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Resumen

Las especias son utilizadas en los alimentos desde hace cientos de afios. En la
actualidad, sus aceites esenciales y oleorresinas se utilizan no solo como saborizantes y
aromatizantes sino también como conservantes de origen natural.

Las diferentes oleorresinas y aceites esenciales actan como antimicrobianos, no solo
inhibiendo el crecimiento de bacterias, sino también, inhibiendo el crecimiento de
levaduras deteriorantes de alimentos y hongos toxicogénicos. Ademas algunas de ellas
poseen la capacidad asociada de ser antioxidantes.

Hay especias que existen en forma salvaje y cuyas propiedades no han sido analizadas.
Tal es el caso del Aguaribay, Schinus molle Linn, cuyas bayas levemente picantes y de
color rosado, conocidas como pimienta rosa, son utilizadas, desde hace algunos afios, en
los alimentos. El Aguaribay es un arbol oriundo de América que crece en forma silvestreen
Entre Rios, Buenos Aires, Catamarca, Santiago del Estero, Cdrdoba, San Luis y Mendoza,
entre otras provincias argentinas.

El objetivo de este trabajo de tesis es la obtencion, caracterizacion y determinacion de la
capacidad antimicrobiana dela oleorresina extraida de las bayas del Aguaribay.

La oleorresina se obtuvo por medio de una extracciéon con etanol con un rendimiento del
21 %. La densidad fue de 1,7262 mg/ml, el pH de 4y la longitud maxima de absorcién en
el UV-Visible de 292,5 nm.

La composicion quimica se realiz6 mediante GC-MS (Cromatografia Gaseosa —
Espectrometria de Masa) dando como resultado que posee un 40 % de hidrocarburos
monoterpénicos y sesquiterpénicos, 34 % de alcoholes sesquiterpénicos y compuestos
relacionados (6xido de cariofileno y acetato de guaiol) y 17 % de otros compuestos tales
como acidos palmitico y oleico libres o como ésteres etilicos, 1-octadecanol, octadecanal y
(2)-9-octadecenal. Los compuestos individuales principales son el acetato de guaiol (11,96
%), o-cadineno (8,64 %) y y-cariofileno (7,12 %). Algunos compuestos presentes en la
oleorresina no pudieron ser completamente identificados, pero muestran espectros de
masas e indices de retencion similares a los de alcoholes sesquiterpénicos.

En la determinacién de la capacidad antimicrobiana se utilizaron bacterias, hongos y
levaduras deteriorantes de alimentos. Los resultados obtenidos demuestran que el extracto
etandlico de las bayas del aguaribay inhibe el desarrollo de bacterias Gram positivas y
negativas a partir de una concentracion de 2 mg/ml. Para los hongos testeados
(P.rugulosum, P. citrinum, P. brevicompactum, P. griseofolvum, P. nalgiovence, A.
alternata y F. graminearum) a los 7 dias de incubacion habia inhibicién en el crecimiento
micelial en todas las concentraciones estudiadas (0,125 mg/ml, 0,187 mg/ml y 0,250
mg/ml). Los resultados encontrados para la inhibicibn de esporulacion fueron positivos
para A. flavus y A. ochraceus y negativos para A. niger y A. clavatus.
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Para levaduras los valores de minima concentracion letal (MCL) fueron de 11 mg/ml para
Saccharomyces piss, Rodotorula spp. yZygosaccharomyces spp. y de 17 mg/ml para
Zygosaccharomyces rouxii. En Saccharomyces cereviceae no se obtuvo inhibicion en el
crecimiento.

Los estudios de estabilidad dieron como resultado que la oleorresina se puede calentar
hasta los 80 °C y almacenarla en refrigeracién (4 °C) sin que se produzca alteracion en su
capacidad antibacteriana.

Una de las posibles aplicaciones de la oleorresina estudiada es en productos carnicos. Se
incorporoé oleorresina en medallones de carne vacuna picada para analizar si esta inhibe el
desarrollo de microorganismos mesdfilos y si disminuye la velocidad de acumulacion de la
metamioglobina, responsable del color pardo de la carne. Los resultados obtenidos
muestran que, con una concentracion de 0.5 % (1 mg de oleorresina por cada 100 g de
carne) se retarda el desarrollo de los microorganismos mesdéfilos dentro de las primeras
24 hs de almacenamiento y la acumulacion de metamioglobina, cuando los medallones
son almacenados durante 3 dias en refrigeracion (4 °C).

A fin de determinar si el agregado de oleorresina a las hamburguesas producia cambios
desagradables en el sabor, se realiz6 un analisis sensorial utilizando la prueba de
medicién del grado de satisfaccién mediante la utilizacién de una escala heddénica de 5
puntos. La concentracion testada de oleorresina fue del 0,5 %(0,5 g/100 g de mezcla). Las
hamburguesas tuvieron buena aceptacion ya que el 80 % delos jueces le otorgd valores
de 4 y 5 que corresponden a Me gusté mucho y Me gusta poco.

De acuerdo a los resultados obtenidos la oleorresina de las bayas del Aguaribay resulta
una interesante propuesta como antimicrobiano de origen natural de amplio espectro.
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1. INTRODUCCION

1.1 Especias

Se considera especia, segun Gerhardt (1975), a “la parte de ciertas plantas (raices,
rizomas, bulbos, cortezas, hojas, tallos, flores, semillas) en estado natural, desecadas y/o
sometidas a elaboracién mecanica que por su sabor o aroma caracteristico, sazonan a los
alimentos para consumo humano”. Las especias generalmente carecen de clorofila e
incluyen rizomas o raices (jengibre), cortezas (canela), yemas florales (clavo), frutos
(eneldo, pimienta) y semillas (nuez moscada, mostaza).

Las hierbas en cambio, segun los esquemas botanicos de clasificacion, comprenden
materiales aromaticos tales como plantas herbaceas, como la albahaca, mejorana,
orégano, romero, tomillo, asi como los arbustos aromaticos (salvia) y hojas de arbol
(laurel) (Fennema, 2000).

En el mundo hay 250 mil especies vegetales. En el mercado mundial, el 50% de las
plantas son utilizadas en alimentacion, 25% en la industria cosmética, 20% en la industria
farmacéutica y un 5% en otros rubros (Cafiigueral et al.,, 2001). En la industria

agroalimentaria forman parte de los condimentos alimenticios.

1.2 Usos de las especias

Se tienen innumerables registros del uso de las especias. En China durante la
dinastia Yin (1500 a.C.) se realizaban grabados sobre huesos acerca de las virtudes de
numerosas plantas. En papiros egipcios (1900 a.C.) se mencionan plantas como el ajenjo,
ajo, coriandro, enebro, genciana, hinojo y tomillo. Los pueblos de sumeria, asiria y
babilonia hacian referencia a las virtudes de aproximadamente 250 especies vegetales
entre las que se destacan la mirra, el pino, la hoja del datil, el aloe, la amapola, la
belladona y el coriandro. En la India, se encontraron registros que correspondian al afo
1000 a.C., en el que se mencionan especias y plantas aromaticas para uso alimenticio
como el jengibre, nuez moscada, pimienta, regaliz, albahaca, comino, azafran y ajo.

También, desde la antigiiedad, las especias fueron utilizadas por sus propiedades
terapéuticas. En la Imagen 1 se puede ver un papiro de 20 m de longitud, hallado en
Luxor en el afio 1873, en el cual se dan 870 prescripciones a base de mirra, flores de

ciprés, aceite de castor, aceite de ricino, trementina y datiles.

Imagen 1: Papiro antiguo
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Como ejemplo, en la Tabla 1 se mencionan usos medicinales de la pimienta negra

(Balasubramanian et a., 2015).

Tabla 1: Usos medicinales de la pimienta.

Usos Beneficios de la pimienta

Estdbmago Aumenta las secreciones del estbmago ayudando a la digestion y
favorece la eliminacién de gases.

Colesterol Su uso habitual favorece la disminucién del colesterol, esto se debe
a la piperina, un alcaloide, que actla sobre los niveles de
colesterol. Posee ademas fitoesteroles vegetales que disminuyen la
absorcién del colesterol dietario.

Sangre Es utilizada para tratar la arterioesclerosis ya que posee
propiedades fluidificantes de la sangre.

Piel Ayuda a curar el Vitiligo, enfermedad que provoca despigmentacion
en algunas areas de la piel.

Catarros y gripe El cataplasma de pimienta se utiliza como expectorante en
bronquitis y pulmonias. Se puede afiadir en los ténicos para
combatir catarros y gripe. Alivia la sinusitis y congestion nasal.
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Antioxidante Previene o repara el dafio causado por los radicales libres, lo que a
su vez previene el cancer, las enfermedades cardiovasculares y los
problemas de higado.

(http://otramedicina.imujer.com/4067/beneficios-de-la-pimienta-negra-para-la-salud).

Asi mismo, las expediciones europeas a América, Africa y Asia llevaron a Europa
especias junto con otros productos alimenticios que transformaron la cocina europea. La
Figura 1 muestra las especias intercambiadas entre América y Asia pasando por Europa
(https://sites.google.com/site/historiaalimentacion/el-intercambio-de-alimentos-entre-
amrica-y-europa)(Toffoli de Matheos, 1982).

Figura 1: Intercambio de especias.

Las especias que S
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Pimienta inglesa Clavo Cardamono  moscada

1.3 Composicién de las especias

Las hierbas y las especias poseen compuestos volatiles (abundantes o escasos)
responsables del aroma y sabor (“flavor”) caracteristico de ellas. En |la Tabla 2 se resumen
los compuestos mas importantes existentes en las principales hierbas y especias utilizadas
en la preparacion de alimentos y en la Figura 2 se muestran algunas de sus estructuras

guimicas, Fennema (2000).
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Tabla 2: Compuestos presentes en algunas hierbas y especias.

Especia Parte de la planta Compuestos del flavor
Pimienta Bayas, hojas Eugenol, p-cariofileno
Anis Frutos (E)-Anetol, metilcavicol
Pimienta(caspsicum) Frutos Capsaicina, dihidrocapsaisina
Alcaravena Frutos d-Carvona, derivados de carvona
Cardamomo Frutos Ace. de a-terpenilo, 1,8-cineol, linalool
Canela,casia Corteza, hojas Aldehido cindmico, eugenol
Clavo Brotes florales Eugenol, acetato de eugenol
Cilantro Frutos d- linalool, 2-alquenales-C1y-C14
Comino Frutos Aldehido cuminico p-1,3-mentadienal
Eneldo Frutos, hojas d-Carvona
Hinojo Semillas, frutos (E)-Anetol, fenchona
Jengibre Rizona Gingerol, shogaol, neral, geranial
Macis Arilo a-Pineno, sabineno, 1-terpenin-4-ol
Mostaza Semillas Isotiocianatos de alilo
Nuez moscada Semillas Sabinina, a-pineno, miristicina
Perejil Hojas, semillas Apiol
Pimienta Frutos Piperina, 6-3-careno, b-carifileno
Azafran Estigma Safranal
Cdrcuma Rizoma Turmerona, zingeribereno, 1-8-cineol
Vainilla Frutos, semillas Vanillina, éter p-OH-bencilmetilico
Albahaca Hojas Metilchavicol, linalool, metileugenol
Laurel Hojas 1,8-Cineol
Mejorana Hojas, flores Hidratos de c-t-sabineno, terminen-4-ol
Orégano Hojas, flores Carvacrol, timol
Salvia clara Hojas Salvia 1-4(14)-en-1-ona, linalool
Salvia dalmata Hojas Tuyona, 1-8-Cineol, alcanfor
Salvia espafiola Hojas c- y t-acetato de sabinilo, 1,8-cineol
Ajedrea Hojas Carvacrol
Estragén Hojas Metilchavitol, anetol
Tomillo Hojas Timol, carvacrol
Menta piperina Hojas [-mentol, mentona, mentofurano
Menta Hojas [-carvona,derivados de carvona
Romero Hojas Verbenona, 1,8-cineol, alcanfor, linalol

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Figura 2: Estructuras quimicas de los compuestos.
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1.4 Oleorresinas y aceites esenciales

En la actualidad, se utilizan los extractos de las hierbas aromaticas y de las especias
en lugar de las plantas secas. Los compuestos volatiles y no volatiles extraidos de las
especias, representan el sabor completo de la especia fresca en una forma concentrada
evitando la variacion de las intensidades y de las caracteristicas del sabor que pueden
ocurrir ya sea por variaciones de la especie vegetal, época de cosecha, origen o
adulteraciones (Ribeiro et al., 2001; Benezet et al., 2003). Los extractos aseguran una
mayor vida de anaquel debido a la baja degradacion por oxidacién o pérdida de sabor y se
elimina el deterioro debido a plagas y microbios.

Los extractos son denominados aceites esenciales u oleorresinas, segin el método
de obtencion.

Los aceites esenciales, en el caso de las especias, se obtienen por destilacion por
arrastre con vapor y contienen los compuestos responsables del aroma. Se obtienen de

flores, brotes, semillas, hojas, ramas, corteza de arboles, hierbas, maderas, frutas y raices.
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Son volétiles y, usualmente, solubles en alcohol o éter, siendo muy pocas veces solubles
en agua (Tainter, et al., 1993).

Las oleorresinas se extraen a partir de la especia molida y contienen ademas de los
aceites volatiles, resinas, gomas y los componentes responsables de las caracteristicas
pesadas del sabor, asi como de la pungencia y el color. Por ejemplo, el aceite esencial de
la pimienta negra solo posee el aroma de la especia recién molida pero no su pungencia
que le confiere la piperina que si se encuentra en la oleorresina. Lo mismo sucede con la
oleorresina extraida del jengibre que tiene un sabor ardiente debido a sustancias no
volatiles que no estan presentes en el aceite esencial (Ribeiro et al., 2001).

Las oleorresinas son estables en las aplicaciones a altas temperaturas y su sabor es
idéntico al de la especia seca natural ya que el solvente es eliminado casi en su totalidad.
El empleo de solventes organicos en la extraccion de productos naturales representa un
proceso que debe ser cuidadosamente desarrollado por los impactos que tiene sobre el
medioambiente y sobre la salud de operarios y consumidores. La inflamabilidad, volatilidad
y eventual toxicidad de algunos de ellos como el hexano, éter de petrdleo, acetato de etilo
y acetona hace que se manejen con ciertas restricciones aunque esto no necesariamente
implica que se prohibe su uso. Por ejemplo, la Comisiéon Europea en la directiva 94/45/CE
(1995) establece que los solventes que pueden emplearse para la extraccion de
oleorresinas de pimentén son metanol, etanol, acetona, hexano, acetato de etilo,
diclorometano y dioxido de carbono. Ademas determina que los residuos de disolventes,
bien sea solos o en conjunto no pueden superar50 mg/kg, en el caso especifico de
diclorometano no mas de 10 mg/kg.

El Cdbdigo Alimentario Argentino (C.A.A) (Cap. XVIII, 2014) establece Ila
concentracion maxima permitida de los solventes usados en la extraccion para su uso en
alimentos. Las cantidades maximas permitidas van desde 0,1 mg/kg para el diclorometano
a 10 mg/kg para acetato de etilo, entre otros. El etanol esta autorizado como diluyente y no
se especifica la dosis siendo que el etanol es considerado un compuesto “seguro”.

