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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS
NATURALES EN LA CONSERVACION DE LA CARNE DE POLLO
Monzerrat Rosas Espejel, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2020
RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivos: 1) Evaluar la actividad antioxidante (AA) y
antimicrobiana (AM) de los extractos de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus
vulgaris), albahaca (Ocimum basilicum L.), cascara de naranja (Citrus sinensis,
variedad valencia), cascara de mandarina (Citrus reticulata), cascara de mango
(Mangifera indica cv. Ataulfo) y cdscara de guayaba (Psidium guajava L.), obtenidos
por maceracion (MC) o ultrasonido (US); 2) Seleccionar los tres extractos con mejor
AA 'y AM y evaluarlos a diferentes concentraciones (50, 37.5, 25.5y 12.5 mg mL™)
para elegir aquella mas adecuada; 3) Analizar el efecto de los tres extractos en la
oxidacion de lipidos, conteo microbiolégico, pH y color en la carne de pollo
almacenada a 4 = 1 °C por 15 dias. El contenido de fenoles (FE) y flavonoides (FL)
se determind por el método de Folin-Ciocalteu y colorimétrico, respectivamente; la AA
de los extractos por el método DPPH; y la AM se evalu6 frente a Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli y Pseudomonas fluorescens por el método de difusion
en agar. En las muestras de carne con extractos se midi6 la oxidacién de lipidos por
el contenido de TBARS, conteo microbioldgico de cuenta total viable (CTV),
Enterobacteriaceae (EN) y Pseudomonas spp (PS), pH y color (L*, a* y b*). De los
siete extractos obtenidos por US o MC, los extractos de tomillo (E-TO), cascara de
mango (E-MA) y cascara de guayaba (E-GU) por US presentaron la mejor (p<0.05)
AA 'y AM. De estos tres extractos, el mayor contenido de FE, FL, asi como la mas alta
AA y AM se obtuvo con la concentracion de 50 mg mL™. Los E-TO y E-MA, redujeron
(p<0.05) la oxidacion de lipidos y el crecimiento microbiano de CTV, EN y PS, en
comparacion con el conservador sintético (BHT), al finalizar el periodo de
almacenamiento. Adicionalmente, se preservaron el pH y el color de la carne,
contribuyendo a extender la vida util de la carne de pollo. EI E-GU no tuvo efecto
favorable (p<0.05) en la conservacion de la carne de pollo al compararse con el BHT.
Los E-TO y E-MA obtenidos por US tienen efecto favorable en la conservacion de la
carne de pollo.

Palabras clave: alimentos, radicales libres, patdgenos, microorganismos alterantes.



ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF NATURAL EXTRACTS IN
THE CONSERVATION OF CHICKEN MEAT
Monzerrat Rosas Espejel, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2020
ABSTRACT

The present study had as objectives: 1) To evaluate the antioxidant (AA) and
antimicrobial (AM) activity of extracts of oregano (Origanum vulgare), thyme (Thymus
vulgaris), basil (Ocimum basilicum L.), orange peel (Citrus sinensis, variety Valencia),
mandarin peel (Citrus reticulata), mango peel (Mangifera indica cv. Ataulfo) and guava
peel (Psidium guajava L.), obtained by maceration (MC) or ultrasound (US); 2) Select
the three extracts with the best AA and AM and evaluate them at different
concentrations (50, 37.5, 25.5 and 12.5 mg mL™) to choose the most appropriate; 3)
Analyze the effect of the three extracts on lipid oxidation, microbiological count, pH
and color in chicken meat stored at 4 £ 1 °C by 15 days. The content of phenols (FE)
and flavonoids (FL) was determined by the Folin-Ciocalteu and colorimetric method,
respectively; the AA of the extracts by the DPPH method; and AM was evaluated
against Salmonella Typhimurium, Escherichia coli and Pseudomonas fluorescens by
the agar diffusion method. In the meat samples with extracts, the lipid oxidation was
measured by the content of TBARS, microbiological count of total viable count (CTV),
Enterobacteriaceae (EN) and Pseudomonas spp (PS), pH and color (L*, a* and b*).
Of the seven extracts obtained by US or MC, the extracts of thyme (E-TO), mango
peel (E-MA) and guava peel (E-GU) by the US presented the best (p<0.05) AA and
AM. Of these three extracts, the highest content of FE, FL, as well as the highest AA
and AM was obtained with a concentration of 50 mg mL. The E-TO and E-MA,
reduced (p<0.05) the lipid oxidation and the microbial growth of CTV, EN and PS, in
comparison with the synthetic preservative (BHT), at the end of the storage period.
Additionally, the pH and color of the meat were preserved, helping to extend the shelf
life of the chicken meat. The E-GU did not have a favorable effect (p<0.05) on the
conservation of chicken meat when compared to the BHT. The E-TO and E-MA
obtained by the US have a favorable effect on the preservation of chicken meat.

Keywords: food, free radicals, pathogens, alteration microorganisms.
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INTRODUCCION GENERAL

La carne de pollo es de las carnes de mayor consumo debido a su alto valor
nutricional, bajo contenido de grasay precio (Mexis et al., 2012; Skunca et al., 2018).
Sin embargo, es muy susceptible a procesos de degradacion que pueden ocurrir
debido al desarrollo microbiano y oxidacion lipidica ocasionando decoloracion,
acumulacion de sabores y olores desagradables que la hacen inadecuada para el
consumidor (Sivarajan et al., 2017; Pifion et al., 2018).

Actualmente en la industria carnica se utilizan conservadores sintéticos como el
Terbutil Hidroquinona (TBHQ), Butilhidroxianisol (BHA) y Butilhidroxitolueno (BHT),
los cuales prolongan la vida de anaquel de la carne (Carocho et al., 2018); no
obstante, en diversos paises se ha prohibido su empleo por relacionarse con
problemas de salud como alergias, transtornos digestivos, insomnio, e incluso

algunos tipos de cancer (Carocho et al., 2014).

Por lo que ha surgido la necesidad de buscar nuevas alternativas como es el uso de
conservadores naturales (Chibane et al.,, 2018). Entre éstos se encuentran los
extractos naturales provenientes de pulpa, cascara o semillas de frutas o de diferentes
especias que contienen compuestos fendlicos, quinonas, flavonoides, carotenoides y
terpenos con actividad antioxidante y antimicrobiana (Contreras-Calderon et al., 2011;
Yashin et al., 2017).

