadas en la

cocina y MIC para una seleccién de patégenos importantes transmitidos por los

alimentos.

(b) = En las referencias MIC se han reportado en las unidades mg ml™1, %(v/v), ul 71

y mmol [~1. Para facilitar la comparacion, estos se han convertido a ul ml~?, por lo

cual se supuso que las AE tienen la misma densidad que el agua. En algunas

referencias, el MIC se denomind concentracion bactericida minima Cosentino (2009).
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4 .3. Estadistica

Para Board (2001) aunque, como se mencion0 anteriormente, un pequefo
namero de conservantes de alimentos que contienen AE estd disponible
comercialmente, hasta principios de la década de 1990 se habian publicado muy
pocos estudios sobre la actividad de los AE en los alimentos. Desde entonces,
se han llevado a cabo un buen nimero de ensayos con AE en alimentos. En la
tabla 11 se presenta una descripcién general de la literatura que informa sobre
los estudios y el efecto antifungica-antibacteriano de las AE 0 sus componentes
en los alimentos (Tassou, 2006). La figura 11 ilustra un ejemplo de la apariencia

de E. coli en los productos alimenticios.

Figura 11. Microscopia confocal de E. coli. Fuénte: Shelef (2013)

Por su parte, Shelef (2013) aunque el AE funciona bien en ensayos antifungicas
y antibacterianos in vitro, generalmente se ha encontrado que se necesita una
mayor concentracion de AE para lograr el mismo efecto en los alimentos. Se ha
registrado que la proporcién es aproximada de 25 hasta 100 disoluciones para
el queso blando, unas 10 disoluciones en las salchichas derivadas del higado

del cerdo, o disolucién doble para la leche semidescremada.

Una excepcion a este fendmeno es Aeromonas hydrophila; no se necesitaba una
mayor proporcion de AE para inhibir esta especie en carne de cerdo cocida y
lechuga en comparacion con las pruebas in vitro (Wan, 2013). Varios estudios

han registrado el efecto de los alimentos sobre la resistencia microbiana a los
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AE, pero ninguno parece haberlo cuantificado o explicado el mecanismo, aunque

se han sugerido las posibles causas.

Para Tassou (2006) la mayor disponibilidad de nutrientes en los alimentos en
comparaciéon con los medios de laboratorio puede permitir que las bacterias
reparen las células dafiadas méas rapido. Las propiedades intrinsecas de los
alimentos (sal, pH, conservantes, antioxidantes, contenido de agua-grasa-
proteinas y demas agregados) no solo son relevantes a este, respecto los
determinantes extrinsecos (temperatura, envasado al vacio/gas/aire,
caracteristicas de los microorganismos) también puede influir en la sensibilidad

bacteriana.

En general, la susceptibilidad de las bacterias al efecto antifingica y
antimicrobiano de los AE también parece aumentar con una disminucion en el
pH de los alimentos, la temperatura de almacenamiento y la cantidad de oxigeno
dentro del envase. A pH bajo, la hidrofobicidad de un AE aumenta, lo que le
permite disolverse mas facilmente en los lipidos de la membrana celular de las

bacterias objetivo (Juven, 2014).

En general, se cree que el alto contenido de proteina y/o grasas de los productos
alimenticios logran proteger a los microorganismos de la accion de los AE en
alguna forma. Por ejemplo, si el AE se disuelve en la fase lipidica del alimento,
habra relativamente menos disponibilidad para actuar sobre las bacterias
presentes en la fase acuosa (Mejlholm, 2012). Otra sugerencia es que el menor
contenido de agua de los alimentos en comparacion con los medios de
laboratorio puede dificultar el progreso de los agentes antibacterianos al sitio

objetivo en la célula bacteriana (Smith-Palmer, 2014).