La mayor ventaja de los aceites esenciales y las oleorresinas es que son productos
naturales libre de residuos de pesticidas y con las mismas propiedades de la especia
original. A lo largo de la historia de la humanidad estos productos pasaron de tener un
papel hegemdnico en el arsenal terapéutico y alimenticio a un discreto segundo plano,
para volver a tener, en las Ultimas décadas, una presencia cada vez mayor (Cafiigueral et
al.,, 2001). Se comenzaron a estudiar afios atras y continlan siendo analizados a fin de
determinar sus propiedades y posibles aplicaciones. Es comun, en el presente, encontrar
en farmacias y dietéticas productos a base de aceites esenciales y oleorresinas de
especias con propiedades calmantes, adelgazantes, energizantes, etc.. La tendencia al
uso de productos naturales también llegd a la industria de alimentos por lo que, teniendo

como base los estudios de las propiedades medicinales de plantas, los investigadores
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comenzaron a analizar si las especias que se utilizaban en alimentos como saborizantes y
aromatizantes, se podian usar, ademas, como conservantes de origen natural. El analisis
se focaliz6 en determinar su aptitud para actuar sobre dos de los principales deterioros que
sufren los alimentos como son la oxidacion de lipidos y el ataque por agentes microbianos
(Fennema, 2000).

1.5 Deterioro de alimentos

Una de las principales causas del deterioro de alimentos se produce por el ataque de
hongos entre los cuales se encuentran, entre otros, especies del género Aspergillus,
Penicillium y Fusarium (Restaino et al., 1983; Pitt et al., 1997). Otro posible agente
causante del deterioro en alimentos son las levaduras tales como las del género
Rhodotorula, Saccharomyces y Zygosaccharomyces (Isamil et al., 2000; Quintas et al.,
2000; Lépez-Malo et al., 2002; Medawar et al., 2003; Salo et al., 2005). Asi mismo, los
alimentos pueden ser susceptibles a la contaminacion, directa o cruzada, por diversas
bacterias entre los que se pueden mencionar Salmonella enteritidis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli,E. coli O157: H7, Bacillus cereu y Listeria monocytogenes, siendo
estas, ademas, responsables de las ETAs (enfermedades transmitidas por alimentos)
(Kampelmacher 1983; Rubeglioet al., 2007; Martino 2010). Otro deterioro importante, en
alimentos grasos, es la rancidez oxidativa.

Estos deterioros se evitan con el uso de conservantes quimicos que son compuestos
no totalmente inocuos. La Organizacion Mundial de la Salud, en el afio 1962, en el Informe
Técnico 228, evalla la toxicidad de antioxidantes y antimicrobianos sintéticos. Entre ellos,
se encuentra el BHA (Butilhidroxianisol), utilizado como antioxidante de grasas animales,
que tiene efecto cancerigeno a largo plazo y los parabenos. Los parabenos (ésteres del
acido para-hidroxibenxoico con metanol, etano o propanol) se utilizan en fiambres como
antimicrobianos. En algunos casos pueden presentarse problemas de alergia a los mismos
y, ademéds, confieren un cierto sabor fendlico a los productos (Organizacion Mundial de la
Salud, 1962). Otros conservantes, utilizados también en productos carnicos, son los nitritos
y nitratos, que al unirse a la hemoglobina de la sangre impiden el transporte de oxigeno.
Uno de los mas antiguos, el anhidrido sulfuroso, usado en vinos y en alimentos
congelados, eficaz contra bacterias, hongos y levadura, produce la destruccion de la
tiamina (vitamina B;) que es esencial para el crecimiento y desarrollo normal del corazéon y

del sistema nervioso central (Benezet et al, 2003; Ibafiez et al, 2003).

1.6 Antimicrobianos y antioxidantes de origen natural

Es basta la bibliografia que describe el poder antimicrobiano y antioxidante de los

aceites esenciales no asi el de las oleorresinas. Rodriguez Saucedo (2011) hace
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referencia a la capacidad antimicrobina del aceite esencial de el orégano la cual inhibe el
crecimiento de bacterias y hongos como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
subtilis, Listeria monocytogenes, Candida albicans, Rodotorrula y Aspergillus niger.

Rodriguez et al., (1996) estudiaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial y la
oleorresina de la pimienta dioica o pimienta de jamaica encontrando que eran efectivos
contra bacterias, hongos y levadurasTanto el aceite esencial como la oleorresina inhiben el
crecimiento de bacterias tales como Escherichia coli yKlebsiella pneumoniae mientras que
Pseudomona aeruginosa fue resistente al aceite esencial pero no a la oleorresina, el
crecimiento de los hongos y de levaduras se inhibe tanto por el aceite esencial como por
la oleorresina. Daferera et al., (2000) analizaron el poder antifingico de aceites esenciales
extraidos de tomillo, orégano y mejorana hallando que inhiben la germinacion de esporos
de Penicillium digitatum. Delaquis et al., (2002) determinaron que los aceites esenciales
de cilantro, eneldo, coriandro y eucalipto son eficaces contra Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes siendo el aceite esencial
de cilantro el que mostré mayor poder para inhibir el crecimiento de las bacterias
estudiadas. Soliman et al., (2002) encontraron que los aceite extraidos de tomillo, menta y
albahaca eran efectivos sobre hongos toxicogénicos del género Aspergillus. Nguefack et
al., (2004) analizaron aceites esenciales de lemongras y jengibre como inhibidores del
crecimiento de hongos productores de micotoxinas. Lee et al. (2004) plantean Ila
alternativa de usar aceites esenciales por su poder antimicrobiano no solo en medicina
sino también en la industria de los cosméticos y principalmente en la industria alimenticia.
Es particularmente interesante destacar que ciertos aceites esenciales son mas efectivos
que los agentes antimicrobianos sintéticos. Por ejemplo, el aceite de albahaca de clavo
posee la misma eficacia que el sorbato de potasio en la preservacién de productos
alimenticios (Nguefack et al., 2004).

Los principales constituyentes de los aceites esenciales son mono y sesquiterpenos,
carbohidratos, alcoholes, éteres, aldehidos y cetonas. Estos compuestos son los
responsables de la fragancia, el flavor y de las propiedades como antimicrobianos y
antioxidantes Kalemba et al., (2003). La Tabla 3 muestra algunos de los componentes de
los aceites esenciales de especias y hierbas aromaticas que presentan propiedades
antibacterianas y los porcentajes en que se encuentran y en la Tabla 4 se especifican

algunas de las bacterias que son afectadas por estos extractos (Burt, 2004).

Tabla 3: Componentes mayoritarios de los aceites esenciales que presentan propiedad
antibacteriana
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Aceite Esencial Nombre en Latin Componente % Composicion
Nombre Comun Mayoritario
Orégano Origanum Carvacrol Traza- 80%
vulgare Timol Traza- 64%
y- Terpineno 2-52%
p- Cimeno Traza- 52%
Romero Rosmarinus a- Pineno 2-25%
officinalis Bornilo acetato 0-17%
Alcanfor 2- 14%
1,8- cineol 3- 89%
Salvia Salvia Alcanfor 6- 15%
Officinalis L. a- Pineno 4- 5%
B- Pineno 2-10%
1,8- cineol 6- 14%
a- Tujona 20- 42%

Tabla 4: Efecto de diversos aceites esenciales sobre bacterias contaminantes

alimentos.

Aceite Esencial

Especie Bacteriana

Orégano

Romero

Salvia

Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Staphylococcus aureus

Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Staphylococcus aureus
Bacillus cereus

Listeria monocytogenes

Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Staphylococcus aureus

de

Respecto a oleorresinas, Singh et al., (2004) estudiaron la actividad antioxidante y

antifingica de la oleorresina de la pimienta extraida con acetona, encontrando una

eficiencia del 100% contra Fusarium graminarum y Aspergillus ochraceus. Chizzola et al.,

(2008) analizaron las propiedades antioxidantes del extracto obtenido por extraccién con

diclorometano de tomillo. Escudero (2009), analiz6 el poder antioxidante de la oleorresina

extraida de las bayas del aguaribay y demostrdé que en algunos casos era mas efectiva

gue los antioxidantes sintéticos usados en alimentos.
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Las oleorresinas estan constituidas principalmente por monoterpenos oxigenados,
sesquiterpenos hidrocarbonados, hidrocarburos policiclicos tales como el ciclohexeno,

entre otros. En las Tabla 5 se muestra la composicion de algunas oleorresinas y en la

Tabla 6, el efecto sobre diversos microorganismos.

Tabla 5: Componentes mayoritarios de las oleorresinas

Oleorresina Nombre en Latin Componente % Composicion
Nombre Comun Mayoritario
Pimienta negra (1) Pipernigrum Piperina 33,53
Alcaloides 12
Tomillo (2) Thymus pectinatus Timol 49,8
y-Terpeno 16,1
Orégano (3) Origanum vulgare Timol 96

(1) Singh et al., (2004); (2) Vardar-Unlu et al., (2003); (3) Salamanca Garcia et al. (2009).

Tabla 6: Efecto de diversas oleorresinas sobre bacterias contaminantes de alimentos.

Oleorresinas Especie Bacteriana

Romero (1) Salmonella typhimurium
Listeria monocytogenes
Shigella sonnei
Escherichia Coli
Pseudomona aeruginosa
Staphylococcus aureus
Escherichia Coli

Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus

(1) Castario et al., (2020); (2) Kumar et al. (2010); (3) Castafio Sepulveda et al., (2012).

Clavo (2)

Canela (3)

Como se establece en bibliografia, las oleorresinas y aceites esenciales extraidos de
hierbas aromaticas y especias muestran actividad antimicrobiana y antioxidante. Es por
ello que, en los Ultimos afios se comenzaron a usar en la industria alimenticia como
conservantes de origen natural para prevenir el deterioro de los alimentos (Sachetti el al.,
2005). En especial, las oleorresinas podrian llegar a sustituir a los antimicrobianos y
antioxidantes sintéticos.
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2. El Aguaribay (Schinus molle Linn)

2.1. Taxonomia

El Aguaribay es un arbol de gran porte muy comdn en América del Sur (Imagen 2)
perteneciente a la especie Schinus molle. Esta especie fue descripta por primera vez por
Carlos Linneo en 1753 en su libro Species Plantarum (tomo |, paginas 388-389) (Imagen
3).

Imagen 2: El Aguaribay.

Imagen 3: Libro Species Plantarum
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1753,

388 DECANDRIA MONOGYNIA:

Orobanche virginiana, flore pentapetalo cernuo. Pluk.
alm. 273.2.209. f.'2.Cates. car. 1. p. 36..36.bon.
- Habizat s» Marilandia, Virginia, Canada.

JUSSIZAA. :
1. JUSSIEA rcpens, floribus pentapetalis decandris,
pedunculis folio longioribus. Fl. zeyl 169. .
Nir-Carambu. Rbeed. mal. 2. p. 99. ¢ 51. Raj. bift

1510.
Habitat in. India.
peravions,, 2. JIiIiS_S}}EA ereta, floribus pentapetalis, pedancalis *
. oliofis. ;
Oriagra laurifolia, flore amplo pentapetalo. Few. pe
rav. 716, 2. 11,
Habitat in Lima.
Sffrutieofs, 3. JUSSIEA ere@a villofa, floribus tetrapetalis oa0-
dris pedunculatis.
Ludwigia capfalis oblongis uncilialibus. Roy. fugé-

repons.

252, v

Lyfimachia indica non pappofa, flore luteo  minimo, fi-
}lqujz c:u-yéoph)‘llum aromaticam amulantibus. Herm.
ugdb. 396.

Carambu. Rbeed. mal. 2. p. 55. 8. 49.- Raj. bift: 1510-

Habirar in India.

4. JUSSIEEA ere@a glabra, floribus tetrapetalis ofan®
dris feflilibus. FI. zeyl. 170. Horz. #pf. 103
Ludwigia capfulis oblongis. Hors. cliff 491.
Lycimachia vifcofa glabra, parietariz foliis, Virginians-
Pluk. alm. 235. . 203. f. 4. -
Jafminum catalonicum, flore luteo. Seb. thefs 1. P-4%
. %24, f. R v
~Habitat in America & forte in Virginia. @
SCHINUS.
Myricoides. 1- SCHINUS foliis fimplicibus lanccolatis finuatis.
Habizaz in HEthiopia. !F s .
Frutex panicula diffufa, diftindiffimus a Myrica, %
Somillimus facie.

2. SCHINUS foliis pinnaris: foliolis ferratis impari 108"
ggﬂimq, petiolo zquali. %

Schinus foliis ferratis impari longiffimo. Hors. ¢liff- 483

Lentifcus peruviana, Bawxb. piny 399- v Len-

erelta,

Molle.

El nombre cientifico del Aguaribay es Schinus molle Linn variedad Areira. Pertenece
a la familia de las Anacardiaceas. Las Anacardiaceas es una familia constituida por 500
especies herbaceas y arbustivas. El origen de esta familia proviene de regiones de climas
célidos pero también se encuentra en regiones de clima tropical. Otros miembros de esta
familia son el mango (Mangifera indica) que crece en regiones tropicales, el pistacho
(Pistacia vera) en la region del Mediterraneo y el zumaque (Rhus coriaria) en la region del
Etna (www.dipbot.unicit.it/sistematica_es/Anac_fam.html).

El Aguaribay, segun el pais de origen es la denominacioén que recibe (Tabla 7).

Tabla 7: Denominacién del aguaribay en diferentes paises.

Pais Nombre
Argentina molle, aguaribay
Chile pimiento boliviano
Uruguay anacahuita, aguaribay
Pert molle, aguaribay, huaribay, cuyash, falsa pimienta, kullakz
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Estados Unidos Peruvianmastic
Bolivia pirul, falsa pimienta

Costa Rica pimiento de California

2.2. Habitat y distribucion geografica

Es un arbol originario de América del Sur. En nuestro pais se lo encuentra desde La
Pampa hasta Jujuy en forma espontanea. Su habitat normal es en los montes de
guebrada aunque no forma asociaciones puras, encontrandose ejemplares aislados a lo
largo de toda su distribucién natural. Crece en zonas de alta insolacion por lo que es muy
resistente a la sequia. Su mejor desarrollo lo alcanza con precipitaciones entre 250-600
mm. Sin embargo puede crecer en ambientes extremadamente aridos pero con presencia
de acuiferos subterraneos, bien drenados, para lo cual posee raices profundas. Puede
resistir anegamientos estacionales.

Moderadamente resistente al frio, prefiere temperaturas medias minimas cercanas a
los 13°C, entre 8 y 16.5°C. Las temperaturas medias méximas son de alrededor de los
26°C, siendo muy tolerante a las altas temperaturas, pudiendo resistir largos periodos
sobre los 34°C de temperatura.

Se considera una especie vaga con respecto a las preferencias del suelo ya que
crece tanto en suelos arcillosos a arenosos. Habita en suelos neutros a alcalinos siendo
muy resistente a la alcalinidad.

Presenta alelopatia, es decir, inhibe el crecimiento y/o desarrollo de plantas vecinas,
por los alcoholes que elimina a través de hojas y frutos.

Fue el arbol sagrado de los Incas que lo llamaban “Molli” que se convirtié en “Molle”
al ser castellanizado. En Estados Unidos de Norte América fue introducido por las
misiones espafiolas, en México se introdujeron semillas provenientes de Peru. En el siglo
XVI es introducido en las zonas templadas y subtropicales del mediterraneo. (Agroforestry

tree base de datos), (www.herbotecnica.com.ar).

2.3. Descripcion de la especie

Es un arbol de porte mediano a grande, su follaje es persistente y sus ramas son
pendulares y delgadas. Alcanza alturas entre los 10 y 15 metros. Su tronco es grueso y
resinoso, de aproximadamente 80-100 centimetros de diametro, la copa es globosa y la
corteza persistente, escamosa y aspera, de color café claro a ligeramente grisaceo.