En la literatura, existen multiples investigaciones en donde se ha estudiado el efecto
antioxidante y antimicrobiano de diferentes extractos naturales de aceites esenciales,
vegetales, semillas, frutas y especias. Sin embargo, la mayoria de estas
investigaciones se realizan en modelos in vitro y en raras ocasiones se extrapolan a
modelos alimenticios (Fisher y Phillips, 2006). En este sentido, el uso de extractos
naturales de especias y cascara de frutos, con actividad antioxidante y antimicrobiana
puede servir como una alternativa a la utilizacion de conservadores quimicos,
permitiendo prolongar la vida util de la carne cruda de pollo almacenada en

condiciones de refrigeracién a 4 £ 1°C.



Objetivos
General

Evaluar el efecto de la actividad antioxidante y antimicrobiana de extractos naturales
en la conservacion de la carne de pollo almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias.

Especificos

1. Determinar la capacidad antioxidante de los extractos de orégano (Origanum
vulgare), tomillo (Thymus vulgaris), albahaca (Ocimum basilicum L.) y cascara de
naranja (Citrus sinensis, variedad valencia), cascara de mandarina (Citrus
reticulata), cascara de mango (Mangifera indica cv. Ataulfo) y cascara de guayaba

(Psidium guajava L.) obtenidos por maceracion o ultrasonido.

2. Evaluar la inhibicion de Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y Pseudomonas
fluorescens causada por los extractos de orégano (Origanum vulgare), tomillo
(Thymus vulgaris), albahaca (Ocimum basilicum L.) y cascara de naranja (Citrus
sinensis, variedad valencia), cascara de mandarina (Citrus reticulata), cascara de
mango (Mangifera indica cv. Ataulfo) y cascara de guayaba (Psidium guajava L.),

obtenidos por maceracién o ultrasonido.

3. Seleccionar los tres extractos naturales con la mejor actividad antioxidante y
antimicrobiana, y cuantificar su contenido de fenoles, flavonoides, capacidad
antioxidante y antimicrobiana a diferentes concentraciones (50, 37.5, 25.5y 12.5

mg mL1), para evaluar la concentracién mas efectiva en la carne de pollo.

4. Analizar el efecto de los tres extractos naturales en la oxidacioén de lipidos, recuento
microbiolégico (cuenta total viable, Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp), pH y

color (L*, a*, b*) en carne de pollo almacenada 4 + 1 °C durante 15 dias.
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CAPITULO I. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y ANTIOXIDANTE DE
EXTRACTOS NATURALES DE PLANTAS EN PRODUCTOS CARNICOS

M. Rosas Espejel, * D. Hernandez Sanchez, ** R. G. Cruz Monterrosa, *** R. Pinto
Ruiz, **** M. M. Crosby Galvan, * M. C. Ybarra Moncada, ***** A. Ley de Coss****

* Programa de Ganaderia, Colegio de Postgraduados, Texcoco, Estado de México.
** Programa de Ganaderia, Colegio de Postgraduados, Texcoco, Estado de México.
Correo electronico: sanchezd@-colpos.mx.

***  Departamento de Ciencias de la Alimentacion, Universidad Auténoma
Metropolitana, Campus Lerma, Estado de México.

**** Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad Autonoma de Chiapas, México.
*rrkk Programa de Maestria en Ciencias y Tecnologia Agroalimentaria, Departamento
de Ingenieria Agroindustrial, Universidad Autbnoma Chapingo, Estado de México.

1.1. RESUMEN

La demanda de productos carnicos de calidad, saludables y seguros esta en
constante aumento, por ello se busca reemplazar el uso de conservadores sintéticos
por compuestos naturales de plantas que sean saludables y permitan prolongar la
vida de anaquel de los productos carnicos. La carne y los productos carnicos son ricos
en proteinas y dependiendo del tipo de musculo, contienen cantidades y proporciones
variables de triglicéridos y fosfolipidos. La principal causa de deterioro de la carne es
el ataque por diferentes tipos de microorganismos o la oxidacion de los lipidos, lo cual
puede ocurrir durante el almacenamiento. Algunos conservadores sintéticos como el
2,6-di-terbutil-4-metilfenol  (BHT), ter-butil-4- hidroxianiasol (BHA) vy ter-
butilhidroxiquinona (TBHQ) se estan restringiendo ya que se ha comprobado por
medio de estudios toxicolégicos que en animales experimentales causan lesiones
estomacales, hemorragias y desarrollo de tumores carcinogénicos. Numerosos
extractos de plantas han sido investigados por su actividad antioxidante y
antimicrobiana, como extractos de aceites esenciales (EO), frutas, vegetales y
especias. Los EO y otros extractos de las plantas son los principales responsables de
las actividades antimicrobianas en plantas, hierbas y especias, se ha documentado
gue son antimicrobianos efectivos contra varios patégenos transmitidos por los

alimentos. Las frutas y verduras son una de las fuentes mas ricas de polifenoles
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naturales. Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios capaces de inhibir
0 retrasar los procesos de oxidacion. Otro grupo de compuestos fendlicos, los
flavonoides, son conocidos por su actividad antimicrobiana, sintetizados por las
plantas como respuesta a infecciones microbianas. Algunas investigaciones, han
demostrado el uso efectivo de extractos naturales con actividad antimicrobiana y
antioxidante en la preservacion de la calidad de la carne de pollo, cerdo y res, debido
a su capacidad de inhibir el crecimiento microbiano y retrasar los procesos de

oxidacion de lipidos.

Palabras clave: carne, conservacion, vida Util, gram-positivas, gram-negativas



CHAPTER I. ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF NATURAL
EXTRACTS OF PLANTS IN MEAT PRODUCTS

1.2. ABSTRACT

The demand for quality, healthy and safe meat products is constantly increasing,
therefore, the use of synthetic preservatives is being replaced for natural plant
compounds that are healthy and allow to prolong the shelf life of meat products. Meat
and meat products are rich in protein and depending on the type of muscle, contain
varying amounts and proportions of triglycerides and phospholipids. The main cause
of deterioration of the meat is the attack by different types of microorganisms or the
oxidation of lipids, which can occur during storage. Some synthetic preservatives such
as 2, 6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), tert-butyl-4-hydroxyanisole (BHA) and tert-
butylhydroxyquinone (TBHQ) are being restricted since it has been proven through
toxicological studies that in experimental animals cause stomach lesions,
hemorrhages and development of carcinogenic tumors. Numerous plant extracts have
been investigated for their antimicrobial and antioxidant activity, such as extracts from
essential oils (EO), fruits, vegetables and spices. The EO and other plant extracts are
principally responsable for antimicrobial activities in plants, herbs and spices, have
been documented to be effective antimicrobials against several foodborne pathogens.
The fruits and vegetables are one of the richest sources of natural polyphenols.
Phenolic compounds are secondary metabolites capable of inhibiting or delaying
oxidation processes. Another group of phenolic compounds, the flavonoids, are known
for their antimicrobial activity, synthesized by plants in response to microbial infection.
Some researches have demonstrated the effective use of natural extracts with
antimicrobial and antioxidant activity in the preservation of the quality of chicken, pork
and beef meat, due to its ability to inhibit microbial growth and delaying lipid oxidation

processes.