La tabla 11 muestra una descripcion de estudios que prueban la actividad
antifangica y antibacteriana de los AE o sus componentes en los alimentos. En
el epigrafe 5 del presente estudio se realizara un andlisis y discusion de los
resultados de varios autores que han analizado la accion antifingica de los

compuestos fendlicos timol y carvacrol en reemplazo de conservantes sintéticos.
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Descripcion de estudios que prueban la actividad antifangica y antibacteriana de los AE o sus componentes en los alimentos

Observaciones

- Concentracion . Notas sobre Extensién
Grupo ’ AE o Concentracién . - Especies R P L .
. . Alimento . aplicada (ul g% o h configuracion de lafase Reduccion Referencias
alimenticio componente aplicada (ul mi-) bacterianas experimental* de retraso de la
del poblacién
crecimient final***
o
Tres regimenes de
envasado probados:
. Aceite de o aire, dioxido de . Skandamis
Carne molida orégano 0,05-1% 0,5-10 Flora natural carbono y atmosfera n.d. + (2011)
modificada (40% CO,,
30% N,, 30% 0,)
Envasado en
) atmésfera modificada  En MAP .
Carne Filetes de res AC?'te de 0,8% viw 8 L. monocytogenes (40% Co0,, 30% N,, peronoen MAP A Prudent (2015)
orégano entre flora natural . Aire: +
30% 0,) y envasado aire
en aire
Carnq de cerdo Acelt_e de 0,02 ml mezclada 0.8 L. monocytogenes Envasado en aire Si + Aureli (2012)
picada tomillo con 25¢g de carne
Producto de Dos niveles de
cerdo picado Aceite de 100-200 ppm 0.1-0.2 Esporas C. inoculacion No 0 Ismaiel (2012)
envasado al orégano botulinum
vacio
! 0,75-1,5% y 0,15-
Camarones Acelt_e de 0,3% en 5,7-15_y .1'5'3 en Pseudomonas . Quattara
. tomillo, - recubrimiento . Muy ligera ++
cocidos . . recubrimiento . putida (2011)
cinamaldehido . respectivamente
respectivamente
Carvacrol
en 30
. 0,5-3,0% w/v en L. 1
Pescado Fll_ete de mero Carvacrol solucién de 5 30 er_]}soluuon de S. typhimurium HLml ++ Kim (2015)
rojo, en cubos ; L inmersion mata a
inmersion
todas las
células
Lubina asiatica. Aceite de 0,05% v/v (sic) -srjnzte?fi?:ri]e Superficie:
! tomillo o aceite  sellado en envases 0,5 Flora natural P ++ Harpaz (2013)
entera . como en .
de orégano con pescado entero Carne: +

carne
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Filetes de . o Photobacterium, . Mejlholm
bacalao AE orégano 0,05% v/w 0,5 phosphoreum Si + (2012)
Filetes de 5 o Photobacterium, Mejlholm
salmon AE orégano 0,05% v/w 0,5 phosphoreum No 0 (2012)
Taramasalad Varios pH y
(ensalada de 4 5o : - temperaturas de ; Koutsoumanis
huevas de AE orégano 0,5-2,0% viww 5-20 S. enteritidis almacenamiento Si +++ (2016)
bacalao) probados
P Leche 1 ) ’ Mejlholm
Lecheria semidescremada Carvacrol 1,9-2,9 mmol | 0,29-0,46 L. monocytogenes Dos temperaturas Si ++ (2012)
0,1-10 ml "' en AE afiadido al agua
Lechuga romana AE tomillo solucién de 0,09-9,9 E. coli O157:H7 de lavado Si ++ Singh (2012)
enjuague
0,1-10 ml "' en AE afiadido al agua
Zanahorias AE tomillo solucién de 0,09-9,9 E. coli O157:H7 de lavado Si + hasta ++ Singh (2012)
Vegetales enjuague
Cuatro temperaturas .
Ensalada de AE orégano  0,7-2,1% viw 7-21 E. coli O157:H7 de almacenamiento y Si ++ Skandamis
berenjenas A (2011)
tres pH diferentes.
Semillas de ) 1 . Salmonella spp., Fumigacién a 50 o 70 50 °C: + Weissinger
alfalfa Timol 600 mg [™" en aire seis serotipos °C n.d 70 °C: ++ (2011)
Si, efecto
Arroz Arroz hervido Carvacrol 0,15-0,75mg g~* 0,15-0,75 Flora natural, B. dependient ++ Ultee (2002)
' ' ' ' cereus edela
dosis
- 0,15 ulml~* en
. 1 mM en solucién e
Kiwi Carvacrol de inmersién .solucm.r] de Flora natural n.d. +++ Roller (2012)
Fruta inmersion .
L 0,15 ulml™ en
Melén Carvacrol 3 m_M en s_9|uuon solucion de Flora natural Si 0 Roller (2012)
e inmersion ; L
inmersion