Presenta un follaje perenne, denso o abierto, con ramas y ramillas colgantes, de

color verde claro y copa amplia. Las hojas son imporipinadas, compuestas de 5 a 9 pares
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de folios lanceolados, son agudas y aserradas. El tamafio de las hojas oscila entre los 5 y
los 12 centimetros de largo, el color varia desde el verde claro hasta el verde grisaceo.
(Imagen 4). (www.herbotecnica.com.ar), (Milian, 1998).

La flor masculina posee un caliz con 5 sépalos, 5 pétalos y 10 estambres mientras
que la flor femenina posee estambres rudimentarios y ovarios superos. (Imagen 5)
(Barbosa. et al., 2006).

Imagen 4. Hojas

http://eljardindelospresentes.bligoo.com.armediausers8401259imagespublic28070minimas_agu
aribay.jpgv=1274379344242

Imagen 5: Flores

http://www.guayubira.org.uy/monte/Anacahuita.

Algunas de las flores que posee el Aguaribay son hermafroditas, es decir con ambos

sexos, en tanto que otras son masculinas, por este motivo es una especie poligamo dioica.
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(Lombardo, 1979). Las flores hermafroditas y las masculinas se encuentran en distintos
arboles. Las flores masculinas no dan fruto (Carrere, 2009). Por lo que el macho y la
hembra se deben hallar juntos. La floracién se da durante la primavera y el verano, las
flores son amarillentas, dispuestas en amplias panojas axilares y terminales.

Este arbol florece de Octubre a Enero, es decir, en primavera y verano. Su primera
floracién ocurre después de los 10 afios y luego florece anualmente. Las inflorescencias
son muy ramificadas, largas y colgantes, con flores pequefias color blanco verdoso o
amarillento.

El fruto es una baya 6 drupa globosa con caliz persistente de unos 5 o 7 milimetros
de diametro con epicarpio papiraceo de color rojizo y en su interior se encuentra una
semilla ovoide amarillenta de 2,5 a 3.5 milimetros de didmetro. Fructifica a partir de enero,
las bayas se desarrollan desde un color verde hasta rojizo o rosado por el cual las bayas
son conocidas como pimienta rosa (Imagen 6) (www.herbotecnica.com.ar), Milian, 1998).
Los frutos maduran entre los meses de Febrero a Marzo y permanecen en el arbol
practicamente todo el afio presentando un mesocarpio azucarado y exocarpio de un color
rojizo llamativo. Las semillas son negras, rugosas, redondeadas, con un diametro entre 3y

5 mm.

Imagen 6:Frutos.

2.4 Silvicultura
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Este arbol se reproduce facilimente por semillas. Un kilo de semillas presenta
aproximadamente entre 15.000 y 60.000 unidades de las mismas, con alrededor del 80%
de capacidad germinativa. Los frutos se recolectan del arbol cuando han adquirido una
tonalidad rosada. Luego de un periodo de exposicion al sol, los frutos son escarificados
mecanicamente por frotacion con arena, lija o esmeril, con el objeto de eliminar la cubierta
externa. Enseguida se siembran en cajones con arena o turba himeda y se almacenan a
4°C.

Otro procedimiento es el almacenaje en lugares frios y secos y el posterior remojo de
las semillas ya escarificadas en agua durante 48 horas a temperatura ambiente.

Se recomienda sacar las semillas del frio en el mes de agosto para comenzar su
germinacion a una temperatura entre 18 y 22°C. La semilla tarda en germinar entre 20 y 35
dias, pero es posible reducir este periodo a 7 dias con inmersién en solucion de hormonas
0 con siembra directa en sitios de buena calidad. Cuando las plantulas han alcanzado una
altura de 10-15 cm, se trasplantan a envases o macetas individuales, con una mezcla de
arena, suelo y materia organica. El sistema radicular es abundante y profundo, pudiendo
ser repicadas entre las 4 y las 6 semanas.

Una vez en la tierra, presenta rapido crecimiento dependiendo de la calidad de los
suelos. En vivero crece entre 50 cm y 1.20 m de altura en el primer afio de vida y a los 3-4
afios los arbolitos pueden medir entre 2-2.5 m de altura y presentar un diametro de 10 cm.
A los 10 afios pueden alcanzar un tamafio de 5 a6 metros.

Al momento de la plantacién, se debe considerar que requiere de amplios espacios
debido a su vasta cobertura.

(http://fforo.fuentedepermacultura.org/index.php?topic=905.0)

2.5 Utilidad del Aguaribay

Las ventajas del cultivo de S.molle se basan en la gran versatilidad edafica y
climética y a su rgpido crecimiento, lo que permite su aplicacion en diversos aspectos. Se
asocia con cultivos agricolas por utlizarse como linderos, cortinas rompevientos,
proteccion de riberas, conservacion de cuencas, etc.. También, es muy utilizado como
ornamental en el arbolado de calles, parques y también en zonas rurales.

(www.herbotecnica.com.ar, http//www.fcapital.com.ar).

2.6 Usos
Las diferentes partes del &rbol del Aguaribay, pueden ser empleadas para distintos

usos debido al alto contenido de aceites esenciales o aromaticos. La corteza presenta una

importante cantidad de extraibles quimicos tales como taninos, oleorresinas, &cido
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linoléico, erucico y lignocérico. En las hojas se encuentran, taninos, flavonoides,
carbohidratos, acido linoléico, ademas de triterpenos y glicosidos. Las semillas contienen
acido linoléico y una gomo-oleorresina con compuestos responsables del sabor y
pungencia. Los frutos y semillas presentan aceites esenciales entre los cuales se
encuentran mireceno, felandreno, limoneno, cardinal, carvacrol, terpineol (Montes, 1961,
Jennings, 1975, Maffei, 1990, Chirino, 2001, Morongiu et al., 2004).

2.6.1 Usos varios

En Perq, las semillas son fermentadas para producir una bebida similar a la chicha.

En los Valles Calchaquies es usado para teiir tejidos de lana a la que le da un color
amarillento. (Martinez, 2006).

Esta especie es utilizada, ademas, como insecticida y repelente natural. Autores
como Millan, (2008) sostiene que “Sus hojas contienen una resina que posee propiedades
insecticidas, funguicidas y repelentes. Se emplea para el control de hormigas, pulgones y
polillas de la papa”.

Sobre el aceite esencial de las hojas y de los frutos Morales, (2009) comenta que
“...han mostrado ser un efectivo repelente de insectos, particularmente contra la mosca

casera.”

2.6.2. Usos medicinales

Las bayas junto con el jugo de las hojas y la savia del tronco son las tres partes mas
utilizadas del arbol en la industria farmacologica para la cura de diferentes afecciones
(Kramer, 1957).

En medicina tradicional se emplean corteza, follaje y frutos, aunque la especie no se
halla inscripta en la Farmacopea nacional de nuestro pais.

El uso mas popular que se le da al Aguaribay es una infusién realizada con las hojas
para tratar resfriados, tos y bronquitis. Segin Roig (2002) ademas de ser benéfica para el
catarro tiene propiedades como antivenéreo, emenagogo, antiinflamatorio, etc..

Para enfermedades de los rifiones se realiza el cocimiento de 10 gramos de la raiz
por cada litro de agua. La corteza de la raiz seca y pulverizada se emplea para
enfermedades de la piel.

La coccion de las ramas jovenes se utiliza para enfermedades de los dientes como
ser la piorrea y los dientes flojos.

La resina que produce el arbol, seca y pulverizada, es utilizada para la desinfeccién
de heridas. (Carrere, 2009). El aceite esencial suministrado en capsulas es util para la

blenorragia.
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2.6.3. Usos alimenticios

Los frutos del Aguaribay son utilizados como condimentos sustituyendo a la pimienta
tradicional debido a su leve sabor picante. Se los conoce como pimienta rosa y en
muchos paises recibe el nombre de “pimienta de los pobres” ya que se obtiene de los
arboles sin costo alguno. En los uUltimos afios se comenzd a usar en reemplazo de la
pimienta tradicional en la cocina “gourmet” debido a su sabor algo picante menos pungente
que el de la pimienta tradicional. Los frutos se dejan secar al sol hasta que se desprende
su cascara, luego son horneadas a 100 °C durante 10 minutos con lo cual estan listas

para ser molidas (Carrere, 2009) (Imagen 7).

Imagen 7: Izquierda: Fruto del Aguaribay seco. Derecha: Fruto del Aguaribay molido.

http://www.quayubira.org.uy/monte/Anacahuita.

2.7 Aceite esencial y oleorresina de Aguaribay

Hace muchos afios que se conoce que el aceite esencial extraido de hojas, tallos y
bayas del Aguaribay presenta propiedades antimicrobianas (Forrest et. al.,, 1975;
Gundidza, 1993; Dishit et al., 1986). Ademas, los compuestos hallados en el mismo, son
similares a los encontrados en los aceites de otras especias también usados en alimentos
como antimicrobianos de origen natural, Maffei et al. (1990) encontraon que el aceite
esencial de Schinus molle L analizada, extraido de bayas y hojas, contenia a-pineno y B-
pineno como el aceite esencial de romero y salvia y p-cimeno al igual que el aceite
esencial de orégano (Burt, 2004).Schulz et al., (2005) analiz6 el aceite esencial de
pimienta negra encotrando que posee a-pineno, B- pineno y limoneno compuestos
encontrados por Kasimala et al., (2012) en el aceite esencial de bayas de Schinus molle L.

En cuanto a la oleorresina, Montes et al., (1961)determina del extractode las bayas,
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utilizando cono solvente de extraccion éter de petréleo, caracteristicas organolépticas
como ser el aspecto, el olor y el color siendo estos aceite limpido, graso y verde
amarillento respectivamente. No analiza su efectividad como antimicrobiano o antioxidante.
Hosni et al., (2011) estudiaron las propiedades antimicrobianas frente a bacteriasGram-
positivas (Bacillus subtilis y Bacillus cereus) y Gram-negativas (Escherichia coli y
Salmonella typhymurium) del extracto obtenido con cloroformo y metanol siendo
Salmonella typhymurium la mas sensible. Estos solventes, si bien son eliminados casi en
su totalidad, no son tan seguros como el etanol.

La determinacién de los efectos antimicrobianos o antioxidantes de la oleorresina
extraida con etanol, de los frutos de Aguaribay puede proporcionar un conservante de
origen natural especialmente en productos carnicos proporcionando, ademas, un agregado

de sabor.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

El objetivo de este trabajo de tesis es obtener, caracterizar y determinarla capacidad
antimicrobiana de la oleorresina extraida de las bayas del Aguaribay sobre hongos,
bacterias y levaduras encontradas comunmente en alimentosy analizar su uso como

potencial conservante de alimentos.

2.2 Objetivos particulares

Para alcanzar el objetivo principal, se plantean los siguientes objetivos particulares

1.- Determinarel método de extraccion para lograr el maximo rendimiento

en oleorresina.

2.- Caracterizar la oleorresina a fin de estandarizarla y asegurar asi

propiedades reproducibles.
3.- Determinarla composicién quimica de la oleorresina.

4.- Analizarla capacidad antimicrobiana sobre bacterias, hongos y

levaduras contaminantes de alimentos.

5.- Estudiarla estabilidad de la oleorresina frente a temperatura y

condiciones de almacenamiento.
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6.- Estudiar el uso de la oleorresina como conservante en un alimento

modelo, medallones de carne picada vacuna, evaluando su efecto sobre

las propiedades organolépticas del producto (sabor).

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales, preparacidn y caracterizacion
3.1.1. Materiales

Los frutos, bayas, fueron recolectados en forma manual de &rboles que se
encuentran en parques y avenidas de Quilmes (Provincia de Buenos Aires, Argentina).
Otras muestras se recolectaron en Berazategui (Provincia de Buenos Aires, Argentina) y
en San Rafael (Provincia de Mendoza, Argentina).

Estas muestras conformaron tres lotes, denominados 1, 2 y 3:

> Lote 1: Recolectado en la ciudad de Quilmes, provincia de Buenos Aires, Argentina
> Lote 2: Recolectado en la ciudad de Berazategui, provincia de Buenos Aires,
Argentina.

> Lote 3: Recolectado en la provincia de Mendoza, Argentina.

La eleccion de los frutos se realizé bajo diferentes criterios de calidad en cuanto a
color y estado fitosanitario.

El color de las bayas debe ser rosado (Imagen 1) y no presentar infecciones o ataque
de insectos. Carrere (2009) describe a las bayas infectadas por un gorgojo (Imagen 2) por
lo que se tuvo en cuenta que al momento de la recoleccidn no presentaran ningun dafo.

Las recolecciones se realizaron en Diciembre apenas aparecen los frutos maduros.
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Imagen 1: Frutos recolectados

Imagen 2: Gorgojo y frutos infectados

(Autor: Ricardo Carrere, 2009)

3.1.2 Preparacioén de la muestra

Una vez recolectadas las bayas fueron separadas de las ramas en forma manual

(Imagen 3). Se separaron en lotes y se almacenaron a — 4 °C hasta su utilizacion.
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Imagen 3: Izquierda: bayas sucias. Derecha: bayas limpias.

3.1.3 Caracterizacion

La determinacién de humedad y actividad de agua (a,) se realizé a los lotes
recolectados en los diferentes lugares a fin de establecer si habia diferencias en sus

caracteristicas.

3.1.3.1 Determinacién de la actividad de agua de las bayas

Las mediciones de a, se realizaron con un higrometro eléctrico marca Aqualab
(modelo CX-2, Decagon Devices Inc). El equipo se calibr6 con soluciones salinas
saturadas en el rango de actividad de agua 0.328 — 0.903 a 25 °C. Se aplicé una
regresion lineal entre los valores medidos y los de bibliografia (Tabla 1) obteniéndose un
r> de 0.998 en todo el rango analizado. Las mediciones de a,, de las distintas muestras de

semillas se realizaron por duplicado.
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Tabla 1: Valores de actividad de agua de soluciones salinas saturadas

Solucioén salina saturada Actividad de agua Referencia
MgCl, 0.328 (1)
Mg(NO3), 0.529 (1)
NaCl 0.753 (1)

KCI 0.843 (1)
KNO3 0.903 (2)

(1) Greenspan, 1977.
(2) Pollio et al., 1988.

3.1.3.2 Determinacion de humedad de las bayas

Para la determinacién de humedad, las bayas se molieron en un molinillo de
laboratorio marca Moulinex 505 CE. La molienda se realizé en intervalos cortos para evitar
que la temperatura de la muestra aumente.

La humedad se realiz6 por destilacion por arrastre con tolueno ya que debido a los
componentes volatiles no se puede aplicar calentamiento. Se siguié el método 986.21 de
la A.O.A.C. (1997).

El dispositivo para medir la humedad, segun especifican las normas, consiste en un
balén de 250 ml que es conectado a un tubo colector Bidwell-Sterling de 5ml de capacidad

al cual se le adhiere en un extremo un tubo condensador o refrigerante.

Imagen 4: Destilador y tubo conector Bidwell-Sterling.
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45055

'.Thlﬂs
|
:

(Medidas en milimetros)

Fig. 1 Aparato de destilacién|
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La determinacién se realiza sobre 10 g de muestra molida a la que se le agregan en
el balén 80 ml de Tolueno (para andlisis (p.a.), ANEDRA). Se colocan unos trozos de plato
poroso, para controlar la ebullicion y se procede a conectar todo el dispositivo.

Una vez conectado se llena la cavidad graduada del tubo Bidwell-Sterling con el
tolueno y se procede a calentar hasta ebullicion calentando en manta calefactora.

Producida la ebullicion, se toma este instante como tiempo cero y se miden los
mililitros (ml) de agua recolectados, en el tubo colector, cada 1 minuto hasta llegar a
volumen constante invariante durante, por lo menos, 4 determinaciones.