Key words: meat, conservation, shelf-life, gram-positive, negative-gram



1.3. INTRODUCCION

La oxidacion de lipidos y el crecimiento microbiano propician la degradacion de la
carne y disminuyen su vida de anaquel (Zhang et al., 2016). Conservadores sintéticos
como el Butilhidroxianisol (BHA), Butilhidroxitolueno (BHT), Terbutil Hidroxiquinona
(TBHQ) y galato de propilo sirven para reducir el crecimiento microbiano y prolongar
la vida de anaquel de la carne, pero se ha demostrado que exhiben efectos negativos
contra la salud como alergias, intoxicaciones, problemas digestivos, insomnio e

incluso cancer (Sharma et al., 2017).

La demanda de productos carnicos de calidad, saludables y seguros esta en
constante aumento, por ello diversas investigaciones en alimentos analizan
sustancias de origen natural capaces de sustituir a los productos sintéticos utilizados
para extender la vida util de los alimentos (Gravador et al.,, 2014). Las hierbas y
especias, las cuales son una parte importante en la dieta del humano, han sido
utilizadas por afios en la medicina tradicional y para mejorar el sabor, color y aroma

de los alimentos.

Algunos extractos de plantas con propiedades antioxidantes y antimicrobianas se han
utilizado para reducir la oxidacion de lipidos y la contaminacién en los productos
carnicos prolongando su vida de anaquel (Luciano et al., 2017), estas propiedades
son atribuidas a los compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, lecitinas, entre

otros, presentes en los extractos o aceites esenciales de las plantas.

Varios estudios han publicado la capacidad antioxidante y el contenido fendlico de
algunas especias, entre ellas, el clavo, canela y orégano son las especias y hierbas
con mayor actividad antimicrobiana, sus aceites esenciales contienen compuestos
guimicos como carvacrol, cinamaldehido y eugenol (Radha et al., 2014). En este
sentido, el uso de extractos naturales de plantas con actividad antioxidante y
antimicrobiana es una alternativa al uso de conservadores quimicos, permitiendo

prolongar la vida de anaquel de los productos céarnicos.



1.4. ALTERACIONES EN LOS PRODUCTOS CARNICOS DURANTE SU
ALMACENAMIENTO

La preservacion de productos carnicos involucra un conjunto de tratamientos que
buscan prolongar la vida util de éstos, manteniendo, en el mayor grado posible, sus
atributos de calidad, incluyendo color, textura, sabor y valor nutritivo. Este proceso
implica diferentes escalas de conservacion, desde periodos cortos, dados por
métodos domésticos de coccidén y almacenamiento en frio, hasta periodos muy
prolongados, dados por procesos industriales estrictamente controlados como es el

caso de la congelacion y la deshidratacion (Rodriguez, 2011).

La carne y los productos carnicos son ricos en proteinas y dependiendo del tipo de
musculo, contienen cantidades y proporciones variables de triglicéridos y fosfolipidos
(Ponnampalam et al., 2017). La estabilidad de almacenamiento de la carne se puede
ampliar con sistemas de envasado oportuno o por la adicion exégena de antioxidantes

(Siripatrawan y Harte, 2010).

La principal causa de deterioro de la carne es el ataque por diferentes tipos de
microorganismos (bacterias, levaduras y mohos) o la oxidacion de los lipidos, lo cual
puede ocurrir durante el almacenamiento en refrigeracion de estos productos (Zhang
et al., 2016). La oxidacion de los lipidos inicia en los &cidos grasos insaturados de los
tejidos y es una de las mayores causas de la pérdida de vida de anaquel de la carne,
lo cual se relaciona con pérdidas en la calidad de producto tales como sabor, color,
textura y valor nutricional (Devalkal et al., 2014). Ademas, la carne y los productos
carnicos frecuentemente se contaminan con microorganismos durante el proceso de
sacrificio y procesamiento del producto, provocando cambios indeseables en las
caracteristicas de calidad de la carne, relacionadas con bacterias acido lacticas,
principales organismos relacionados con la descomposicion de los productos carnicos
(Doulgeraky et al., 2012).

Los factores que afectan la sobrevivencia y el crecimiento microbiano se clasifican en:
1) Factores implicitos y microbianos (microorganismos presentes, velocidad de
crecimiento, efectos sinérgicos, etc.), 2) Factores intrinsecos, aquellos factores
guimicos y fisicos que actuan dentro del alimento (nutrientes, pH, actividad de agua,

presencia de conservadores y otras sustancias antimicrobianas, microestructura, etc.)
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y 3) Factores extrinsecos (temperatura, humedad relativa, presion parcial de oxigeno,
etc.) (Rodriguez, 2011).

1.5. CONSERVADORES SINTETICOS

Dentro de los contaminantes no intencionales se pueden encontrar componentes
naturales del propio alimento, toxinas producidas por alguna bacteria, productos
derivados del procesamiento del alimento y de la contaminacion ambiental,
contaminantes que resultan del manejo del alimento como pesticidas Yy fertilizantes
entre otros. Por otro lado, los aditivos se afiaden de manera intencional para preservar
0 mejorar las caracteristicas del alimento. Los conservadores se adicionan con el
propdsito de evitar la oxidacibn de grasas y controlar el crecimiento de

microorganismos, y pueden ser quimicos o naturales.

Con la evolucién de la ciencia de alimentos han surgido muchos compuestos quimicos
con actividad antimicrobiana. El agente antimicrobiano mas antiguo es la sal de mesa,
la cual se sigue utilizando en la actualidad para conservar productos carnicos. En el
siglo XX se dieron grandes avances en la conservacion de alimentos por medio de
agentes quimicos. Fue entonces cuando empezaron las revisiones de dafios a la

salud que cada agente podria causar (Rodriguez, 2011).