En los documentos en los que se ha estudiado el efecto combinado de un AE o un componente AE en combinacion con otro método de conservacion, solo se citan los resultados del AE probados.
* Para facilitar la comparacion, la concentracion de AE o componente AE aplicado se ha convertido en ul g~ o ul ml™* de alimento, por lo que se asumié que las AE tienen la misma densidad que el
agua. Cuando no se pudo calcular la conversién debido al método experimental, esta columna se deja en blanco.

** | os productos se almacenaron principalmente bajo refrigeracion, pero las temperaturas utilizadas oscilan entre 2 y 30 °C.

***Se ha utilizado la siguiente clasificacion:
+++  Gran reduccion en comparacion con el registro (> 3 log cfu g~ o ml™* menos)

++ Reduccion media en comparacion con el registro (1,5 a 3,0 log cfu g~! 0 mi™* menos)
+ Ligera reduccién en comparacion con el control (hasta 1,5 log cfu g~ o ml™! menos)
0 Efecto insignificante en comparacion con el control

- Ligera estimulacién del crecimiento en comparacion con el control (hasta 1,5 log cfu g~* 0 ml~! menos)

- Estimulacién media del crecimiento (> 1,5 log cfu g~! o ml™! mas)

Estas clasificaciones se aplican al punto final del experimento, que varia entre referencias de 15 minutos a 33 dias.

**** n.d, = no hecho
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Wendakoon (2013) asegura que se ha presentado una reaccion entre el
carvacrol, un componente fendlico de varios AE, y las proteinas como factor
limitante en la actividad antifingica y antibacteriana contra el Bacillus cereus en
la leche. Los carbohidratos en los alimentos no parecen proteger a las bacterias
de la accion de las AE tanto como lo hacen las grasas y las proteinas. Un nivel
alto de agua y/o sal facilita la accion de las AE. Por otra parte, la estructura fisica
de un alimento puede limitar la actividad antifingica y antibacteriana de AE. La
figura 12 muestra un ejemplo de la presencia de Escherichia coli en gelatina.

.
. ) . 27,

Figura 12. Presencia de Eschericicoli. Fuente: (Hammer, 2014)

Un estudio del rendimiento relativo del aceite de orégano contra S. typhimurium
en caldo y en gel de gelatina revel6 que la matriz de gel reduce drasticamente el
efecto inhibidor del aceite. Se especula que esto se debia a la estructura de la
matriz de gel que restringe la difusion. Sin embargo, esta expuesto que las MIC
para un AE particular en el concentrado de dilucién bacteriana especifica, es

generalmente un poco mas bajas en caldo que en agar (Hammer, 2014).

Para Wimpenny (2017) la investigacion sobre las caracteristicas de crecimiento
de Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica en emulsiones de aceite en
agua ha demostrado que, dependiendo del tamafio medio de gota de la
emulsién, las bacterias pueden crecer en peliculas, en colonias o0 como células
plancténicas. Se sabe que el crecimiento colonial restringe la difusion de oxigeno
y las células situadas dentro de una colonia pueden estar protegidas en cierta
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medida por las células externas de los sustratos en la emulsion. Si las gotas de
aceite en una emulsion alimenticia son del tamafio apropiado, podria ser posible
gue las bacterias que crecen dentro de las colonias estén protegidas de la accién
de los AE de esta manera.

5. ANALISIS Y DISCUSION

La tabla 12 muestra el andlisis y discusién de resultados sobre estudios a la

utilizacion del carvacrol en reemplazo para conservantes sintéticos.
Tabla 12.