El porcentaje de humedad se calcula con la férmula:

A=(Vxp/m)x100
Dénde: A = Cantidad de agua por cada 100 g de muestra
V = Volumen de agua en el colector ml
m = Masa de la muestra en g
p = densidad del agua a 25 °C0,997 g/ml. La humedad se expresa en %

(g de agua/ 100 g de muestra).

3.2 Obtencioén y caracterizacion de la oleorresina

3.2.1 Obtenciéon de la oleorresina

Para la extraccion, las bayas se muelen siguiendo el mismo procedimiento que se
utiliza para la determinacion de humedad. El material molido se somete a una extraccién
por solvente. El solvente utilizado fue etanol (marca ANEDRA, calidad p.a.). Segun la
bibliografia se puede seguir el método descripto por Quiroga et al. (2001) (Tratamiento I) o

por Borges et al., (1997) (Tratamiento II).

Tratamiento I

Para la técnica descripta por Quiroga et al. (2001), 10 gramos (g) (+ 0.05) de bayas
molidas en un molinillo de laboratorio (Moulinex 505 CE) se colocan en un erlenmeyer de
250 ml. Se le agregan 100 ml de etanol (p.a., ANEDRA). Se lleva a agitacién, durante 48
horas (hs), a velocidad constante de 40 ciclos por minuto, a temperatura de 40 °C en un

agitador marca FOMRA Scientific. EI material insoluble se filtra con papal de filtro
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Whatman N° 4 y el solvente se evapora a presion reducida y a 40 °C hasta sequedad en
un rotavapor (HeidolhLaborata 4000).

Se pesa la cantidad de oleorresina obtenida y se calcula el rendimiento porcentual de

la extraccion segun la siguiente formula:

Rendimiento% = (masa de oleorresina / masa de materia prima) x 100

Tratamiento |l

La preparacion de la muestra es igual a la del tratamiento | pero la extraccion se
realiza en dos etapas.La primera etapa es igual a la del tratamiento | pero se agita la
mitad del tiempo (24 hs). El extracto se filtra y la solucion se reserva almacenandola a 4
°C. La micela resultante se somete a un segundo proceso de extraccion. En este proceso
se le agregan 100 ml de etanol y se lo deja en agitacion otras 24 hs. Pasado ese tiempo
se filtra y el liquido obtenido se mezcla con el anterior y se procede a la evaporacion del
solvente, en las mismas condiciones del tratamiento I. (Borges et al., 1997). El céalculo del

rendimiento se realiza utilizando la formula anterior.

Ambos procedimientos se repitieron 13 veces y se realizé un andlisis de varianza de
un factor o analisis dela varianza de Fisher (Miller et al., 1992) con los rendimientos, para
analizar si habia diferencias significativas entre los tratamientos.

Para el andlisis de la varianza se plantearon las siguientes hipotesis:

Hipdtesis nula (Ho): Los dos tratamientos son iguales, no hay diferencias entre ellos.

Ho: Mi= M para todo i

Hipétesis alternativa (H;): Los dos tratamientos no son iguales, hay diferencias
significativas entre ellos.

Hi: yi# p para todo i

Una vez obtenida dicha oleorresina es almacenada en viales y en refrigeracion a 4 °C

hasta el momento de ser utilizada.

3. 2.2 Caracterizacion

3.2.2.1 Determinacion de la densidad
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La densidad se determin6é por medio de un picndmetro. Para ello, se determinaron
las siguientes masas:

Masa 1 (m;): masa del picnédmetro lleno de agua destilada mas porcion de
oleorresina (en forma de bolita) separada.

Masa 2 (my): masa del picndmetro lleno da agua destilada.

Masa 3 (m3): masa del picnémetro conteniendo la oleorresina (en forma de bolita) y
el agua destilada.

Las masas se midieron con una balanza analitica marca Acculab L-Series, con
0,0001 g de precision. Las mediciones se realizaron por duplicado y la diferencia entre los
mismos fue de + 0.005

Calculo para determinar la densidad:

m, — m,

P = —
mg — m,

3.2.2.2 Determinacion del pH y la absorcion en UV-Visible

La determinacion del pH se realiz6 por medio de varillas reactivas. Universal
Indikator de Merk.

La longitud de onda maxima de absorcién en el UV-Visible se determind utilizando un
espectrofotdbmetro Metrolab 1700. Para su determinacion se diluyo la oleorresina a una

concentracion de 1 mg/ml en etanol.

3.2.2.3 Determinacién de la composicion quimica

La composicion quimica de la oleorresina se determind mediante la técnica GC Masa
(cromatografia gaseosa y espectrometria de masa (GC-MS por sus siglas en inglés)).

La muestra se analiz6 con un cromatografo de gases — espectrémetro de masa de
cuadrupolo QP 5000 — GC 17A equipado con un inyector “split-splitless” y una columna de
silica fundida Ultra 2 (5% fenil-metilpolisiloxano, 25 m x 0,20 mm d.i.; 0,25 pm de espesor
de film). Las condiciones de la cromatografia de gases fueron: calentamiento programado
de 60 °C a 290 °C a 3 °C/min, y luego 5 min a 290 °C; inyector a 250 °C; helio como gas
de transporte a 0,95 ml/min; inyeccion de 1 yl de muestra en modo “split” (10:1); interfaz
mantenida a 280 °C. Condiciones de espectrometria de masa: energia de ionizaciéon 70
eV; temperatura de la fuente de ionizaciéon 250 °C; velocidad de barrido 2 espectros por
segundo; rango de masas: 40 — 700 u. La muestra se diluyé 1:100 en diclorometano
(Caballero etal., 2014).

3.3 Determinacion de la capacidad antimicrobiana

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



La capacidad antimicrobiana de la oleorresina se estudié en bacterias, hongos y
levaduras mas comunmente contaminantes de los alimentos.

El estudio se realiz6 con las técnicas recomendadas en bibliografia para los distintos
tipos de microorganismos.

Los medios de cultivo utilizados en los ensayos, o en su defecto, los componentes
para la preparacion de los mismos, fueron de la marca Britania. En el caso de los medios,
las fichas técnicas donde se detallan fundamento, composicidn y preparacion se

encuentran en el Anexo |.

3.3.1 Bacterias

Las bacterias utilizadas en los diferentes ensayos fueron:
Bacterias Gram-positivas (*):

e Bacillus cereus
e Bacillus subtilis
e Staphylococcus aureus
e Listeria monocytogenes

Bacterias Gram-negativas (*):

e Salmonella enteriditis

e Escherichia coli sp.

e Escherichia coli O 157:H7
e Pseudomona aeruginosa
e Klepsiella pneumoniae

Las bacterias fueron proporcionadas por el Instituto Malbran (Buenos Aires,

Argentina) y se mantuvieron en agar nutritivo y refrigeracion (4°C) hasta ser utilizadas.

(*) Bacterias Gram-positivas: se tifien de azul oscuro o violeta en la tincién de Gram.
Esta caracteristica esté relacionada con la estructura de la envoltura celular. La envoltura
celular esta comprendida por la membrana plasmatica y una pared celular compuesta por
una capa gruesa de péptido glucano que la rodea, la cual esta unida a la membrana por
moléculas de &cido lipoteico. Esa capa le confiere gran resistencia y es la responsable de
retener el tinte durante la tincion de Gram.

Bacterias Gram-negativas: no se tifilen de azul oscuro o violeta pero se tifien de un color

rosa tenue. Esta caracteristica se debe a la estructura de bicapa de membrana celular.
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Entre las dos membranas lipidicas se localiza una fina capa de peptidoglucano. Al ser una
pared fina no se retiene el colorante durante la tincion.

Tincién de Gram: Es una tincion diferencial que se utiliza para visualizar bacterias como
también es una primer aproximacion a la diferenciacion bacteriana. La técnica fue

desarrollada por Christian Gram en 1884.

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE

~ Outer membrane

__— Lipoproteins

— Peptidoglycan —

Periplasmic ——

P - space 7’_ . - D -
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‘ Lipopolysaccharides U{\k Porin ’ Protein

Download from oy 45337024
Dreamstime.com

3.3.1.1 “Screening” de la actividad antibacteriana

El método de difusion en agar propuesto por Kalemba et al., (2003) es una técnica
cualitativa que permite estimar rapidamente el grado de inhibicién del crecimiento de
microorganismos. Este método fue utilizado para determinar si la oleorresina poseia
propiedades antibacterianas.

Placas de Petri con Agar Nutritivo se inoculan uniformemente con 1 ml de un cultivo
“overnigth” (*) de las bacterias B. cereus, B. subtilis, E. coli, S. aureus y S. enteriditis. Los
medios de cultivo fueron preparados con drogas marca Britania.

Sobre las placas inoculadas se colocan discos de papel de filtro, Whatman N°4,
estériles e impregnados con diferentes concentraciones de oleorresina. Las
concentraciones estudiadas fueron 2 mg/ml, 3 mg/ml y 4 mg/ml. Los discos control fueron
impregnados con etanol. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Las placas fueron
incubadas a 35 °C + 2 °C durante 48 hs en una incubadora CFC — 100 (marca Medicion y
Control) La zona neta de inhibicion del crecimiento fue determinada en milimetros (mm)

(Sivropoulou et al., 1996).

(*) Cultivo “overnight”: Es un cultivo fresco que ha crecido de la noche a la mafiana en
un medio liquido, consiste en pasar una asada de un cultivo previo (liquido o sélido) a un
medio estéril y luego llevarlo a incubacion (6 a 8 hs.).Habitualmentelo que se hace es
prepararlo de un dia para otro, por tal motivo es que se lo conoce con ese nombre

“overnight”.
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3.3.1.2 Determinacién de la minima concentracién letal (MCL)

Se define a la MCL como la minima concentracion de oleorresina que posee efecto
bactericida y para su determinacién se us6 el método de dilucion en medio liquido
recomendado por Burt (2004). Las especies de bacterias utilizadas son B. cereus, E. coli,
E. coliO157:H7, K. pneumoniae, L. monocytogenes, P. aeruginosa, S. enteriditis y S.
aureus.

Para cada especie bacteriana se preparé una serie de tubos conteniendo Caldo
nutritivo y diferentes concentraciones de oleorresina. El volumen final de cada tubo fue de
5 ml y las concentraciones ensayadas fueron de 1 mg/ml a 15 mg/ml (variaciéon 1 en 1), 20
mg/ml y 25 mg/ml. El tubo control contenia 0,1 ml de etanol. El caldo y/o agar nutritivo es
adecuado para el crecimiento de la mayoria de las bacterias utilizadas (Tortora et al.,
2007).

Los tubos se inocularon con 0,1 ml de cultivo “overnight” de las diferentes especies
bacterianas. Las concentraciones de los inéculos eran en promedio de 1 10® UFC/ml
(UFC, unidades formadoras de colonias). Se incubaron a 35 °C por 48 hs. Todos los
ensayos se realizaron por duplicado.

Pasadas las 48 hs se tomé 0,1 ml de cada tubo y se lo inocul6, por el método de
siembra por extension (Imagen 5), en placas de Petri conteniendo Agar nutritivo para

determinar la MCL.

Imagen 5: Siembra por extension

- » 3
- . N
! 7 i"”/ :! -
@ 2y ¢ =
pien A
y. - P ||
45 — | >
" Picetear s0be @ i
Pipetear sobre S — = O
ol agar 2 LLevar el asa a B M
=z la llama del ol
— $
niroducir & asa de mechero NS
Digraisky en alcohol Esparcir la muestra

scbre of agar

En el caso de L. monocytogenes se utilizé Caldo (agar) para Listeria. Esto se debe a
gue es una bacteria muy susceptible a los cambios. La Listeria es considerada un
microorganismo fastidioso, por tal motivo el medio de cultivo debe contenerlos nutrientes

necesarios para el adecuado desarrollo de esta (Schneebeli, 2013).
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3.3.2 Hogos

Los hongos utilizados fueron:

e Alternaria alternata

e Aspergillus flavus

e Aspergillus ochraceus

e Aspergillus paraciticus
e Aspergillus niger

e Eurotium sp.

e Epicoccum sp.

e Fusarium graminearum
e Paecylomyces sp.

e Penicillium nalgiovence
e Penicillium citrinum

e Penicillium rugulosum

e Penicillium brevicompactum
e Penicillium griseofolvum

e Trichoderma sp.

Para Fusarium graminearum y Alternaria alternata la reactivacion de las cepas
almacenadas se realizé en caldo Extracto de malta, esto se debe realizar ya que los
cultivos puros de los hongos utilizados se encuentran depositados en un cepario, siendo
su estado de conservacion congelados a -20C. Las demas especies fueron reactivadas en
Agar Extracto de malta(MEA).

Los medios de cultivo fueron preparados con drogas marca Britania. La incubacion
para F.graminearum y A. alternata se realiz6 con agitacion durante 7 dias a 25 °C. Para
los restantes la incubacion fue durante 7 dias a 25 °C. Se utilizé una estufa de cultivo CFC
— 100, con una precisién de + 2°C.

Los hongos fueron donados por el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de

la Universidad Nacional de Quilmes.
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3.3.2.1 Ensayo de inhibicién del crecimiento micelial

La técnica utilizada para este estudio es la que se conoce con el nombre de
“poisined-food”, técnica del alimento envenenado.Esta técnica consiste en incorporar al
medio de cultivo distintas concentraciones de la sustancia a ensayar (CITA).

Para las especies de hongos P. rugulosum, P. citrinum, P. brevicompactum, P.
griseofolvumy P. nalgiovence fueron inoculadas segun lo descripto por Dikshit et al. (1980,
1982, 1983, 1986) inoculando una suspension de esporas.

Primeramente, se prepararon soluciones con una concentracion de 2.5
10°esporas/ml (segln recuento en camara de Neubauer*) en agua destilada estéril y
posteriormente se sembraron en el centro de cada placa de Petri descartable (diametro 8,5
cm) 1 ml de la suspension de esporas. Las placas contenian Agar extracto de malta. El
extracto etandlico concentrado de la oleorresina, se suspendié con etanol hasta lograr una
concentracion de 500 mg de oleorresina por ml de etanol. Se tomaron de la dilucion
preparada los volimenes necesarios para lograr las diferentes concentraciones. Las
concentraciones usadas fueron 0.125 mg/ml, 0.187 mg/ml y 0.250 mg/ml siendo el

volumen final de cada placa de 16 ml (medio de cultivo mas oleorresina).

(*) Recuento en camara de Neubauer

1. A partir de los micelios que desarrollaron los hongos reactivados en medio sélido,
se prepara una soluciéon de esporos en un tubo de ensayo conteniendo agua
destilada estéril. Para obtener las esporas se raspa el borde de la colonia con un
ansa esterilizada.

2. Se carga la camara de Neubauer con la solucién preparada y se realiza el
recuento, en microscopio (40 X), de la cantidad de esporas presentes en los

campos predeterminados (Figura 1).

Figura 1: Campos contados
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X X

X Sectores donde se debe contar las esporas

3. Célculo de la concentracion de esporas (esporas/ml)

zX .
r ® 25 ® 10° = esporas/ml

En el caso de F. graminearum y A. alternata se utilizé la inoculacion propuesta por
Li et al., (2005), la cual consiste en sembrar un disco de micelio de 3mm de diametro en el
centro de las placas. Las concentraciones utilizadas fueron las mismas del ensayo anterior
(Adam et al., 1998).