Los conservadores sintéticos mas populares son derivados de las estructuras
fendlicas o los que tengan un grupo fendlico dentro de la configuracion de su
estructura molecular. Entre los fendlicos mas frecuentemente usados como
antioxidantes son los derivados de las estructuras, 2,6-di-terbutil-4-metilfenol (BHT),
el terbutil-4-hidroxianiasol (BHA), ter-butilhidroxiquinona (TBHQ). La estabilidad
térmica de los antioxidantes sintéticos es baja, sobre todo porque estos productos
fueron disefiados para proteger a las grasas y aceites en el ambiente o temperaturas
relativamente bajas. Sin embargo, el calentamiento que se aplica a los productos
representa un estrés térmico que puede afectar seriamente la eficacia de los
antioxidantes sintéticos tales como BHA, BHT, BHQ, EQ; cuando se afiaden antes y

/ o durante la coccion o procesamiento (Méndez et al., 2006).

Los antioxidantes tienen que poseer las siguientes propiedades: a) ser efectivos a
bajas concentraciones (0.001-0.02 %); b) no mostrar desarrollo de sabor, olor y color

cuando son adicionados; ¢) ser compatibles con el alimento; d) ser de facil aplicacion;
J



e) tener estabilidad bajo las condiciones del proceso y/o el almacenamiento del

alimento; f) no tener efectos toxicoldgicos (Hui, 2010).

En los Estados Unidos de Norteamérica el uso de los conservadores esta sujeto a
regulacion por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, siglas en inglés), al
igual que en México por la Norma Oficial NMX-F-252 SCFI-2005. Sin embargo, a la
fecha los conservadores sintéticos se estan restringiendo ya que se ha comprobado
por medio de estudios toxicologicos que en animales experimentales causan lesiones
estomacales, hemorragias y desarrollo de tumores carcinogénicos (Sharma et al.,
2017).

1.6. EXTRACTOS NATURALES CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA'Y
ANTIOXIDANTE

Las plantas han sido utilizadas desde tiempos muy antiguos para aromatizar
alimentos y bebidas, y con propdsitos medicinales en la cura y prevencion de
enfermedades. Se estima que en el planeta existen entre 250,000 a 500,000 especies
de plantas y solo una décima parte de estas ha sido explorada. Hay mas de 1,340
plantas con compuestos antimicrobianos definidos. En los ultimos afios varios
estudios se han conducido a evaluar las propiedades antimicrobianas y antioxidantes
de extractos naturales de aceites esenciales (EO), frutas y vegetales. Los EO son un
grupo de terpenoides, sesquiterpenos y posiblemente diterpenos con diferentes
grupos de hidrocarburos alifaticos, acidos, alcoholes, aldehidos y ésteres aciclicos
(Fisher y Phillips, 2006). Junto con otras sustancias son los principales responsables

de las actividades antimicrobianas en plantas, hierbas y especias.

Varios investigadores han propuesto que la accion antimicrobiana de los EO puede
atribuirse a su habilidad de penetrar a través de la membrana bacteriana al interior de
la célula y mostrar una actividad inhibitoria en las propiedades funcionales y lipofilicas

de la célula (Guinoiseau et al., 2010).

Sin embargo, la actividad antimicrobiana de los OE ha sido consistentemente ligado
a compuestos fendlicos tales como carvacrol, eugenol y timol (Barbosa et al., 2009).
Los compuestos fendlicos pueden alterar la membrana celular que da lugar a la
inhibicién de propiedades funcionales de la célula, y eventualmente causa la fuga del

contenido interno de esta. Los mecanismos de accidon pueden relacionarse con la
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capacidad de los compuestos fendlicos para alterar la permeabilidad celular
microbiana, dafio de las membranas citoplasmatica, interferir con el sistema de
generacion de energia celular (ATP) e interrumpir la fuerza motriz del protén (Burt,
2004).

Se ha documentado que los aceites esenciales son antimicrobianos efectivos contra
varios patdgenos transmitidos por los alimentos, incluyendo E. coli O157: H7,
Salmonella Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes, Campylobacter y otros
(Callaway et al., 2011).

Friedman et al. (2002) probaron 96 EO y 23 compuestos del aceite, contra
Campylobacter jejuni, E. coli O157: H7, L. monocytogenes y Salmonella enterica y
encontraron que 27 EO presentaban alguna actividad inhibitoria contra los cuatro
géneros bacterianos. Los aceites de raiz de jengibre (Zingiber officinale), jazmin
(Jasminum), semilla de zanahoria (Daucus carota), semilla de apio (Apium
graveolens) y naranja amarga (Citrus aurantium) presentaron efecto inhibitorio en C.
jejuni; los aceites de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Origanum vulgare), canela
(Cinnamomum verum), laurel (Laurus nobilis), clavo de olor (Syzygium aromaticum),
toronjil (Melissa officinalis) y pimienta de jamaica (Pimenta dioica) tuvieron efecto
inhibitorio sobre E. coli O157: H7; los aceites de laurel, clavo de olor, orégano, canela,
pimienta de jamaica y tomillo inhibieron a L. monocytogenes); finalmente, los aceites
de orégano, canela, clavo de olor, pimienta de Jamaica, laurel y mejorana (Origanum
majorana), fueron efectivos contra S. enterica. Los compuestos de cinamaldehido,
carvacrol, benzaldehido, citral, timol y eugenol tuvieron actividad contra los 4

microorganismos.

Cherrat et al. (2014) evaluaron la actividad antimicrobiana de EO de laurel y mirto
(Myrtus communis) contra varios patogenos transmitidos por alimentos. Los OE
inhibieron el crecimiento de todas las bacterias, sin embargo, el EO de laurel mostré
una actividad mayor en comparacion con el de mirto. En general ambos EO fueron
mas activos contra gram-positivas que contra gram-negativas. La bacteria menos
resistente a ambos EO fue S. aureus, y las cepas mas resistentes fueron L.
monocytogenes entre las gram-positivas y E. coli O157: H7 entre las cepas gram-

negativas. De igual manera, Skandamis et al. (2002) reportan que los EO de clavo de
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olor, orégano, romero y tomillo tienen alta actividad inhibitoria, particularmente contra

las bacterias gram-positivas en comparacion con gram-negativas.

En un estudio realizado por Flavia et al. (2008) se prob¢ el efecto antimicrobiano del
OE obtenido de la hoja de guayaba (Psidium guajava), contra microorganismos como

Salmonella spp y S. aureus los cuales fueron inhibidos por dicho aceite.