Andlisis y discusion uso del carvacrol probados in vitro contra patdogenos

transmitidos por alimentos

ANALISIS Y DISCUSION

Aceite Esencial: Orégano
Nombre cientifico: Origanum vulgare
Nombre del componente: Carvacrol
Grupo . . . MIC, rango .
. . Alimento Microorganismo aproximado Resultado Referencias
alimenticio N
ulmi!
Ligera reduccion
en comparacion
Flora natural 0.5-10 con el CF())ntroI .
(hasta 1,5 log Skandamis (2011)
cfugtoml™?
menos).
Res
Carne
Gran reduccion
en comparacion
L. monocytogenes 0,371 -8,00 con el control (> Consentino (2009)
3logcfugto
ml~1 menos).
Cerdo | ESPOrasC. 0,1-0,2 0 Ismaiel (2012)
botulinum
Reduccién media
en comparacion
Pescado Camaron Pseudomonas 1,5-3,00 con el registro Ouattara (2011)
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)
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Pescado
(merorojo,
lubina,
bacalao,
salmoén)

S. typhimurium

5-30,00

Reduccién media
en comparacion
con el registro
(1,4 a2,9log
cfug toml™?
menos)

Kim (2015)

Flora natural

0,5

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfug toml™?
menos)

Harpaz (2013)

Photobacterium

0,5

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfug toml™?
menos)

Mejlholm (2012)

Phosphoreum

0,5

0

Mejlholm (2012)

S. enderitidis

5-20

Gran reduccién
en comparacion
con el control (>
3logcfug~to
ml~1 menos)

Kaoutsoumanis
(2016)

Lacteos

Leche
semidescre
mada

L. monocytogenes

0,3-0,45

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfugtoml™?
menos)

Karatzas (2010)

Vegetales

Lechuga

E. coli O157:H7

09-99

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfugtoml™?
menos)

Singh (2012)

Zanahoria

E. coli O157:H7

0,9-99

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)

Singh (2012)

Berenjena

E. coli O157:H7

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)

Skandamis (2011)

Habas

Salmonella spp.

0,3-0,55

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log

Weissinger (2011)
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cfug toml?
menos)
Reduccién media
en comparacion

Arroz con el control
Arr . B. cer ,15-0,7 | 2002
0z cocinado cereus 0,15-0,75 (14 22,9 log Ultee (2002)
cfug loml?
menos)

Gran reduccion
en comparacion

Kiwi Flora natural 0,15 - 2,00 con el control (> Roller (2012)
Fruta 3log cfug~' o
ml~1 menos)
Melén Flora natural 0,15 - 2,00 0 Roller (2012)

Skandamis (2011) afirma que el carvacrol tiene una ligera reduccion de 1,5 log
de la Flora Natural en la carne de res, mientras que Consentino (2009) asegura
gue por el contrario para la L. monocytogenes el carvacrol es efectivo y tiene una
reduccion antifungica de mayor a 3 log. Con respecto a la carne de cerdo Ismaiel
(2012) afirma que no hay efectos relevantes para Espora C. botulim. En sintesis,
se puede afirmar que el carvacrol es muy efectivo para preservar la carne con
una reduccion promedio de 1,5 log ante microorganismos como L.

monocytogenes y Flora Natural tanto en carne de cerdo como de res.

Ouattara (2011) asegura que la Pseudomonas se reducen en 1,5 a 3 log con el
uso de carvacrol en el camaron. Por su parte, Kim (2015) afirma que en el
pescado se reduce el microorganismo S. typhimurium en 1,5 a 3 log. Harpaz
(2013) determina que la Flora Natural se reduce en el pescado 1,5 log. También,
Mejlholm (2012) asevera que la Phosphoreum no tiene ningun efecto de
reduccion. Finalmente, Kaoutsoumanis (2016) afirma que la S. enderitidis
disminuye en gran cantidad entre los 3 log. En sintesis, funciona en el pescado
como conservante porgue reduce las Pseudomonas en 2,25 log en el camarén
y una reduccion promedio de 1,65 log en el pescado para microorganismos como

S. typhimurium, Flora Natural, Phosphoreum y S. enderitidis.

En los lacteos el carvacrol para Karatzas (2010) reduce en 1,5 log su deterioro
por el microorganismo L. monocytogenes. En sintesis, se puede aportar que en

los lacteos hay una ligera respuesta antifingica y antibacteriana del carvacrol
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extraido del orégano como conservante natural, su deterioro se reduce en una

cantidad aproximada de 1,5 log.