La cepas pertenecientes al géneroEurotum  sp., Epicoccum  sp.,
Trichodermasp.yPaecylomycessp.fueron inoculadas por puncién con ansa aguja (Pitt et al
1997) en placas conteniendo MEA y las cantidades suficientes de oleorresina para que las
concentraciones finales en cada placa sean de 5 mg/ml, 10 mg/ml y 15 mg/ml con un
volumen final de 20 ml cada placa (Sing et al., 1980).

En todos los casos, las placas se incubaron a 25 °C en una incubadora CFC - 100.
Los resultados fueron medidos a los 7 dias después de la siembra. Los ensayos se
realizaron por duplicado.

Transcurrido el tiempo de incubacién se midid el crecimiento micelial y se calcul6 el

porcentaje de inhibicion del crecimiento con la siguiente formula (Quiroga et al, 2001).

L, Crecimiento micelial control — Crecimiento micelial extracto
% Inhibicion = »% 100

Crecimiento micelial control

3.3.2.2 Efecto sobre la germinacion de esporas de genero Aspergillus (CM

fungistatica y fungicida)

Este estudio se realizd sobre hongos del genero Aspergillus debido a que ellas son
importantes productoras de micotoxinas, tales como aflatoxina (A. flavus y A.paraciticus) y
ocratoxina (A. ochraceus y A. niger).

Se inocularon, por medio de siembra por suspension o vertido en placa (Imagen 6),
placas de Petri con 0.1 ml de una solucién de esporas de concentracién 1 10° esporas/ml

(segun recuento en camara de Neubauer) preparada con agua destilada estéril. Las placas
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contenian agar extracto de malta y diferentes cantidades de oleorresina para obtener
concentraciones finales desde 1mg/ml hasta 25 mg/ml (variaciéon de 1 en 1). Los medios
de cultivo fueron preparados con drogas marca Britania. El volumen final de cada placa
fue de 20 ml. Como control se utilizaron placas con etanol. Las placas se incubaron a 25

°C durante 7 dias. Todos los ensayos se realizaron por duplicado (Hitokoto et al., 1980).

Imagen 6: Método de siembra por suspension

Siemlirn por vertido Caskrwen O Catwen

Pasado el tiempo de incubacion a las placas que mostraban ausencia de crecimiento
se les practico la técnica descripta por Garber y Houston (1959). Esta técnica se utiliza
para determinar si la concentracion de oleorresina tiene sobre los hongos efecto
fungistatico o efecto fungicida y poder asi determinar la MCI (minima concentracion
inhibitoria del crecimiento, efecto fungistatico) y la MCL (minima concentracion letal, efecto
fungicida).

Se tomaron 5 discos de 3 mm cada uno cortados, en forma aleatoria, de la placa que
presenté ausencia de crecimiento. Los discos se colocan sobre una placa que contiene
solamente agar extracto de malta y se incuban a 25 °C durantel4 dias. Pasado este
tiempo se verifica si hay 0 no crecimiento. Este procedimiento se aplico a todas las placas

gue mostraron ausencia de crecimiento.

3.3.3 Levaduras

Las levaduras utilizadas fueron:

¢ Rhodotorula sp.
e Saccharomyces cerevisiae.
e Saccharomyces piss.

e Zygosaccharomyces rouxii
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e Zygosaccharomyces sp.

Las levaduras fueron donadas por el Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos
de la Universidad Nacional de Quilmes.

Fueron reactivadas en medio MEBG liquido, el cual contiene extracto de malta (20
g), peptona (1 g) y glucosa (20 g) en 1 | de agua destilada (Betts et al., 2000). Se
incubaron con agitacion durante 24 hs a 35 °C antes de su utilizacidén en los distintos
ensayos.

Debido a que las levaduras son susceptibles de inhibicion por etanol se realizaron

ensayos de tolerancia (Medawar et al., 2003).

3.3.3.1 Efecto del etanol en levaduras

La tolerancia al etanol por las levaduras se realizé mediante la técnica de dilucion en
medio liquido (Quintas et al., 2000).

Aun Erlenmeyer conteniendo 20 ml de medio de cultivo MEBG y 1 ml del medio con
las levaduras activadas, se le afiadid la cantidad de etanol suficiente para obtener las
siguientes concentracionesl, 1.15, 1.25, 1.35 y 1.5 %v/v (porcentaje volumen en volumen).
Como control se utilizé por cada levadura un erlenmeyer que solo contenia medio de
cultivo. Esto se repitié con todas las levaduras estudiadas.

Los erlenmeyers se incubaron a 35 °C durante 48 hs. Pasado ese tiempo se tomd
0.1 ml de cada erlenmeyer y se los plaqued, en placas separadas, conteniendo medio

MEBG para ver supervivencia.

3.3.3.2 Ensayo del poder inhibitorio en levaduras

Para este ensayo se utilizd la técnica de dilucion en medio liquido propuesto por
Kalemba et al., (2003). Se tomaron tubos conteniendo MEBG como medio de cultivo y a
cada tubo se le agreg6 la cantidad suficiente de oleorresina para obtener un rango de
concentraciones de 1 a 25 mg/ml (con variacién de 1 en 1). El volumen final de cadatubo
fue de 5 ml. Como control se utilizé medio de cultivo y etanol con una concentracion final
en el tubo de25 mg/ml. Los tubos se incubaron a 35 °C durante 48 horas. Los ensayos se
realizaron por duplicado. Para la determinacién de la MCL, seguido a la incubacion, se
tomaron 0.1 ml de los tubos y se sembraron en placas con medio MEA. Las placas se
incubaron a 35 °C durante 48 hs. El valor que se toma como MCL es el de la placa que no

presenta crecimiento.
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3.4. Andlisis de |la estabilidad de la oleorresina en el efecto antibacteriano

Para analizar el efecto de la temperatura, la oleorresina se calent6é a 40 °C, 60 °C y
80 °C durante 15 minutos y para estudiar el efecto del envejecimiento, se almaceno bajo
refrigeracién (4 °C) y a temperatura ambiente (25 °C) (Mau et al. 2001).

Posteriormente se analizd el efecto bactericida de las muestras calentadas y
almacenadas. En este (ltimo caso el estudio se realiz6 después de 30 dias de
almacenamiento.

Dos especies estudiadas anteriormente, S. enteritidis y S. aureus, fueron
seleccionadas para estos ensayos. La concentracion de oleorresina que se utilizé fue la
que produce el 100% de inhibicién (15 mg/ml). El método utilizado fue el de dilucion en
medio liquido en las mismas condiciones que se utilizd para la determinacién de la MCI.
Todos los ensayos se realizaron por duplicado.En el Anexo | se describen los fundamentos

de la eleccién de los medios de cultivos utilizados

Asi mismo, se analizé la influencia de la cantidad de bacterias inoculadas. Para ello,
a los tubos conteniendo 5 ml de caldo nutritivo y la cantidad necesaria de oleorresina, para
obtener un concentracion final de 15 mg/ml, se inocularon con 0,1 ml, 0,2 ml, 0,3 mly 0,4
ml de cultivo “overnight” (concentracién 1 10° UCF/ml), de las especies a ser testeadas
(Dabbah et al.,, 1970).

3.5 Aplicaciones

Para estudiar el potencial uso de la oleorresina de las bayas de Aguaribay como
antimicrobiano se utilizaron medallones de carne vacuna picada denominados
cominmente hamburguesas. El objetivo era determinar si producia inhibicion del
crecimiento de la flora nativa de la carne y la formacion de metamioglobina responsable

del color marrén que adquiere la carne almacenada.

3.5.1 Formulacién de los medallones

Los medallones se prepararon con carne picada comudn proveniente de la géndola
del Supermercado Jumbo, Av. Calchaqui 3959, Quilmes, Provincia de Buenos Aires,
Argentina. La carne fue envasada para la venta el mismo dia que se utilizd en la
preparacion de las hamburguesas.

Para la preparacion de la mezcla o pasta madre, se utilizaron los ingredientes en las

proporciones recomendadas por Pifiero et al., (2005) (Tabla 2).
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Tabla 2: Ingredientes utilizados en la formulacién de hamburguesas

Ingredientes Gramos por cada 100 g de mezcla
Carne picada 76,88
Sal 1,30
Almidén de maiz 13,13
Agua 8,69

3.5.2 Elaboracién de los medallones

Se utilizaron 1,2 kg de carne que se dividié en 4 Lotes de 300 g cada uno. A cada
Lote se le agregaron los ingredientes (sal, almidén y agua) en forma de sal muera, es decir
se mezclo la sal, el almidén y el agua antes de ser incorporados a la carne. Junto con los
ingredientes a 2 de los 4 Lotes se le agregé ademas, 0,5 % y 1 % de oleorresina. Al 4°
Lote se le agreg6 etanol (3,5 %) a fin de ser utilizado como control, se eligio este valor de
concentracion de etanol dado que era la cantidad maxima que se podia agregar por cada
100 g de mezcla y esta no se viera afectada en el olor y el color. Al no contar con
bibliografia respaldatoria se la determiné empiricamente. Luego se procedio al mezclado a
fin de obtener la pasta madre para la elaboraciéon de hamburguesas. Este procedimiento

fue propuesto por Garcia et al., (2009) (Figura 2).

Figura 2: Proceso de elaboracion de las hamburguesas

Carne picada mas
ingredientes

Mezclado manual (8 min)

Pesado y moldeado

Envasado

Refrigeracion (4°C)
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Los Lotes quedaron conformados de la siguiente manera:

Lote 1: carne, sal, almidén y agua.

Lote 2: carne, sal, almidon, agua y etanol (3,5 g/100g de mezcla).

Lote 3: carne, sal, almiddn, agua y oleorresina 0,5 % (0,5g/ 100g de mezcla).

Lote 4: carne, sal, almidén, agua y oleorresina 1 % (1 g/ 100g de mezcla).

Cada Lote se dividi6 en medallones de 5 cm de didmetro y 1 cm de espesor de 30 g
de peso (Lai et al., 1995). Se colocaron en cajas de Petri estériles y se almacenaron
refrigerados a 4 °C. Estos medallones se utilizaron para el estudio de la capacidad

antimicrobiana y la aparicion de color marrén debida a la metamioglobina.

3.5.3 Determinacién del efecto de la oleorresina sobre la flora nativa de medallones

de carne vacuna picada

A cada uno de los lotes se le determiné el recuento de microorganismos aerobios
mesofilos totales. El recuento se realizé a tiempo 0, es decir después de la elaboracion y a
las 24 horas de almacenamiento. Se utilizé la técnica recuento en placa por siembra en
todo el medio, propuesta por la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica (ANMAT) en Analisis microbioldgico de los alimentos, Metodologia
oficial, volumen 1 (2014). Esta técnica permite determinar el nimero de microorganismos
por gramo de muestra. Se utilizan diluciones seriadas que se preparan de la siguiente
manera:

e Se pesan 25 g de muestra en forma aséptica.

e La muestra se mezcla con 225 ml de diluyente (Agua peptonada), dilucién 1/10 o

10™h.

e La muestra se tritura y homogeniza. Este procedimiento se realizé6 con una
licuadora, Philips Cucina, previamente esterilizada con etanol en una proporcion

70/30. Esta primera dilucién es la denominada diluciéon madre.

e A partir de la diluciébn madre se realizan las diluciones seriadas decimales hasta

obtener una dilucion de 107,

El primer tubo corresponde a la suspensién madre, dilucién 10™. Los siguientes tubos
contienen 9 ml de agua peptonada a los que se le transfiere 1 ml de suspensién madre. Se

homogeniza y se pasa al tubo siguiente con el mismo procedimiento (Figura 3).
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Figura 3: Diluciones seriadas
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A cada tubo se realiza el recuento en placa, por duplicado siguiendo los siguientes
pasos:

e Siembra de 1 ml de suspension de cada tubo en placas de Petri.

e Agregado de 15ml de medio agar para recuento (20 g) en 1 | de agua destilada,

estéril y atemperado sobre la placa conteniendo 1ml de suspension.
e Mezcla con movimientos circularespara homogeneizar y se dejan solidificar.
¢ Incubacién de las placas invertidas a 30 °C durante 48 hs.

Se cuentan las placas que presentan entre 30 y 300 colonias. La cantidad de
colonias contadas se multiplica por el inverso del factor de dilucion y el resultado se

expresa como Unidades Formadoras de Colonias por gramo de muestra (UFC/qg).

3.5.4 Porcentaje de acumulacion de metamioglobina

Para medir el porcentaje de acumulacién de metamioglobina (%oMetMb), se tomaron
fracciones de 5 g de las hamburguesas de cada uno de los lotes anteriores. Se utilizaron
concentraciones de 0.5% y 1% de oleorresina. Las muestras fueron analizadas alos 0, 1 y
3 dias de almacenamiento en refrigeracion a 4 °C. Se eligio el tiempo maximo de 3 dias
como el tiempo promedio de almacenamiento en el refrigerador de un hogar tipo.

Para el célculo de %MetMb a cada muestra se la homogenizé con 25 ml de buffer

fosfato con una concentracion 40 mM (milimolar) y pH 6,5. El homogenizado se llevo a

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



refrigeracion a 4 °C durante 1 hora. Posteriormente se centrifugé a 4500 rpm durante 30
min a 4 °C. Luego se filtr6 el sobrenadante utilizando papel de filtro Whatman N°1. A cada
filtrado se le mide la absorbancia a 572, 565, 545 y 525 nm usando un espectrofotometro

UV-Vis (Metrolab 330). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

El calculo del % MetMb se realizé utilizando la formula propuesta por Ulu (2004).

A A
+0,777 x —==2 108 ==

525 525 325

AE?Z

boMetMb = (—2,51 X + l,D‘S‘S)

Siendo As7,, Ases Y Asps las absorbancias a cada una de las longitudes de onda

consideradas.

3.5.5 Analisis sensorial

A fin de determinar si el agregado de oleorresina a las hamburguesas producia
cambios desagradables en el sabor, se realizé un andlisis sensorial mediante la prueba de
medicion del grado de satisfaccion. Se utilizé una escala heddnica de 5 puntos (Tabla 3) y

un panel de 100 jueces no entrenados (Anzaldua-Moral, 1994).

Tabla 3: Escala hedonica de 5 puntos

Descripcion Valor

Me gusta mucho 5
Me gusta poco
Ni me gusta ni me disgusta

Me disgusta poco

R N W b

Me disgusta mucho

Dominguez M. (2007) plantea una serie de reglas para tener en cuenta a la hora de

realizar el andlisis sensorial;

1. Ambiente de prueba limpio, libre de malos olores, ruidos y bien iluminado.

2. Ausencia de potenciales distracciones para los panelistas.

3. Brindar agua o galletitas sin sal, para limpiar el paladar.
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4. La paciencia es importante, dar tiempo para evaluar cada muestra.

5. Motivar a los panelistas.

6. Los panelistas deben entender el procedimiento y los cuestionarios para la

degustacion. No asumir nada.

7. Establecer condiciones estandares para tamafio de la muestra, volumen,

temperatura y otros que puedan afectar las respuestas.

Para este andlisis se prepararon los medallones tal como se describe el punto 3.5.2
pero utilizando 0,5 g de oleorresina cada 100g de carne. Las hamburguesas se cocinaron
sobre una plancha de teflén en una cocina convencional durante el tiempo necesario para
asegurar 71 °C en el centro. Segun Pifiero et al.,, (2005) este punto de coccion
corresponde al término “Bien cocido”. La temperatura se midié con un termémetro comudn
de laboratorio.

En la Imagen 5 se muestra como se armo el panel de degustacion y en la Figura 3 se

describe el cuestionario para la prueba del grado de satisfaccion.