Los EO de albahaca (Ocimum basilicum), apio, clavo de olor, cilantro (Coriandrum
sativum), ajo (Allium sativum), tomillo blanco (Thymus mastichina), cebolla (Allium
cepa), orégano, perejil (Petroselinum sativum), romero, salvia (Salvia officinalis) y
tomillo son efectivos para inhibir el crecimiento de Brochothrix thermosphacta,
Escherichia coli, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Pseudomonas putida,
Salmonella typhimurium y Shewanella putrefaciens, ademas presentan actividad
antioxidante, reduciendo en algunos casos hasta el 50 % de los radicales libre. Esta
actividad antimicrobiana y antioxidante puede deberse a la presencia de compuestos

como carvacrol, timol y eugenol (Teixeira et al., 2013).

El EO de eucalipto (Eucalyptus) es efectivo en la disminucion del crecimiento de S.
aureus, H. influenzae, S. agalactiae, S. pyogenes y S. pneumoniae (Elaissi et al.,
2012). El EO del limén (Citrus aurantifolia) inhibe el crecimiento de bacterias gram-
positivas como S. aureus, B. subtilis y S. epidermidis, debido a la presencia de [3-
pineno (12.6 %), limoneno (53.8 %), y-terpineno (16.5 %), terpinoleno (0.6 %), a-
terpineol (0.4 %) y citral (2.5 %) (Costa et al., 2014). El EO de comino (Cuminum
cyminum) presenta una buena actividad antioxidante en comparacion con otros
antioxidantes sintéticos (BTH y BHA), ademas tiene un amplio espectro sobre
bacterias como B. cereus, B. subtilis, S. aureus, S. epidermis, E. coliy P. aeruginosa,
gracias a la presencia de compuestos como Timoquinona y P-cimeno (monoterpeno)
(Singh et al., 2014). El OE del jugo de zanahoria tiene actividad antimicrobiana en
bacterias como L. monocytogenes, S. aureus, S. enteritiditis, Salmonella typhi, E. coli,

Shigella dysenteriae y Aspergillus niger.

Las frutas en general son una buena fuente de antioxidantes, debido a que son ricas
en polifenoles. Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios capaces de
inhibir o retrasar los procesos de oxidacién. Estos compuestos consisten de un grupo

hidroxil (-OH) unido directamente a un grupo de hidrocarburos aromaticos. Los
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nameros y las posiciones del -OH (que estan vinculados al anillo aromatico) en
relacion con el grupo funcional carboxilo determinan la capacidad de las actividades
antioxidantes de cada material vegetal. Basados en la estructura de los anillos
aromaticos, los compuestos fendlicos se clasifican en &cido fenodlico (acidos
hidroxibenzoico e hidroxicinamico), flavonoides (antocianinas, flavonoles, flavonas,
isoflavonas), taninos diterpernos (hidrolizables y taninos condensados), estilbenos,
curcuminoides, cumarinas, lignanos, quinonas, y otros (alcaloides fendlicos,

terpenoides fendlicos, aceite volatil (Quifiones et al., 2012).

La actividad antimicrobiana que presentan los extractos naturales de frutas, también
esta relacionada con la presencia de compuestos fendlicos. Debido a la adsorcion de
estos en la membrana celular provocando su ruptura y la salida del contenido celular,

ademas de la generacion de hidroperoxidos a partir de polifenoles (Negi, 2012).

Se ha reportado que el concentrado de jugo de limén (Citrus limon), lima acida (Citrus
aurantiifolia) y de arandano (Vaccinium muyrtillus) inactivan a E. coli O157:H7, L.
monocytogenes, y Salmonella spp (Nogueira et al., 2003; Enache y Chen, 2007).
También se ha probado la actividad antibacteriana del extracto de jamaica (Hibiscus
sabdariffa) contra microorganismos como S. enterica, E. coli O157:H7 y L.
monocytogenes siendo Salmonella y Listeria las mas susceptibles a éste (Du et al.,
2009).

El extracto de cascara de granada (Punica granatum) mostré una excelente actividad
antioxidante al obtener valores de los radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) de
4.9 yg mL1, mientras que el Butilhidroxitolueno (BHT) tuvo un valor 21.2 ug mL, lo
gue indica que este antioxidante natural es mas fuerte. Adicionalmente, presento
actividad inhibitoria contra S. aureus y B. cereus con una concentracion inhibitoria
minima de 0.01 % (Kanatt et al., 2010).

Benitez et al. (2011) evaluaron la actividad antimicrobiana y antioxidante de extractos
de seis cascaras de frutos: mandarina (Citrus reticulata), naranja (Citrus sinensis),
limén (Citrus aurantifolia), pomelo (Citrus grandis), mango (Mangifera indica) y
guayaba. Los extractos acuosos de las cascaras presentaron una actividad
antioxidante mayor a la del té verde (Camellia sinensis) (control), excepto la cascara

de guayaba que presenté una actividad similar a la del control. Para determinar la
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actividad antibacteriana los extractos se evaluaron frente a dos cepas gram-negativas
y dos cepas gram-positivas. Los extractos de mango y guayaba presentaron actividad
a una concentracion de 35 mg de extracto puro frente a E. coli. Frente a Enterococcus
faecalis tanto el extracto de cascara de mango y guayaba presentaron actividad a una
concentracion de 35 mg. Frente a S. aureus solo el extracto de mango presentd

actividad antibacteriana a una concentracion de 700 mg.

Moo-Huchin et al. (2015) estudiaron los componentes antioxidantes y la actividad
antioxidante de tres frutos tropicales de Yucatan, México, la manzana estrella morada
(Chrysophyllum cainito L.), anacardo amarillo y anacardo rojo (Anacardium
occidentale). Los tres frutos presentaron un buen contenido de fenoles (695.1 + 47.3,
633.2 + 22.2, 13,16.8 + 45.7 mg de GAE 100 g*' en PS, respectivamente), sin
embargo, la cascara de anacardo rojo mostré6 un mayor contenido en comparacion
con las otras cascaras de frutas analizadas. Se identificaron seis componentes
fendlicos: acido ferulico, acido caféico, acido sinapico, acido galico, acido elagico y

miricetina.

Es importante mencionar que un factor critico en el manejo de extractos naturales es
Su proceso de extraccion, ya que de esto depende su calidad en términos de
concentracion de compuestos y su poder antioxidante. Existen varias técnicas para
recuperar los extractos de las plantas, como la extraccién de Soxhlet, maceracion,
extraccion con fluidos supercriticos, extraccion con agua subcritica y extraccion
asistida por ultrasonido. En general, el material vegetal es limpiado, secado y molido
en polvo fino seguido de extraccion con solvente. Se han usado diferentes solventes,
ya sea por separado o0 en combinacion, como etanol absoluto, etanol al 90 %, etanol

al 70 %, acetona, metanol, hexano y agua (Biswas et al., 2012; Shah et al., 2014).