Para Singh (2012) el carvacrol proporciona una reduccion de 1,5 log frente al
microorganismo E. coli O157:H7 en la lechuga; mientras que en la zanahoria la
reducciéon del deterioro es mayor, llega de 1,5 a 3 log, contra esta misma
bacteria. Para Skandamis (2011) la reduccion del E. coli 0157:H7 es moderada
de 1,5 a 3 log en la berenjena. Finalmente, Weissinger (2011) asevera que para
las habas la reduccién de Salmonella spp., esta en nivel medio de 1,5 a 3 log.
En sintesis se puede aseverar que en los vegetales el carvacrol actla
efectivamente con una reduccién promedio de 2,06 log frente a bacterias como
E. coli O157:H7 y Salmonella spp., siendo mas eficiente que en carnes, pescado

y lacteos.

Por otra parte, Ultee (2002) asegura que en el arroz cocinado, el carvacrol tiene
una reduccion moderada de 1,5 a 3 log del microorganismo B. cereus. Esto
confirma que el carvacrol es muy util para conservar el arroz porque reduce la B.

cereus en un promedio de 2,25 log.

En la fruta Roller (2012) asegura que el carvacrol reduce en 3 log la Flora Natural
en el kiwi, mientras que en el meldn no se presenciaron estados de conservacion,
no existe reduccion de este microorganismo. En sintesis, se puede aseverar que
el carvacrol si conserva las frutas de microorganismo como la Flora Natural con

una reduccién promedio de 1,5 log.

El carvacrol es excelente para conservar alimentos como el arroz cocinado, los
vegetales, los mariscos como el camarén y el pescado; los microorganismos que
son mitigados estan principalmente en: Pseudomonas, Flora Natural, Salmonella
spp, Phosphoreum, S. typhimurium, E. coli O157:H7, S. enderitidis y B. cereus;
entre las principales analizadas en el estudio, ya que el campo de desarrollo de

los AE como conservantes naturales es muy extenso.

La tabla 13 muestra el analisis y discusion de resultados sobre estudios a la

utilizacion de timol en reemplazo para conservantes sintéticos.
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Andlisis y discusion uso del timol probado in vitro contra patégenos transmitido

por alimentos

ANALISIS Y DISCUSION

Aceite Esencial:
Nombre cientifico:

Nombre del componente:

Tomillo
Thymus
Timol

Grupo

. . Alimento
alimenticio

Microorganismo

MIC, rango
aproximado
ulmi!

Resultado

Referencias

Res

Carne

Flora natural

0,5-2,00

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfug toml™?
menos).

Skandamis (2011)

L. monocytogenes

0,25-7,00

Gran reduccién
en comparacion
con el control (>
3logcfug~to
ml~1 menos).

Consentino (2009)

Cerdo

L. monocytogenes

0,25-0,8

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfugtoml™?
menos)

Aureli (2012)

Camaron

Pseudomonas
putida

1,25-3,00

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)

Ouattara (2011)

Pescado
Pescado
(merorojo,
lubina,
bacalao,
salmon)

S. typhimurium

2,5-20,00

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)

Harpaz (2013)

Flora natural

05-0,8

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfugtoml™?
menos)

Harpaz (2013)
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Photobacterium

05-0,8

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfug toml™?
menos)

Mejlholm (2012)

Phosphoreum

05-0,8

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfug toml™?
menos)

Mejlholm (2012)

S. enderitidis

Gran reduccion
en comparacion
con el control (>
3log cfug~to
ml~1 menos)

Kaoutsoumanis
(2016)

Lacteos

Leche
semidescre
mada

L. monocytogenes

0,25-0,40

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfug toml™?
menos)

Karatzas (2010)

Vegetales

Lechuga

E. coli O157:H7

0,55-38

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfug toml™?
menos)

Singh (2012)

Zanahoria

E. coli O157:H7

05-8

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)

Singh (2012)

Berenjena

E. coli O157:H7

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)

Skandamis (2011)

Habas

Salmonella spp.