Imagen 5: Panel de degustacion

i

(W
\}u J/

La degustacion se realizé en una sala alejada dela zona de coccién, con luz clara y
temperatura entre 20 y 22 °C. La degustacién se realiz6 en las horas de la tarde, 14 a 17
hs., con el fin de no alterar las apreciaciones por efecto del hambre o la saciedad (Zapata
etal., 2013).
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Los medallones fueron colocados en el centro de cada plato. La evaluacion se
realizd en tandas de dos jueces por ronda de degustacion. Se le pidié a cada juez que
tomaran agua antes de probar las hamburguesas y marcaran una de las opciones, Ssi

creian necesario podian realizar algiin comentario (Dupetruis et al., 2004).

Figura 3: Cuestionario para la evaluacién del grado de satisfaccién.

Fecha: NUumero de la prueba:

Nombre del producto: Medallones de carne vacuna

Por favor tome un poco de agua antes de comenzar

Pruebe el producto que se presenta a continuacion y marque la opcion elegida

Me Gusta Me Gusta Nime gusta Me disgusta Me disgusta
Mucho Poco Ni me disgusta  Poco Mucho
Comentarios:

MUCHAS GRACIAS

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Caracterizacion de las bayas

4.1.1 Actividad de agua

Los valores de a,, (promedio de las dos determinaciones realizadas) de los tres lotes

estudiados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1: Actividad de agua.

Muestra ay ay a, promedio
Lote 1 0,499 0,496 0,498
Lote 2 0,412 0,415 0,414
Lote 3 0,509 0,508 0,508

Alcala et al., (1995) sostiene que para las especias hay un rango de a, que
determina su estabilidad, que va de 0,2 a 0,6. Dentro de este rango, segun el autor, no hay
posibilidades de crecimiento microbiano como asi también las reacciones quimicas y
enzimaticas ocurren a muy baja velocidad. Como podemos observar en nuestros
resultados estamos dentro el rango de estabilidad. El lote 3, que corresponde a la muestra
recolectada en la Provincia de Mendoza, muestra una a, ligeramente superior. Esta

muestra correspondia al inicio de aparicion de los frutos.

4.1.2 Humedad

Para la puesta a punto del método, se hicieron cuatro determinaciones de humedad
en muestras de bayas del Lote 1. El volumen de agua recolectado va variando hasta que
llega a un valor constante. En los siguientes graficos (1 a 4) podemos ver como aumenta el
volumen a medida que transcurre el tiempo. Entre los 8 y 9 minutos (min), contados a
partir del inicio de la ebullicién, el volumen recolectado permanece constante. Segun le
método 986.21 de la A.O.A.C. (1997), a partir de este tiempo se deben tomar 4
determinaciones. Una vez determinado el tiempo, en las sucesivas determinaciones de
humedad el volumen que se considera es el de dicho tiempo. En nuestro caso el tiempo

fue de 12 minutos.
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Grafico 1: Volumenes recolectados (Muestra 1)
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Grafico 2: Volumenes recolectados (Muestra 2)
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Grafico 3: Volumenes recolectados (Muestra 3)
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Muestra 3
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Grafico 4: Volumenes recolectado (Muestra 4)
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En la Tabla 2 se muestran los 4 valores de % de humedad obtenidos.

Tabla 2: Porcentaje de humedad (Lote 1).

Muestra % Humedad
1 22.54
2 22.85
3 22.45
4 23.13

Desvio promedio de 0,40 % y valor promedio de 22.74%

Tabla 3: Porcentaje de humedad (Lote 2 y Lote 3).

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Lote Muestra Masa () Volumen de agua % Humedad
recolectado (ml)

2 1 10,3063 2,3 22,31
2 2 10,0109 2,3 22,97
3 1 9,8729 2,4 24,30
3 2 10,0714 2,2 22,83

Para las bayas pertenecientes a los otros dos Lotes (2 y 3) la humedad fue de:

> Lote 2: 22.64%
> Lote 3: 24.30%.

Tal como sucedia con la ay, la muestra del lote 3 presenta valores mas altos ya que
corresponde a frutos recogidos al inicio de la maduracion. Como ya se mencioné, la
fructificacion va de Octubre a Enero. Las muestras correspondientes a los Lotes 1y 2 se
recolectaron en Diciembre mientras que las del Lote 3 en Noviembre.

En base a los resultados anteriores, se descarto el Lote 3. De los otros dos Lotes, se
seleccioné el Lote 1 para todos los ensayos posteriores ya que la cantidad de muestra
recolectada fue mayor.

Los valores de a, y humedad obtenidos se podran utilizar como parametros de
caracterizacion para los futuros frutos recolectados y de esa manera poder tener una
poblacién homogénea de muestra para ser utilizada.

Si se quisiera utilizar las bayas como especia los valores de a,, como se ha
mencionado anteriormente, se encuentran dentro del rango de estabilidad pero los valores
de humedad resultan elevados en comparacién con los que presenta la pimienta negra

comercial el cual debe rondar el 13 %, valor indicado en la norma ISO 959-1: 1998 (E).

4.2 Obtencién y caracterizacion de la oleorresina

4.2.1 Obtencion

Se realiz6 la extraccion de la oleorresina siguiendo los dos tratamientos descriptos en
el inciso 3.2.1 de Materiales y Métodos. En la Tablas 4 y 5 se muestran los rendimientos

encontrados paran los dos Tratamientos.

Tabla 4: Extraccion y rendimiento de la oleorresina segun Tratamiento |

Muestra Masa de oleorresina (g) Rendimiento (%)
1 2,67 25,97
2 2,73 26,79
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3 2,06 20,00
4 2,13 19,72
5 2,13 21,02
6 2,00 19,92
7 2,25 22,16
8 2,06 20,52
9 2,08 20,63
10 2,24 22,38
11 1,83 18,13
12 1,97 19,43
13 1,87 18,38

Tabla 5: Extraccion y rendimiento de la oleorresina segun Tratamiento Il

Muestra Masa de oleorresina (g) Rendimiento (%)
1 2,39 23,90
2 2,63 26,30
3 2,26 21,96
4 3,09 30,62
5 2,83 27,71
6 2,43 23,84
7 2,41 23,91
8 2,82 27,92
9 2,65 26,11
10 2,70 25,47
11 2,15 21,48
12 2,42 21,89
13 2,01 20,02

Para definir cual de los Tratamientos utilizar se realiz6 un andlisis de la varianza de
un factor utilizando como datos los valores de masa (en gramos) de oleorresina obtenida

(Tabla 6) para determinar si habia o no diferencias significativas entre ellos.

Tabla 6: Tabla de ANOVA de un factor

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F F
variacion libertad cuadrados medios Calculada De tablas
Entre 1 -1,077 - 1,077

tratamientos
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Dentro de 24 12,92 0,54 -1,99 4,26

tratamientos

Total 25 11,84

El valor obtenido para el cociente de Fisher (F) fue de 1,99. Este valor es menor que
el valor de Tablas que es de 4,26 para un nivel de significacién de 0,05.

Como el valor de F calculado es menor que el valor de F de tablas se acepta la
hipétesis nula (Ho) y por lo tanto se concluye que no hay diferencias significativas entre los
dos tratamientos.

Debido a que en el Tratamiento | se utilizan 100ml de solvente contra 200 ml en el
Tratamiento Il, el tratamiento | es el elegido para la extraccidn de oleorresina.

Los procesos de extraccion de aceite esencial de Aguaribay, por el método de
hidrodestilacion tienen un rendimiento del 2 % al 4 % al procesar 1Kg de muestra, segin
lo reportado por Ljalem et al., (2014) y Baser et al., 1997, respectivamente. La extraccion
con etanol supera este rendimiento siendo este en promedio del 21,16 % utilizando una
cantidad de muestra mucho menor, solo 10 g,este valor de rendimiento supera al
encontrado por Montes et al.,(1961) que fue del 12 % en peso para la oleorresina extraida
con éter de petréleo.

Para otras especias, los rendimientos de extracciébn por medio de solventes,

reportados por otros autores se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Rendimientos de oleorresina de especias

Autor Especie Rendimiento (%)

Borges et al., 1997 Cdrcuma 21
Nuez moscada 38,8
Pimentén dulce 33
Pimentdn picante 24,9
Pimienta negra 14,1

Mila et al., 2002 Pimenton (trompa de elefante) 20,02

Fernandez Trujillo 2007 Pimenton 17,4

Las oleorresinas estan constituidas por una mezcla de resinas, principios
aromatizantes no volatiles, aceites grasos ademas de los aceites esenciales que son los
que contienen los principios odoriferos volatiles (Salamanca et al., 2009). Por otra parte,
las oleorresinas poseen ventajas muy convenientes para su uso en alimentos tales como

las que especifican Daghero et al., (2000):
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e Econdmicamente rentables dado que se sustituye el vegetal en cuanto a las
caracteristicas de olor y sabor.

e Aromas con mas cuerpo que los aceites esenciales.

e Bajo costo de obtencion.

e Alta purezay larga vida Util.

e Uniformidad en sus caracteristicas.

e Inocuidad confiable.

4.2.2 Caracterizacion

La oleorresina obtenida es de color ambar verdoso, de aroma picante y de estructura
gomosa, al igual que la obtenida por Montes et al.,(1961).Este tipo de extractos se
caracterizan por la densidad, el pH, longitud de onda (A\) maxima de absorcion en el UV-

Visible y su composicién quimica.

4.2.2.1 Densidad

La densidad de la oleorresina obtenida fue de 1,7264 g/ml.
En bibliografia no existen valores de densidad de oleorresinas. La densidad, en este

trabajo, se propone como parametro de comparacién entre sucesivas extracciones.

4.2.2.2 pHy absorciéon en UV-Visible

El pH de la oleorresina obtenida fue 4.Montes et al., (1961) obtuvo el mismo valor de
pH para la oleorresina, extraida con éter de petroleo, de las bayas de Aguaribay mientras

que Dikshit et al., (1986) obtuvo una valor de pH de 4 para el aceite esencial de las hojas.

Para determinar la méaxima longitud de onda de absorcién en el UV — Visible, se
realizd un barrido entre 200 y 780 nandmetros (nm). La maxima absorcién se encuentra a
292.5 nm. Si bien tampoco existen valores en bibliografia, este es otro de los parametros

que pueden ser utilizados en sucesivas extracciones.

4.2.2.3 Composicion quimica

Una de las herramientas mas utilizadas en la separacion, identificacion y
cuantificacion de componentes volatiles y semivolatiles de mezclas complejas es la

cromatografia gaseosa acoplada con la espectrometria de masa. Este acoplamiento es lo
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gque se conoce como GC-MS, GC de “Gas Chromatogrphy” y MS de “Mass Spectromery”
(Gutiérrez et al., 2002).

La composicion de la oleorresina determinada por GC-Masa, se muestra en la Tabla
6. Se informan los porcentajes de area como una funcién de los indices de retencion (IR).
Las identificaciones se hicieron haciendo coincidir espectro e indices de retenciéon de masa
de cada compuesto con los reportados en la literatura (Gundidza 1993 y Vekiari et al.,
2002). Las bases de datos utilizadas para la identificacion fueron:

¢ NIST Chemistry Webbook: webbook.nist.gov/chemistry

e www.pherobase.com/database

Tabla 6: Composicion quimica de la oleorresina

IR Compuestos %
994 B-Mirceno 0.96
1005 a-Felandreno 112
1035 Limoneno + B-Felandreno 5.19
1376 o-Copaeno 0.66
1398 3-Cedrene 0.73
1404 y-Cariofileno 7.12
1438 a-Humuleno 112
1439 Aromadendrene 1.42
1444 y-Muuroleno 0.42
1452 B-Selineno 0.85
1457 9-epi-(E)-Cariofileno 1.17
1463 a-Muuroleno 1.99
1471 E-B-Farneseno 0.61
1476 y-Cadineno 4.16
1517 a-Selineno 0.60
1522 8-Cadineno 8.64
1532 1,4-Cadinadiene 0.53
1534 a-Cadineno 0.63
1536 cis-a-Bisaboleno 0.37
1547 Elemol 0.54
1556 Germacreno B 1.12
1569 Palustrol 0.44
1573 Cariofilene oxide 0.81
1580 Globulol 4.96
1588 Epiglobulol 0.51
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1627 a-Cadinol 2.79

1633 epi-a-Muurolol ( 7-Muurolol) 1.17
1636 8-Cadinol 1.70
1640 epi-a-Cadinol ( 7-Cadinol) 1.50
1724 Acetato de guaiol 11.96
1917 Hexadecanoico acido 0.60
1968 Ethylhexadecanoato 1.33
2010 Octadecanal 8.28
2010 (2)-9-Octadecenal 3.50
2039 1-Octadecanol 2.86
2188 Ethyloctadecanoato 0.51

La oleorresina se compone de casi un 40 % de hidrocarburos monoterpénicos y
sesquiterpénicos, 34 % de alcoholes sesquiterpénicos y compuestos relacionados (6xido
de cariofileno y acetato de guaiol) y 17 % de otros compuestos tales como &acidos
palmitico y oleico libres o como ésteres etilicos (artefactos del procedimiento de
extraccion), 1-octadecanol, octadecanal y (Z)-9 -octadecenal.

Los compuestos individuales principales son el acetato de guaiol (11,96 %), 6-
cadineno (8,64 %) y y-cariofileno (7,12 %). Algunos compuestos presentes en la
oleorresina no pudieron ser completamente identificados, pero muestran espectros de
masas e indices de retencion similares a los de alcoholes sesquiterpénicos. Este grupo de
" alcoholes sesquiterpénicos desconocidos" de férmula molecular C15H,60 suma un 7.83 %
de la composicion total de oleorresina. También hay presentes otros compuestos menores
no identificados (% de area < 0.35), cuyo espectro de masas no fueron registrados y como
grupo suman hasta el 9,3% del total.

Los resultados hallados en bibliografia muestran diferencias en la composicion de los
extractos obtenidos con otros métodos. El aceite de bayas recolectadas de plantas
cultivadas en las costas de Liguria, obtenido por destilaciéon con vapor de una mezcla de
éter dietilico y hexano (5:1), estaba compuesto principalmente de hidrocarburos
monoterpénicos y sesquiterpénicos (93,59 %), siendo el o - felandreno (55,42 %) y elp-
felandreno (15,39 %) los compuestos principales (Maffei et al., 1990). El extracto obtenido
en este trabajo, contiene estos compuestos pero en otras proporciones. Por ejemplo los
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos se encuentran en un 40%.

Otros compuestos, reportados porDeveci et al., (2010) y Ibrahim et al., (2014) para el
aceite esencial de bayas de Aguaribay, tales como a y § Pineno, Canfeno, Sabineno, a-

Terpineno, p-Cymeneo, Terpinoleno, Metiloctanoato, a-Cubeneno, Terpinen-4-ol,
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Germacreno-D, B-Guaineno y y-Eudesmol, no se han encontrado en la oleorresina
obtenida por extracciéon con etanol. El aceite obtenido por hidrodestilacién de bayas de
Schinus molle L. recolectado en las costas del mar Egeo (Izmir, Turquia ), contiene
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos (75,38% en total). La fraccion conteniao-
Felandreno (22,11 %), pB-Felandreno (10,37 %), Limoneno (9,59 %) y a-Cadinol (5,57 %)
entre los principales componentes individuales (Baser et al. 1997). En cambio, en la
oleorresina la fraccion de hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos es mucho
menor (40 %).

Jenninig et al., (1975) estudiaron el aceite esencial de bayas de Schinus molle L.
extraido mediante destilacion por vapor encontrando compuestos tales como B-Pineno,
Sabineno, Terpineno, y-Terpineno, Bourboneno, a-trans-Bergamoteno y el a- Terpineol.
Algunos de estos compuestos coinciden con lo hallado por Maffei et al., (1990). Como se
puede apreciar, los extractos coinciden en algunos componentes y difieren en otros. La
diferente composicién conlleva a diferentes propiedades lo que hace que sea necesario

caracterizarlos y analizarlos en forma individual.