1.7. EXTRACTOS NATURALES COMO CONSERVADORES EN LA CALIDAD DE
LA CARNE

La industria céarnica, utiliza diferentes conservadores sintéticos, con el fin de reducir
la oxidacion de lipidos y el crecimiento microbiano durante el almacenamiento de la
carne, llevando a un retraso de deterioro que permita aumentar su vida de anaquel
(Devatkal y Naveena, 2010). Sin embargo, estos aditivos quimicos, han sido
relacionados con propiedades téxicas y cancerigenas (Sharma et al., 2017).
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Debido a la preocupacion que esto ha generado, los consumidores exigen cada vez
mas el uso de productos naturales como conservadores alternativos en los alimentos
(Biswas et al., 2012). Algunas investigaciones, han demostrado el uso efectivo de
extractos naturales con actividad antimicrobiana y antioxidante en la preservacion de

la calidad de la carne de pollo, cerdo y res.

Radha et al. (2014) y Zhang et al. (2016) evaluaron el efecto antimicrobiano y
antioxidante de diferentes extractos de especias como: clavo de olor (Syzygium
aromaticum), canela (Cinamomum cassia) orégano (Origanum vulgare), mostaza
negra (Brassica nigra), clavo (Eugenia caryophyllata) y romero (Rosemarinus
officinalis) en la vida de anaquel de la carne de pollo cruda almacenada durante 15
dias a 4 °C, encontrando que la adicion de los extractos de estas especias en 1 %
p/v, retras6 eficazmente el crecimiento microbiano de Pseudomonas spp.,
Enterobacteriaceae, bacterias acido-lacticas y cuenta total viable (CTV), asi mismo,
se redujo la oxidacion de lipidos y se mantuvieron y/o mejoraron los atributos
sensoriales. Sin embargo, el efecto de conservaciéon mas fuerte en ambos estudios
se logro al combinar los extractos de clavo de olor, canela y orégano (0.33 %-0.33 %-
0.33 % p/v) y los extractos de clavo y romero (0.5 %-0.5 % p/v), extendiendo la vida
de anaquel aproximadamente 6 dias en comparacion con la vida Gtil de las muestras

control.

El uso de aceites esenciales como agentes antimicrobianos en la carne de pollo ha
sido evaluado en diferentes investigaciones. El aceite de tomillo en una concentracion
del 5 % plv, limit6 significativamente el crecimiento de E. coli y bacterias acido lacticas
(BAL), disminuyendo el contenido microbiano total hasta en un 50 % en comparacion
con las muestras de control en la carne de pollo cruda almacenada durante tres

semanas a 4°C (Fratianni et al., 2010).

Los aceites esenciales también han sido evaluados en combinacién con otros
meétodos de conservacion, como el uso peliculas biodegradables, atmdsferas

modificadas (MAP) y diferentes condiciones de refrigeracion y congelacion.

Pavelkova et al. (2014) compararon el efecto del acido Etilendiaminotetracético
(EDTA), el aceite de romero y el aceite de tomillo sobre la calidad microbiologica de

la pechuga de pollo empacada al vacio a 4 °C por un periodo de 18 dias. Los aceites
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de orégano (2.0 % p/v) y tomillo (2.0 % p/v) presentaron mayor eficacia en
comparacion con las muestras control y las muestras adicionadas con EDTA al 1.50
% p/p, al disminuir la CTV de 4.72 log UFC g en el dia cero a 3.68 y 4.05 log UFC g
1 en el dia 18, no encontrando diferencia significativa entre estos dos tratamientos
(p<0.05). En el caso de las Enterobacteriaceae el rango fue de 0 log UFC g en el
primer diaa 5.66 y 5.60 log UFC g* al dia 18, para las muestras control y las muestras
empacadas al vacio; el tratamiento con EDTA en el dia tres presenté un conteo de
3.09 log UFC g%, las muestras adicionadas con los aceites mantuvieron el rango de
0 log UFC g? durante todo el periodo de almacenamiento. De acuerdo con los
resultados obtenidos, los tratamientos con aceite de orégano y tomillo empacados al
vacio extienden la vida de anaquel del producto de 8 a 9 dias en comparacion con las

muestras control.

Ravishankar et al. (2009) publicaron un estudio en donde utilizaban peliculas de
manzana que contenian diferentes concentraciones de carvacrol y cinamaldehido
(ingredientes activos del aceite de orégano y el aceite de canela, respectivamente)
para envolver pechugas de pollo y evaluar su efecto en la disminucién de
microorganismos patdégenos asociados a las Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETAS). En comparacion con las peliculas control, las que contenian
carvacrol y cinamaldehido mostraron una fuerte inhibicién de E. coli O157:H7, S.
enterica y L. monocytogenes después de 72 horas de almacenamiento a 4 °C. Se
utilizaron tres concentraciones de carvacrol y cinamaldehido (3, 1.5 y 0.5 %),
obteniendo mejores resultados en las peliculas con mayor concentracion (3 %), ya
gue el carvacrol indujo la reduccién en aproximadamente 3 log UFC g de S. enterica
y E. coli O157:H7, y el cinamaldehido en 2.8 y 1.2 respectivamente, para ambas
bacterias. En el caso de L. monocytogenes, el carvacrol indujo la reduccion en 2.2 log
UFC g! de S. enterica y 0.2 log UFC g de E. coli O157:H7. A pesar, de que los
resultados son satisfactorios y que en general el carvacrol exhibié una actividad mas
fuerte contra los microorganismos estudiados, los autores recomiendan un mayor
estudio de las propiedades sensoriales de los productos tratados con estos

ingredientes.

En una investigacion similar, se evaluaron biopeliculas de manzana y tomate que

contenian 0.5y 0.75 % de carvacrol o cinamaldehido, demostrado que la adicién de
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0.5 % de estos aceites esenciales vegetales en las peliculas protegieron de manera
eficaz a la carne de pollo contra los patdgenos bacterianos y el deterioro, a la vez
mejoraron las propiedades sensoriales de los alimentos. Sin embargo, el panel de
degustacion indic6 una mayor preferencia por el pollo recubierto con la pelicula de
tomate que contenia carvacrol sobre el recubrimiento de manzana correspondiente.
También hubo una mayor preferencia por las peliculas de manzana que contenian
cinamaldehido sobre la correspondiente envoltura que contenia carvacrol (Du et al.,
2012).