0,250 - 0,45

Reduccién media
en comparacion
con el control
(1,4a2,9log
cfugtoml™?
menos)

Weissinger (2011)

Arroz

Arroz
cocinado

B. cereus

0,1-0,8

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
(hasta 1,5 log
cfugtoml™?
menos)

Ultee (2002)

Fruta

Kiwi

Flora natural

0,1-0,8

Reduccién media
en comparacion

Roller (2012)
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con el control
(1,4a2,9log
cfug toml?
menos)

Ligera reduccion
en comparacion
con el control
Mel6n Flora natural 0,1-0,8 Roller (2012
(hasta 1,5 log ( )
cfug toml™?
menos)

Skandamis (2011) afirma que el timol reduce el microorganismo Flora Natural de
forma ligera hasta 1,5 log en la carne de res. Para Consentino (2009) esta
reduccion es elevada para el L. monocytogenes de la carnes de res, es superior
a 3log. Para Aureli (2012) la carne de cerdo se ve beneficiada con el timol porque
existe una ligera reduccion de hasta 1,5 log del microorganismo L.
monocytogenes. Con estas afirmaciones, el timol se comporta como un
excelente conservante natural porque reduce el deterioro de la carne de res en
2,25 log frente a la Flora Natural y L. monocytogenes; en la carne de cerdo, es

menos efectivo con una unica reduccion de 1,5 log de la L. monocytogenes.

En el camardn Ouattara (2011) afirma que la reduccion de Pseudomas putida es
de 1,5 a 3 log al usar el timol como preservante antifungica. En el pescado
Harpaz (2013) asegura que la reduccién del S. typhimurium esta de 1,5 a 3 log
y la Flora Natural una reduccion ligera de hasta 1,5 log. Por su parte, Mejlholm
(2012) afirma que el Photobacterium del pescado se reduce de forma ligera hasta
1,5 log junto con el Phosphoreum que tiene la misma reduccion. Finalmente,
Kaoutsoumanis (2016) asevera que la S. enderitidis tiene una gran reduccion
mayor a 3 log en el pescado. Esto significa que el timol permite la conservacion
del pescado de forma natural porque reduce en 1,95 log microorganismos como
la Flora Natural, Photobacterium, Phosphoreum y la S. enderitidis; también
conserva el camarén porque existe una reduccion promedio de 2,25 log para la

S. typhimurium.

Los lacteos para Karatzas (2010) existe una reduccion ligera de hasta 1,5 log del

microorganismo L. monocytogenes con el uso del timol en la leche
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semidescremada. Esto significa que el timol es poco efectivo para la
conservacion de los lacteos, a pesar de que si reduce el deterioro por este
patdgeno, no es completamente eficiente.

Para los vegetales Singh (2012) asegura que el E. coli O157:H7 se reduce hasta
1,5 log en la lechuga; de igual forma se reduce en mejor cantidad de ,5 a 3 log
en la zanahoria frente al mismo patégeno. Skandamis (2011) afirma que la E.
coli O157:H7 se reduce de 1,5 a 3 log en la berenjena. Por su parte, Weissinger
(2011) asevera que la Salmonella spp. Tiene una reduccién media de 1,5 a 3 log
en las habas. De esta manera, en los vegetales el timol actla efectivamente con
una reduccion de 2,25 log de microorganismos como Salmonella spp. y E. coli
0O157:H7.

En el arroz cocinado Ultee (2002) asegura que el timol mitiga el microorganismo
B. cereus en una cantidad ligera de hasta 1,5 log. Esto quiere decir que este
componente fendlico de los AE no tiene tanta efectividad para la conservacion

del arroz cocinado.

En las frutas, Roller (2012) asegura que el kiwi se ve beneficiado para su
conservacion con el uso del timol, porque reduce en forma moderada de 1,5 a 3
log su deterioro por Flora Natural. En el meldn, ocurre lo contrario la Flora Natural
tiene muy baja reduccion de hasta 1,5 log para su preservacion. En sintesis, el
timol es muy eficiente para controlar la Flora Natural, su reduccion oscila entre

1,87 log para la descompaosicion fungica por el patbgeno como la Flora Natural.