4.3 Capacidad antimicrobiana

En bibliografia, existen trabajos donde se analiza el poder antimicrobiano de las
especias y de sus aceites esenciales y oleorresinas, como ya se menciond. Se ha
encontrado que inhiben el crecimiento de bacterias indeseadas en alimentos asi como el
de levaduras deteriorantes y hongos toxicogénicos (Padin et al., 2007; 2009). En este
trabajo, se estudié, mediante diferentes procedimientos, la capacidad antimicrobiana de la
oleorresina de las bayas de Aguaribay sobre diferentes microorganismos contaminantes y

deteriorantes de alimentos.

4.3.1 Bacterias

4.3.1.1 “Screening” de la capacidad antibacteriana

Por medio de este métodode caracter cualitativo, se pretendié determinar cual o
cudles de las bacterias testadas resultaban susceptibles a la accioén de la oleorresina. La
eficacia de la oleorresina se demuestra por el tamafio del halo de inhibicién de los
microorganismos alrededor de disco de papel filtro, resultado que se expresa como el
didmetro de esa zona. En la Imagen 1 se pueden observar los halos de inhibicién del

crecimiento de B. cereus (Gram-positiva) y de S. enteriditis (Gram-negativa).

Imagen 1. Capacidad antibacteriana. Halos de inhibicion.
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Izg. B. cereus. Der. S. enteriditis

La Tabla 8 nuestra los halos de inhibicion del crecimiento (en mm) producido por las
concentraciones de oleorresina testeadas para las diferentes bacterias seleccionadas. Se

informa el valor medio de los duplicados (error de = 0.05mm).

Tabla 8: Halos de inhibicién del crecimiento (en mm)

Concentraciones de oleorresina (mg/ml)

Bacterias 2 3 4

Gram- positivas

S. aureus 6,5 8,5 9,5

B. cereus 6,5 9,0 14,0

B. subtilis 8,5 9,0 ND
Gram-negativas

S. enteriditis 6,5 8,3 10,5

E. coli sp. 7,0 9,5 ND

ND: No determinado.

Se puede observar que la oleorresina posee la capacidad de inhibir el crecimiento de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y que este efecto aumenta al aumentar la
concentracion de oleorresina, en las concentraciones ensayadas.

Ljalem, et al., (2014) estudiaron la actividad antimicrobiana del aceite obtenido por
hidrodestilacion de Schinus molle Linn, en plantas provenientes de Etiopia, con el método

de difusién en disco, los autores encontraron que recién en una concentracion de 20
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mg/ml se producia inhibicién en el crecimiento para E. coli, mientras que no era efectivo
para S. aureus. La oleorresina resulté ser mas efectiva que el aceite esencial ya que a
partir de una concentracion de 2 mg/ml se produce inhibiciéon en el crecimiento de ambas
bacterias.

Hosni et al., (2011) encontraron que el extracto obtenido con cloroformo y metanol
(2:1) de bayas se Schinus molleL. procedentes de plantas de Mograne, TUnez, era efectivo
para inhibir el crecimiento sobre las mismas bacterias Gram-positivas, B. subtilis y B.
cereus, y Gram-negativas, E. coli, ensayadas en este trabajo.

Nassar-Abbs et al., (2004) encontraron que la bacteria S. enteriditis era menos
resistente queE. coli frente al extracto acuoso de zumaque, sin embargo, frente a la
oleorresina estudiada S. enteriditis resulté ser mas sensible que E. coli. En el caso de las
bacterias Gram-positivas, la B. cereus resulto ser mas sensiblepara el extracto acuoso de
zumague, mostrando también sensibilidad a la oleorresina de Aguaribay.

Ross et al., (1980) determinaron que el aceite esencial de Schinus molle L, oriundo
de Egipto, no era efectiva sobreE. coli y B. cereus, es decir no afectaba el crecimiento de
dichas bacterias, en el caso de P. aeruginosa y S. aureus el aceite esencial si produjo
inhibicién en el crecimiento de estas. En este trabajo, se ve que la oleorresina si tiene
efecto bactericida para E. coli y B. cereus. Esta diferencia en los resultados podria deberse
a que la composicién de la oleorresina es diferente a la del aceite esencial (Caballero et
al.2014).

4.3.1.2 Minima concentracion letal

La Minima Concentracion Letal (MCL), es decir la minima concentracion de
oleorresina que posee efecto bactericida, resultd ser de 2 mg/ml para L. monocytogenes,
de 14 mg/ml para E. coli O 157:H7, K. pneumoniae y S. enteriditis y de 15 mg/ml para B.

cereus, S. aureus, E. colli sp. y P. aeruginosa (Tabla 9).

Tabla 9: Minima concentracion letal (MCL)

Concentraciones (mg/ml)

Bacterias 2 14 15 20 25 Control
Gram-positivas

B. cereus - - + + + -

L. monocytogenes + + + + + -

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



S. aureus - - + + + -

Gram-negativas

E. coli sp. - - + + + _
E. coli O 157:H7 - + + + + -
K. pneumoniae - + + + + -
P. aeruginosa - - + + + -
S. enteriditis — + + + + _

(+) Ausencia de crecimiento y (9 Crecimiento.

En todos los ensayos se utiliza como blanco etanol lo cual nos permite asegurar
que el este no es el responsable de la inhibicién del crecimiento.

Como podemos observar, L. por extraccion con isopropanol. Deveci et al., (2010),
encontraron que el extracto obtenido por extraccion con hexano a partir de hojas y frutos
de Schinus molle L. no fue efectivo para inhibir el crecimiento de E. coli con una
concentracion de 8mg/ml. En este trabajo la MCL es de 15 mg/ml, si bien el solvente
utilizado es etanol.

Segun Burt, (2004) establece que la accién de aceites esenciales son mas activos
contra bacterias Gram-positivas que contra bacterias Gram-negativas. Esta resistencia de
las Gram-negativas se debe a que estan rodeadas por una capa exterior que cubre la
pared celular que es la responsable de la resistencia a la difusion de los antimicrobianos.
Los resultados que se han obtenido muestran que la oleorresina ha sido efectiva para

todas las bacterias ensayadas tanto Gram-negativa como asi también Gram-positivas.

4.3.2 Hongos

4.3.2.1 Inhibicién del crecimiento micelial

En la Tabla 13 se detallan los resultados obtenidos en el estudio de la inhibicién del

crecimiento micelial.

Tabla 11: Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial.

Concentracion (mg/ml)
Hongos 0,125 0,185 0,250
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P. rugulosum 9,54 14,12 13,35

P. citrinum 6,07 8,09 16,19
P. brevicompactum 0,96 8,21 4,83
P. griseofolvum 7,14 0 7,65
P. nalgiovence 0 1,27 7,65
A. alternata 2,8 12,93 15,51
F. graminearum 7,05 9,41 13,52

Podemos observar que el 50 % de los hongos estudiados (P. citinu, P. nalgiovence,
A. altrnata y F. graminearum), a los 7 dias incubacién, presentan un aumento en el
porcentaje de inhibicién del crecimiento a medida que se aumenta la concentracion de
oleorresina. Gundidza (1993) estudio la capacidad antimicrobina del aceite esencial de
Schinus molle Linn y encontré que era efectivo en la reduccién del crecimiento micelial de
P. citrinum especie que resultd ser la mas sensible al uso de laoleorresina en comparacion
a las otras especies de Penicillium estudiadas.

Los restantes hongos ensayados, muestran inhibicion del crecimiento micelialaunque
en la concentracion mas alta ensayada, 0,250 mg/ml para el caso de P. rugulosum y P.
brevicompactum y de 0,185 mg/ml para P. griseofolvum, se vio estimulado el crecimiento
de estos. Este comportamiento podria deberse a que en bajas concentraciones, puede
observarse un efecto estimulante del crecimiento, fenémeno que es denominado hormesis
(Orden, 2005). El fendmeno de hormesis es la relacién dosis-respuesta en donde se ve un
efecto estimulante a bajas dosis y un efecto inhibitorio a altas dosis, es un fenémeno
natural de todos los sistemas bioldgicos. El primer reporte de hormesis fue en el afio 1943
por Chester Southam y John Ehrlich cuando investigaban el efecto del extracto de cedro
rojo sobre el metabolismo de hongos (Pérez Davison et al., 2009).

Los aceites, extraidos con dimetil-éter, de lavanda, romero y salvia, con una
concentracion de 1 mg/ml, producen una inhibicién del crecimiento micelial de 29.5 %, 24
% y 9 %, respectivamente, sobre el género Penicillium, mientras que el aceite de orégano,
con concentraciéon de 0,25 mg/ml, produce un 100 % de inhibicién en el crecimiento de
este género (Daferera et al.,, 2000). Los valores encontrados en este trabajo para P.
rugulosum y P. citrinum, con una concentracion de 0,25 mg/ml, son de 13,35 % y 16,19 %
respectivamente. Estos valores son menores a los hallados por Daferera et al. (2000) para
otras especias.

En la Tabla 12, se ve que a concentraciones de 15 mg/ml se obtiene el 100 % de
inhibicion en el crecimiento micelial ara Epicoccum sp, valores superiores al 80 % para

Eurotium sp. y Trichoderma sp. y un 50 % para Paecylomyces sp., se observa que a
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medida que se aumenta la concentracion de oleorresina aumenta el porcentaje de

inhibicién del crecimiento micelial.

Tabla 12: Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial. Técnica poissoned-food.

Concentracion (mg/mil)

Hongos 5 10 15
Eurotium sp. 52,17 71,73 82,60
Epicocum sp. 44,60 78,64 100
Trichoderma sp. 27,21 41,77 85,88
Paecylomyces sp. 24,60 44,60 47,60

El extracto etandlico de mejorana, segun Vagi et al., (2005), presenta una inhibicion
de 100% con una concentracién de 500 mg/ml para Trichoderma sp.. En el caso de la

oleorresina se obtiene una inhibicion de 85,8 % con una concentracion de 15 mg/ml.

4.3.2.2 Efecto sobre la germinacién se esporas del genero Aspergillus (CN

fungistatico y fungicida)

La inhibicion de la germinacion de las esporas es de importancia ya que los hongos
de este género son productores de micotoxinas, como por ejemplo, A. flavus es productor
de Aflatoxina B1 y B2 (Nguefack et al., 2004) al igual que A. parasiticus.A. ochraceus es
productor de Ochratoxina (Basilico et al., 1998)y A. niger de Fumonisinas ademas de ser
productor de Ochratoxina.Las Aflatoxinas son hepatocarcinégenas no solo en animales
sino que también afectan a los seres humanos.La Ochratoxina (OTA), en cambios, es
mutagénica y carcinogénica en animales, ademas de estar relacionada con nefropatias en
cerdos y humanos (Soliman et al., 2002).

Para analizar la inhibicion de la geminacién de esporos se utilizd la técnica de
siembra por suspensién. Se sembré una suspension de esporos con 1 10° esporos/ml en
placas, conteniendo agar extracto de malta y diferentes concentraciones de oleorresina
(Img/ml hasta 25 mg/ml, variacion de 1 en 1) segun la técnica de Garber y Houston
(1959) (Materiales y Métodos, 3.3.2.2). Se determinaron la minima concentracion
inhibitoria del crecimiento con efecto fungistatico (MCI) y la minima concentracion letal con
efecto fungicida (MCL).

Los valores de MCI y de MCL para A. flavus y A. ochraceus son coincidentes (6

mg/ml) esto nos indica que el efecto de la oleorresina sobre estos hongos tiene solo efecto
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fungicida. Bricefo et al., (2013) han encontrado una MCI de 23,3 mg/ml para el extracto
etandlico de melisa para A. flavus, valor que supera, aproximadamente en 4 veces el valor
encontrado en este estudio. En el caso de A. paraciticus se observa que a partir de una
concentracion de 17 mg/ml se presenta ausencia de crecimiento. Al analizar la
supervivencia, es decir después de aplicar la técnica de Garber-Houston, las placas que
correspondian a las concentraciones de 17 mg/ml a 24 mg/ml de oleorresina presentaron
efecto fungistatico (MCI) mientras que la concentracion de 25 mg/ml presentd un efecto
fungicida (MCL).

En la Imagen 2, se muestra a la izquierda, la placa control para A. paraciticus, se
puede observar el crecimiento normal del hongo a los 7 dias de incubacion. En la placa de
la derecha no se observa crecimiento para la concentracion de 25mg/ml. Debajo de estas
dos placas esta la que corresponde a la de la técnica descripta por Garber y Houston. La
ausencia de crecimiento, después de 14 dias en medio sin oleorresina, indica que el valor
de esta concentracion, 25 mg/ml, corresponde a la MCL, es decir, la minima concentracién

de oleorresina que tiene efecto fungicida.

Imagen 2: Inhibicion de la geminacion de esporos de A. paraciticus

Los resultados para la especies A. niger fueron negativos dado que en las
concentraciones estudiadas no hubo inhibicién en la germinacién de las esporas. Lo que
se observa (Imagen 3) es que, ademds, de la geminacion de estas, hay crecimiento del
micelio y esporulacion. Si lo comparamos con el control se podria decirque el crecimiento

fue mas lento debido a la presencia de la oleorresina en el medio de cultivo

Imagen 3: A. niger. Control, 19, 20, 23 y 25 mg/ml. 7 dias de incubacion
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Davicino et al. (2007) ha reportado que el extracto etandlico de hojas de Schinus
molle L. y de semillas de Schinus terebenthifolius no inhibian la germinacién de esporas
del A. niger de la misma manera que no lo inhibe la oleorresina.

El extracto obtenido con una mezcla de etanol y hexano de siempreviva es efectivo
contra el A. niger con un valor de MCI de 8 mg/ml. (Navarro Garcia et al., 2003). Carpinella
et al., (2003) han encontrado para A. niger, que el extracto del arbol del paraiso posee
un valor de la MCI de 100 mg/ml y el de la MCL de 200 mg/ml.

Gulluce et al. (2003) indica que el aceite esencial de Saturdeja hortensis inhibe el
crecimiento se .A niger con un valor de MCI de 31,25 pg/ml y a su vez Sokmen et al.
(2004) encontré6 un valor MCI de 62,5 pg/ml para A. flavus y para A. nigerutilizando

extracto de Origanum acutidens.

4.3.3 Levaduras

4.3.3.1 Efecto del etanol sobre las levaduras

El estudio de la tolerancia al etanol por las levaduras dio como resultado que el
crecimiento no se veia afectado en las concentraciones ensayadas (1, 1.15, 1.25, 1.35 y
1.5 (%v/v)). Este analisis permite asegurar que el etanol no va a interferir con los
resultados posteriores dado que la oleorresina debe ser diluida en etanol para su uso.

Medawar et a.,(2003) han demostrado que la concentracion de etanol que afecta el
crecimiento de levaduras, que contribuyen al deterioro de los vinos, es de 91 mg/ml. A su
vez Quintas et al., (2000) reportan que Z. bailli posee una resistencia al etanol semejante a
la de S. cerevisiae, siendo los valores maximos de tolerancia de 180 mg/ml y de 175
mg/ml, respectivamente. La concentracion de 1 %v/v testeada, tomando como densidad
del etanol 0,788 g/ml, corresponderia a tener una concentracién de 11,82 mg/ml, los
valores reportados de tolerancia en la bibliografia superan notablemente la cantidad de

etanol que se utilizara en los ensayos futuros.
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4.3.3.2 Inhibicién del crecimiento de levaduras

Los valores de MCL obtenidos para levaduras son de 11 mg/ml para S. piss,
Rodotorula spp. y Zygosacharomyces spp. y de 17 mg/ml para Zygosaccharomyces rouxii
En la Imagen 5 se muestran las placas correspondientes al control (placa de la izquierda),
la correspondiente a una concentracién de 15 mg/ml (placa del centro) y la de 17 mg/ml
(placa de la derecha).