El uso de MAP en combinacion con el aceite de orégano ha demostrado tener buenos
efectos en la preservacion de la calidad de la carne de pollo a 4 °C durante 25 dias.
La combinacién de aceite de orégano al 0.1 % p/p y una MAP de 30 % de CO2/70 %
de N2y 70 % de CO2/ 30 % de Nz, permitié extender la vida de anaquel del producto
de 5 a 6 dias (sin afectar sus caracteristicas sensoriales) ya que la poblacion

microbiana se redujo de 1 a 5 log UFC g (Chouliara et al., 2007).

Otros extractos evaluados debido a su actividad antimicrobiana y antioxidante en la
calidad de la carne de pollo y sus derivados son el extracto de cacao (Theobroma
cacao), el aceite de naranja (Citrus sinensis), residuos de la industria vinicola, semillas
de naranja (Citrus sinensis), limén (Citrus limon) y toronja (Citrus paradisi), extractos
de céscara de platano (Musa paradisiaca) y cascara de zapote (Manilkara zapota) en
carne cruda (Hassan y Fan, 2005; Nannapaneni et al., 2009; Selani et al., 2011;
Adeyemi et al., 2013; Devatkal et al., 2014), asi como, jugo de granada (Punica
granatum) en empanadas, semillas de durazno (Prunus persia) en carne molida y
extracto de romero (Rosmarinus officinalis) en nuggets (Naveena et al., 2008; Yogesh
y Ali, 2014; Teruel et al., 2015).

En la carne de cerdo también se han evaluado diferentes extractos naturales. Shan
et al. (2009) reportan los efectos antioxidantes y antimicrobianos de la canela
(Cinnamomum verum), el orégano (Origanum vulgare), el clavo de olor (Syzygium
aromaticum), la cascara de granada (Punica granatum) y los extractos de semilla de
uva (Vitis vinifera) en carne cruda de cerdo a temperatura ambiente (~20 °C). Los
resultados mostraron que los cinco extractos son efectivos contra L. monocytogenes,

S. aureus y Salmonella enterica, asi mismo, aumentaron la estabilidad del cerdo crudo

17



frente a la oxidacidén de lipidos. El clavo de olor fue el mas eficaz para retardar la

oxidacion de los lipidos e inhibir a los microorganismos.

Aunado a lo anterior, otras investigaciones han utilizado de manera efectiva en la
carne de cerdo cruda extractos de romero (Rosmarinus officinalis L.), orégano
(Origanum vulgare L.), hoja de mostaza (Brassica juncea), té verde (Camellia
sinensis) y menta (Mentha spicata) (Hernandez- Hernandez et al., 2009; Mi-Ai et al.,
2010; Biswas et al., 2012).

Algunos extractos utilizados en subproductos de esta carne son por ejemplo: extracto
de olivo (Olea europaea L.) en carne cocida (DeJong y Lanari, 2009); aceite de romero
(Rosmarinus officinalis L.) y tomillo (Thymus) en mortadela (Viuda-Martos et al.,
2010); extracto de romero (Rosmarinus officinalis L.) y toronjil (Melissa officinalis L.)
en empanadas cocinadas empacadas en MAP (Lara et al., 2011); extracto de té verde
(Camellia sinensis) y romero (Rosmarinus officinalis L.) en salchichas (Jongberg et
al., 2013); extractos de té verde (Camellia sinensis), algas marinas (Ulva lactuca y
Ulvarigida), semillas de uva (Vitis vinifera) y castafio (Castanea sativa) en empanadas
de cerdo (Lorenzo et al., 2014); extractos de cereza (Prunus cerasus L.) y grosella

negra (Ribes nigrum L.) en salchichas (Nowak et al., 2016).

La carne de res, también ha sido expuesta al tratamiento de extractos naturales con
el fin retrasar su proceso de degradacion. Rojas y Brewer (2008) evaluaron el efecto
del extracto de romero (0.02 %), orégano (0.02 %) y semilla de uva (0.02 %) en carne
cruda de res envasada al vacio y almacenada durante 4 meses a -18 °C. Concluyendo
gue la adicion de estos extractos redujo significativamente el proceso de oxidacion
lipidica sin alterar las caracteristicas sensoriales del producto, los valores de TBARS
de las muestras con semilla de uva y orégano disminuyeron hasta en un 12 % en

comparacién con las muestras control.

Los aceites esenciales (EO) extraidos de la naranja (Citrus sinensis) han demostrado
ser eficaces en la inhibicion de bacterias como E. coli O157: H7 y Salmonella spp
presentes en la carne de res cruda. Pittman et al. (2011) aplicaron mediante
pulverizacién (a una tasa de 3.79 L min't) los CEO a concentraciones de 3y 6 % en
la superficie de diferentes trozos de carne. Estos redujeron significativamente

(p<0.05) la concentracion de ambos microorganismos durante un periodo de 90 dias,
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con una reduccion inicial de aproximadamente 1.4 unidades logaritmicas. Kim et al.
(2013) evaluaron diez extractos de vegetales de hoja verde en una concentracion del
0.1y 0.5 % p/p en carne de res molida almacenada durante 12 dias a 4 °C, asi mismo,
compararon la actividad antioxidante de los extractos vegetales con BHT (0.1 y 0.5
%), utilizando el método de TBARS. Concluyendo que la adicién de estos extractos
redujo significativamente (p<0.05) el proceso de oxidacion lipidica. La carga
microbiana de CTV, Coliformes y BAL disminuy0 significativamente en las muestras
tratadas con los extractos, obteniendo una reduccién mayor en el tratamiento al 0.1
%.