El timol es un componente fendlico muy activo permite que se encuentra en
mayor concentracion en el Tomillo, sus propiedades antifingicas, superan a las
del carvacrol como se puede apreciar en esta discusion, en las carne de res
protege de la Flora Natural y la L. monocytogenes, en el camardn de la S.
typhimurium; en el pescado mitiga la Flora Natural, la Photobacterium, la
Phosphoreum y S. enderitidis. En los vegetales su conservacion esta enfocada
principalmente en los microorganismos E. coli O157:H7 y Salmonella spp.
Finalmente, las frutas también son bien preservadas por el timol, de patégenos

como la Flora Natural que destruyen los valores nutricionales de los alimentos.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1.- Conclusiones

Se proporciond un conocimiento de la accion antifingica de los compuestos
fendlicos denominado carvacrol y timol para reemplazo de conservantes
sintéticos sorbatos; estableciendo que el timol es mas eficiente en la
conservacion de carne de res frente a la Flora Natural y L. monocytogenes, en
el camarén para L. typhimurium y en los vegetales contra E. coli O157:H7 y
Salmonella spp. Mientras que el carvacrol es mas efectivo en el arroz mitigando
la B. cereus, en el camarén para la Pseudomonas y en los vegetales para

proteger de los microrganismos E. coli 0157:H7 y Salmonella spp.

Se identifico la accion potencial antifingica de los compuestos fendlicos
denominados carvacrol y timol como posible reemplazo de conservantes
sintéticos, estableciendo que tanto el timol como el carvacrol son efectivos en los
grupos de alimentos analizados (carnes, pescado, frutas, vegetales, lacteos,
arroz) para mitigar la acciéon microbiana de Flora Natural, la Salmonella spp., la
B. cereus, la L monocytogenes y E. coli O157:H7 como patdégenos prevalentes
en la mayoria de casos analizados, con una reduccion que va desde 1,87 log

ml~1 hasta 2,25 log ml~! de la accién de deterioro de estas bacterias.

En la recopilacion del estado del arte sobre la accion antifungica de los
compuestos fendlicos carvacrol y timol derivados de los AE de las platas
aromaticas como el orégano y el tomillo, disponen de una propiedad antifungica
resultante de la concentracién inhibitoria minima (MIC), que para el orégano es
1,2 ul ml~* en contra del microorganismo S. typhimurium, de 0,6 a 1,3 ul ml™!
en contra de la E. coli y la Staph. aureus. En el tomillo el MIC establecido es de
0,2 ul mi~* a 0,450 ul ml~1 para mitigar a bacterias como la S. typhimurium y E.
coli, de 0,2 ul ml=* a 2,5 ul ml~* en contra de Staph. aureus, y de 0,156 ul mi~?!

a 0,45 ul ml~? para mitigar el deterioro del alimento por L. monocytogenes.

La viabilidad del uso de compuestos fendlicos como conservantes alimenticios

es factible porque en la literatura revisada se demuestra que tanto el timol como
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el carvacrol son efectivos para la preservacion de los alimentos, porque el timol
es capaz de mitigar la accién fungica del microorganismo B. cereus y L.
monocytogenes con un MIC de 0,452 ul ml~t, contra el E. coli con un MIC de
0,336 ulml™t; el Staph. aureus con un MIC de 0,183 ulml~! y mitigar el S.
typhimurium con un MIC de 0,0565 ul ml~1. Mientras que el carvacrol mitiga la B.
cereus en un MIC de 0,542 ul ml~*; la L. monocytogenes con un MIC de 2,685
ul ml~1; la E. coli con un MIC de 2,611 ul ml~1; la Staph. aureus con un MIC de
0,312 ulml~t y la S. typhimurium con un MIC de 0,224 ul mi~1.

6.2.- Recomendaciones

Es necesario extender el estudio de las propiedades antifungicas de los
compuestos fendlicos carvacrol y timol para reemplazo de conservantes
sintéticos sorbatos; para el timol al ser mas eficiente en la conservacion de carne
de res; probar en carne de cordero, carne de pollo, de conejo o de cuy frente a
microorganismos como la Flora Natural y L. monocytogenes, en mas mariscos y
pescados contra la bacteria L. typhimurium y en mas vegetales contra E. coli
0157:H7 y Salmonella spp. Para el carvacrol, con mas cereales como la quinua
o el maiz contra la B. cereus; en el pulpo, la sardina y el atin contra la
Pseudomonas; todos estos alimentos de mayor consumo en la region Sierra del

Ecuador.