Imagen 5: Inhibicién del crecimiento de Zygosaccharomyces rouxii.

Para Saccharomyces cereviciae se vio que la oleorresina no es efectiva ya que hubo
crecimiento en todas las concentraciones estudiadas (Imagen 6).

Imagen 6: Supervivencia Saccharomyces cereviciae.
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Las levaduras tales como Z. rouxii, Z. bailli, S. cereviciae y Rodotorula spp. son
importantes como agentes deteriorantes de alimentos cuando estos no son preparados
con buenas practicas de manufactura. Se han dado casos de gastroenteritis y de
reacciones alérgicas donde las levaduras son sospechosas de ser las causantes (Salo et
al., 2005).

Ciani et al.,(2003) ha encontrado que el aceite esencial de Saturdeja montana inhibe
el crecimiento de Z. rouxii y Z. bailli a una concentracion de 0,12 mg/ml, mientras que
Matan et al., (2006) determin6 que los aceites esenciales de canela yclavo, cuando son
mezclados en una proporcién 1:1,inhiben el crecimiento de Z. rouxii utilizando la técnica de
difusion en disco de papel.La concentracion necesaria de oleorresina es muchos mayor
comparada con la del aceite esencial de Saturdeja montana, a la visat de los resultados se
podria pensar que estas levaduras resultan sensibles al uso de antimicrobianos naturales.

Los resultados anteriores demuestran que la oleorresina de las bayas de Aguaribay
tiene efecto letal sobre levaduras deteriorantes de alimentos. Si bien el resultado para S.
cerevisiae es negativo, en la industria de los alimentos y en particular en la de produccién
de productos panificados fermentados, este resultado podria ser positivo ya que no

afectaria al crecimiento de esta levadura y podria ser usada como saborizante.

4.4 Estabilidad de la oleorresina

Los resultados obtenidos en los ensayos de estabilidad se muestran en la Tabla 13.
En todas las condiciones ensayadas la oleorresina mantuvo su capacidad inhibitoria ya
que produjo un 100 % de inhibicion en el crecimiento de las bacterias estudiadas. Este
estudio se realizé sobre una Gram- positiva y una Gram- negativa. La S. aureus contamina

a los alimentos por una mala manipulacion de los mismos y la S. enteriditis por
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contaminacion cruzada (Manual de Manipuladores de Alimentos, Ministerio de salud,

www.ms.gba.gov.ar)

Tabla 13: Estabilidad de la oleorresina

Almacenamiento
Bacterias 4°C 25°C
Dia 0 Dia 30 Dia 0 Dia 30
S. aureus + + + +
S. enteritidis + + + +
Bacterias Temperatura de calentamiento
40°C 60°C 80°C
S. aureus + + +
S. enteritidis + + +
Bacterias Cantidad de bacterias/ ml de medio de cultivo
2 10° 410° 6 10° 8 10°
S. aureus + + + +
S. enteritidis + + + +

(+) Ausencia del crecimiento

Estos resultados son comparables con los reportados por Dikshit et al., (1986) en
cuanto a las condiciones de almacenamiento y de calentamiento. La oleorresina muestra
gue soporta un calentamiento hasta 80°C sin perder su capacidad antibacteriana. En
cuanto al tiempo de almacenamiento, podemos observar que a los 30 dias conserva sus
cualidades aun almacenada a temperatura de refrigeracion (4°C) como a temperatura
ambiente (25°C).

Poder calentar la oleorresina hasta 80°C y que esta no pierda su capacidad
antimicrobiana es un resultado muy favorable ya que se la puede incorporar en alimentos,

que se deben cocinar antes de ser consumidos, como saborizante y como conservante.
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4.5 Aplicaciones

La Administracién de Alimentos y Drogas (Food and Drug Administration (USA)) en el
Cadigo Federal de Regulacion, Titulo 21, da una lista de aceites esenciales y oleorresinas
gue se pueden considerar GRAS (por sus siglas en inglés (Generally recognized as safe)).
Dentro de esa lista se encuentra la oleorresina de Schinus molle utilizada en este trabajo
con lo cual puede considerarse segura cuando se utiliza en alimentos. Por lo tanto, la
oleorresina extraida de la pimienta rosa, debido a su efectividad como antimicrobiano,
podria ser agregada a productos elaborados con carne vacuna ya que su color y sabor son
aptos para este tipo de alimentos. En este trabajo se incorporé a medallones de carne
vacuna picada (hamburguesas).

A efectos de analizar la microflora total que aparece en alimentos, se realiza el
recuento de microorganismos mesofilos totales. En este grupo se incluyen todas las
bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse a 30° C en las condiciones
establecidas. En este recuento se estima la microflora total sin especificar tipos de
microorganismos. Este parametro es el que especifica el C. A. A. en el Articulo 255,
Capitulo VI (Alimentos Carneos y Afines) (2007).

45.1 Efecto de la oleorresina en la flora nativa de los medallones de carne vacuna

picada

En la Tabla 14 se muestran las unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de
muestra para el recuento de mesdfilos totales a tiempo 0 y a las 24 hs de refrigeracion (4

°C) para todos los lotes analizados.

Tabal 14: Recuento de aerobios mesdfilos totales en hamburguesas.

UFC/g de muestra

Lotes 0 hs 24 hs.
1. Control 1,5 10" 2,9 10°
2. Con etanol 1,6 10* 110°
3. 0,5% oleorresina 1,6 10* 210"
4.1 % oleorresina 1.5 10 1.6 10
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Este resultado muestra que el agregadode oleorresina, en las concentraciones
ensayadas, retarda el crecimiento de los microorganismos presentes en las
hamburguesas, en 1 unidad logaritmica, ya que no aumenta el recuento inicial como
sucede en el lote sin oleorresina y con etanol.

En las Imagenes 7 y 8 se muestran las placas con el recuento de microorganismos
para el control y para la concentracion del 1% de oleorresina a tiempo 0 y a 24 hs,
respectivamente.

Imagen 7: Recuento de microorganismos a tiempo 0.

Placa de la izquierda: Control. Placa derecha: oleorresina (1 %)

Imagen 8: Recuento de microorganismos a tiempo 24 hs.

Placa de la izquierda: Control. Placa derecha: oleorresina (1 %)
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La oleorresina de romero es capaz de inhibir significativamente el crecimiento de E.
coli O157:H7 después de 9 dias almacenamiento en medallones de carne vacuna cocida
(Ahn et al., 2004a) mientras que el extracto de corteza de pino lo disminuye en una unidad
logaritmica, para la misma bacteria pero en medallones de carne vacuna cruda(Ahn et al.,
2004b). Medina de Dias et al., (2003) reporta que el agregado de aceite de tomillo a
hamburguesas de carne, en concentraciones de 0 a 0,15 g/kg de carne, no presenta

diferencias significativas en el crecimiento de microorganismos aerobios.

4.5.2 Porcentaje de acumulacién de metamioglobina

Durante el almacenamiento no solo hay crecimiento microbiano que afecta el olor y
el sabor sino que también cambia el color de las mismas. El color pardo de la carne se
debe a la acumulacién de la metamioglobina producida por la oxidacion del hierro hemo
(ferroso) a férrico (Medina de Dias et al., 2003).

Los resultados obtenidos en este trabajo, se ven en la Tabla 15 ya su vez son

presentados en los Graficos 7 y 8.

Tabla 15: Porcentaje de acumulacion de MetMb

Tiempo en dias

Concentracion 0 1 3
Control 53 79 83
0,5% 49 71 80

1% 48 67 79

Grafico 7: Acumulacion de MetMb, concentracién 0,5 %
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Grafico 8: Acumulacién de MetMb, concentracion 1 %.
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La acumulaciéon de MetMb resultd ser menor para las concentracionesestudiadas,
podemos observar que dentro del primer dia de almacenamiento la deferencia en la
acumulacién de la MetMb es mas evidente que al tercer dia donde la diferencia con el
control ya no es tan significativa.

Bekhit et al., (2003) estudiaron el retardo de la formacion de MetMb en empanadas
de carne con el agregado de carnosina, quercetina, rutina y resveratrol en una
concentracion de 0.0125 %, 0,0166 %, 0,0335 % y 0,0125 % (g/100 g de carne)
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encontrando que, en los tres primeros dias de almacenamiento las muestras con
oleorresinas poseen un porcentaje de acumulacion de MetMb menor al del control.

El sabor, el aroma y el color de un producto pueden ser los criterios para el rechazo
de cualquier tipo de alimento. En las hamburguesas la oxidacién de lipidos, la aparicion de
olores indeseables y el cambio de color por la transicion de mioglobina a metamioglobina
se da mucho antes que en otros productos carnicos (Karpinska et al., 2001; Armenteros et
al., 2012). La oleorresina de las bayas del Aguaribay retarda la oxidacién de la mioglobina
a partir de una concentracién de 0,5 %.

4.5.3 Andlisis sensorial

En el gréfico 9 se muestran los resultados del analisis sensorial, prueba del grado de
satisfaccion, utilizando una escala heddnica de 5 puntos, para una concentracion del 0,5%.
Las hamburguesas con un 1% de oleorresina no se sometieron al andlisis sensorial porque
tenian un olor muy pungente aun después de cocidas.

Grafico 9: Prueba del grado de satisfaccion

Prueba del grado de satisfaccion

Me Disgusta 3%
Mucho Me Disgusta
0Co

Ni Me Gusta
Ni Me Disgusta

Me Gusta Mucho

e Gusta
Poco

El andlisis demuestra que las hamburguesas condimentadas con oleorresina tuvieron
una buena aceptacion ya que al 60% de los panelistas le gustdé mucho (correspondiente a

un valor 5 en la escala hedonica) y al 20 % le gust6 poco (valor 4 en la escala heddnica).
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A un 7% le resulté indiferente (valor 3) mientras que a un 10% le disgust6 poco (valor 2) y

soloaun 3 % (valor 1) le disgusté mucho.

Ademds, a los jueces se les habia pedido que realizaran observaciones si lo

consideraban necesario. A continuacion se detallan las observaciones mas relevantes:

Tiene como un sabor a especias.

Esta bien de sal y consistencia.

Tiene un sabor muy suave y da la sensacién de carne de primera calidad.

Muy rica, con el gusto de la hamburguesa casera.

Estarica, tiene un gusto diferente a la comun.

El medallon de carne es muy sabroso, le colocaria un poco mas de sal.

Me gusta que no tenga el sabor “artificial” de las compradas, se nota que es
natural.

Noto un gusto diferente a las tradicionales, quizas algin condimento, pero muy
buena.

No se le siente ninguna diferencia.

No tiene el gusto tipico de las hamburguesas.

Hayoumi et al., (2008) utiliz6 al aceite esencial de bayas de Schinus molle L.

(Aguaribay) para condimentar bollos de carne picada que sometié a un andlisis sensorial

por medio de jueces no entrenados. Al igual que los resultados de este trabajo, una

concentracion de aceite esencial de 0,5 % resulté muy bien aceptada.

5. RESUMEN DE LOS RESULTADOS ENCONTRADOS

El rendimiento de extraccién, utilizando etanol, para la obtencién de la oleorresina de

las bayas de Aguaribay resulté ser de 21,15 %.

La composicion de la oleorresina obtenida por GC-MS resulto ser un 40 % de
hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos, un 34 % de alcoholes

sesquiterpénicos y compuestos relacionados (6xido de cariofileno y acetato de
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guaiol) y un 17 % de otros compuestos tales como &cidos palmitico y oleico libres
0 como ésteres etilicos.

La oleorresina presenta capacidad antimicrobiana para bacterias, hongos y

levaduras.

» La Minima Concentracion Letal para bacterias Gram-positivas y negativas, fue de 2
mg/ml para L. monocytogenes, de 14 mg/ml para E. coli O 157 H.7, K.pneumoniae
y S. enteriditis y de 15 mg/ml para B. cereus, E. coli y P. aeruginosa.

» En hongos se encontré que inhibia el crecimiento micelial de P. griseofolvum, P.
rugulosum, P. brevicompactum, P. citinum, P nalgiovence, F. graminearum A.
alternata, Eurotium spp, Epicocum spp. Trichoderma sp. y Paecylomyces spp.

» La inhibicion de la germinacién de esporos dio como resultado una Minima
Concentracion Inhibitoria y una Minima Concentracién Letal de 6 mg/ml para A.
Flavus y A. ochraceus, mientras que para A. paraciticus fue de 17 mg/ml la
inhibitoria y de 25 mg/ml la letal.

» En levaduras la Minima Concentracién Letal fue de 11 mg/ml para S. piss,
Rodotorula spp. y Zygosacharomyces spp. y de 17 mg/ml para
Zygosaccharomyces rouxii.

» La oleorresina muestra que soporta un calentamiento de hasta 80°C y que puede
ser almacenada durante 30 dias a 4 °C y a25 °C sin que afecte su capacidad

antibacteriana.

La oleorresina puede ser usada como antimicrobiano en medallones de carne picada

ya que:

» El agregado de oleorresina, en concentraciones de 0,5 % y 1%, retardan el
crecimiento de microorganismos mesdfilos totales y disminuye la acumulacién de
metamioglobina.

» Las hamburguesas con 0,5 % de oleorresina han tenido una buena aceptacién ya
que el grado de satisfacciobn que se encontr6 estd entre 5 y 4 de la escala

hedénica que se utilizd para el analisis sensorial.

6. CONCLUCIONES GENEALES

En funcion de los resultados obtenidos se puede concluir que la oleorresina extraida

de las bayas de Aguaribay, Schinus molle Linn, presenta actividad anitimicrobiana
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inhibiendo el crecimiento de bacterias, hogos y levaduras responsables del deterioro de
alimentos.

El proceso de obtencion de la oloerresina es rapido, econdmico y presenta un alto
rendimiento que permite que esta sea un producto que podria ser aceptado en la indusria
de los alimentos. Se puede almacenar tanto en refrigeracion como a temperatura
ambiente, sin perder sus propiedades. Es termoestable ya que resiste el calentamiento lo
que o hace que pueda ser aplicada en alimento que requieran ser cocinados antes de su
consumo. Puede ser utiliada para saborizar y conservar medallones de carne picada
debido a su sabor agradable. Esta aplicacion se podria extender a otros productos

alimenticios de consumo humano como conservante y saborizante de origen natural.
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ANEXO |

Caracteristicas y preparacion de los medios de cultivo

Medios de cultivo utilizados con hongos

1) MEA (Agar extracto de malta)
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Es el medio méas simple para la enumeracion y el crecimiento de la mayoria de los hongos

y levaduras deteriorantes de alimentos.

La rigueza de su estado nutricional hace que sea muy adecuado para estos
microrganismos y su pH relativamente bajo (generalmente pH 5) reduce la posibilidad de la

contaminacion por bacterias.

Preparacion:

20 g de extracto de malta, 1 g de peptona, 20 g de glucosa, 20 g de agar-agar en 1 litro de

agua destilada.

Medios de cultivo utilizados con levaduras

2) MEBG (Agar extracto de malta suplementado con glucosa)

Este medio de cultivo es igual al anterior solo con la diferencia que no posee agar-agatr.

Preparacion:

20 g de extracto de malta, 1 g de peptona, 20 g de glucosa en 1 litro de agua destilada.
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