Potenciar la biologia sintética en los alimentos por medio de la ingenieria
agroindustrial empleando la propiedad antifangica de los compuestos fendlicos
carvacrol y timol como preservantes naturales, estableciendo miPyMES (micro,
medianas y pequefias industrias o emprendimientos inmiscuidos en aerosoles
gue mitiguen el deterioro alimentario de microorganismos como Flora Natural, la
Salmonella spp., la B. cereus, la E. coli O157:H7 y L monocytogenes como
patégenos prevalentes, frente a un MIC de reduccién promedio de 2,06 log ml™1

ante la accion de estas bacterias.

Se recomienda a la industria alimentaria del Ecuador emplear los AE extraidos

de plantas aromaticas bondadosas en sus propiedades quimicas como el
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orégano y el tomillo, la incorporacién de mayores estudios en otras plantas como
la canela, el clavo de olor, el cedrdon o el romero, entre otros; para disponer de
una base de datos propia de las capacidades antifingicas de los componentes
de estas plantas, con su respectiva concentracion inhibitoria minima (MIC), que
pueda servir para la creacion de preservantes naturales u otros productos que
sirvan para mitigar microorganismos como la S. typhimurium, la E. coliy la Staph.

aureus, L. monocytogenes, entre otros.

En un evento tan devastador para la economia y la salud de los ecuatorianos,
como ha ocurrido con la pandemia COVID-19, en los que la pobreza se vera
marcada por varios afios para la recuperacion del pais, es necesario que en
coordinacion la Ingenieria en Alimentos, la Ingenieria Agroindustrial y la
Microbiologia, etc., originen productos alimenticios sintéticos, nutricionales, de
larga durabilidad, factibles para la economia, y que sirvan para beneficio de la
salud del ser humano; en este espectro los AE y los compuestos fendlicos como
el carvacrol como el timol remarcan su efectividad fungica contra
microorganismos como B. cereus y L. monocytogenes, E. coli, Staph. aureus, S.

typhimurium, entre otros.
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ANEXO A: Cepas requeridas de cada microorganismo

Microorganismo Cepas requeridas
SLRCC 1361
Bacillus cereus
ATCC 33018
Vibrio vulnificus ATCC 43993
SLRCC 518
Listeria monocytogenes
SLRCC 525
Salmonella spp. SLRCC 1468
ATCC 51811
ATCC 13567
Staphylococcus aureus ATCC 27664
ATCC 13565
ATCC 51740
Clostridium perfingens SLRCC 1157

ATCC: Coleccién de Cultivo Tipo Americano — American Type Culture Collection
SLRCC: Coleccion de cultivos de investigacion de Laboratorios Silliker — Silliker Laboratories

Research Culture Collection

Nota: Cepas requeridas de cada microorganismo, adaptado de ICMSF (2019)



Anexo B: Conservantes sintéticos en alimentos de Ecuador

Alimentos N?tmo’ SO2 CH3COOH C3HCO2 C6H802 C7H602 Parabenos
Nitrato
Grasas () () ) () (++) *) *)
Carnes (++) () () () *) ) )
Vegetales ) +) (++) ) (++) (++) 6
Bebidas () +) () () (++) (++) *)
Vinos () (++) () () (++) () )
Reposteria () () () () (++) *) )

++: Usado frecuentemente

+: Usado ocasionalmente

(+): Utilizado solo en casos excepcionales

- No utilizado

Nota: Conservantes que se utilizan con frecuencia junto con los principales grupos de alimentos
en Ecuador, adaptado de Castro (2017)



Anexo C: Rangos de pH para ciertos alimentos

Productos alimenticios pH
Lactosas:
Yogurt 3,8a4,2
Carnes:
Res 50a6,0
Pescado Atun 5,0a6,0

Vegetales y frutos:

Limas 1,8a2,0
Melones 6,3a6,7
Jugo de naranja 3,3a4,5
Sandia 53a5,7
Frijoles 4,6 a6,5
Remolacha 42a44
Brocoli 6,5

Repollo de col 54a6,1
Cebolla roja 5,3a5,8
Perejil 5,7a6,0
Papas 53ab,6
Zapallo 4,8a5,2
Espinacas 5,5a6,0
Tomate 4,2a4,3
Nabo 52a5,5
Yemas de huevo 6,0a6,3

Nota: Rangos de pH de algunos alimentos comunes, adaptado de ICMSF (2019)
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