Otros extractos evaluados en la carne de res cruda y sus subproductos son: extracto
de oliva (Olea europaea L.) en carne cocida, extracto de hoja de loto (Nelumbo
nucifera) en carne fresca y extracto de cascara de granada (Punica granatum) en

albéndigas (DeJong y Lanari, 2009; Turgut et al., 2017).
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CAPITULO II. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA EN
EXTRACTOS DE ESPECIAS Y CASCARA DE FRUTOS OBTENIDOS POR
MACERACION O ULTRASONIDO

2.1. RESUMEN

Los extractos de frutas y especias son conservadores naturales debido a su actividad
antioxidante (AA) y antimicrobiana (AM). El estudio tuvo como obijetivo evaluar la AA
y AM de extractos de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris),
albahaca (Ocimum basilicum L.) y cascara de naranja (Citrus sinensis, variedad
valencia), mandarina (Citrus reticulata), mango (Mangifera indica cv. Ataulfo) y
guayaba (Psidium guajava L.), obtenidos por maceracion (MC) o ultrasonido (US).
Los fenoles (FE) y flavonoides (FL) se cuantificaron con el método de Folin-Ciocalteu
y colorimétrico, respectivamente. La AA se determind con el método DPPH. La AM
de los extractos se evaluod frente a Salmonella Typhimurium (ST), Escherichia coli
(EC) y Pseudomonas fluorescens (PF) con el método de difusiébn en agar. Se
implement6 un disefio factorial con asignacion completamente al azar. Los datos se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas de Tukey. Los extractos de
tomillo obtenidos por US o MC tuvieron la mayor cantidad de FE (p<0.05) (71.46 y
64.87 mg de acido galico g PS, respectivamente). El mayor (p<0.05) contenido de
FL se registro en los extractos de mango y tomillo procesados por US con 39.12 y
38.90 mg de quercetina g' PS, respectivamente. El extracto de guayaba obtenido por
US tuvo mayor (p<0.05) AA. La mejor (p<0.05) inhibicién de ST se present6 con los
extractos de mango y tomillo obtenidos por US, y EC fue inhibida (p<0.05) con los
extractos de tomillo, mango y guayaba obtenidos por ambos métodos;
adicionalmente, PF fue inhibida (p<0.05) por los extractos de albahaca (MC y US) y
tomillo por US. En general, el mayor contenido de FE, FL y AA, e inhibicion bacteriana
se obtuvo con los extractos obtenidos por US. De los siete extractos naturales
obtenidos por MC o US, los extractos de tomillo, cascara de mango y cascara de
guayaba por US, tuvieron la mejor (p<0.05) AA y AM. Estos resultados muestran ser
efectivos contra la oxidacion y el crecimiento microbiano, lo cual permite abrir diversas

lineas de investigacion para utilizarse en la conservacion de alimentos.

Palabras clave: patdégenos, alimentos, radicales libres, inhibicion bacteriana.
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CHAPTER II. ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY IN EXTRACTS OF
SPICES AND PEELS OF FRUITS OBTAINED BY MACERATION OR
ULTRASOUND

2.2. ABSTRACT

Fruit and spice extracts are natural preservatives due to their antioxidant (AA) and
antimicrobial (AM) activity. The objective of the study was to evaluate the AA and AM
of extracts of oregano (Origanum vulgare), thyme (Thymus vulgaris), basil (Ocimum
basilicum L.) and orange peel (Citrus sinensis, valencia variety), mandarin (Citrus
reticulata), mango (Mangifera indica cv. Ataulfo) and guava (Psidium guajava L.),
obtained by maceration (MC) or ultrasound (US). Phenols (FE) and flavonoids (FL)
were quantified with the Folin-Ciocalteu and colorimetric method, respectively. AA was
determined with the DPPH method. The AM of the extracts was evaluated against
Salmonella Typhimurium (ST), Escherichia coli (EC) and Pseudomonas fluorescens
(PF) with the agar diffusion method. A factorial design with completely randomisation
was implemented. The data were subjected to an analysis of variance (ANOVA) and
Tukey's tests. The thyme extracts obtained by US or MC had the highest amount of
FE (p<0.05) (71.46 and 64.87 mg of gallic acid g PS, respectively). The highest
(p<0.05) content of FL was recorded in the mango and thyme extracts processed by
the US with 39.12 and 38.90 mg of quercetin g PS, respectively. The guava extract
obtained by US had higher (p<0.05) AA. The best (p<0.05) inhibition of ST was
presented with the extracts of mango and thyme obtained by US, and EC was inhibited
(p<0.05) with the extracts of thyme, mango and guava obtained by both methods;
additionally, PF was inhibited (p<0.05) by basil extracts (MC and US) and thyme by
US. In general, the highest content of FE, FL and AA, and bacterial inhibition was
obtained with the extracts obtained by US. Of the seven natural extracts obtained by
MC or US, the extracts of thyme, mango peel and guava peel by US, had the best
(p<0.05) AA and AM. These results show to be effective against oxidation and
microbial growth, which allows opening various lines of research to be used in food

preservation.

Keywords: pathogens, food, free radicals, bacterial inhibition.
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2.3. INTRODUCCION

Numerosos extractos de plantas son investigados por su actividad antioxidante (AA)
y antimicrobiana (AM), como es el caso de los extractos de aceites esenciales,
vegetales, frutas y especias (Lara et al., 2011). Los aceites esenciales y otros
extractos de las plantas son responsables de la AM en plantas, hierbas y especias;
ademas, esta documentado su efecto antimicrobiano contra patdégenos transmitidos
por alimentos, incluyendo Escherichia coli, Salmonella spp, Staphylococcus aureus y

Listeria monocytogenes (Callaway et al., 2011).

Las frutas y especias son fuentes ricas en polifenoles. Estos compuestos son
metabolitos secundarios capaces de inhibir o retrasar los procesos de oxidacién (Zuo
et al.,, 2002). Los flavonoides son compuestos fendlicos conocidos por su AM,
sintetizados por las plantas en respuesta a infecciones microbianas (Gérniak et al.,
2019). Diversas investigaciones demuestran el uso efectivo de extractos naturales
con AAy AM en la preservacion de la calidad de alimentos, debido a su capacidad de
inhibir el crecimiento microbiano y retrasar los procesos de oxidacion de lipidos y
proteinas. Algunos extractos naturales se han estudiado en la conservacion de carne,

leche, queso, pescado y vegetales, entre otros (Chibane et al., 2018).

Existen diversas técnicas para obtener extractos naturales; sin embargo, la eleccion
del método de extraccibn mas adecuado permite optimizar el rendimiento, la calidad
y la concentracion de los compuestos extraidos, maximizando su capacidad
antioxidante y antimicrobiana (Shah et al., 2014). El objetivo de este estudio fue
evaluar la AA y AM de siete extractos naturales de especias y cascara de frutos

obtenidos por maceracion (MC) o ultrasonido (US).
2.4. MATERIALES Y METODOS
2.4.1. Ubicacion

La investigacion se realizdé en el laboratorio de Nutricion Animal del Posgrado en
Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en Montecillo,

Texcoco, Estado de México.
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2.4.2. Materiales

Las especias de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris), albahaca
(Ocimum basilicum L.) y los frutos de naranja (Citrus sinensis, variedad valencia),
mandarina (Citrus reticulata), mango (Mangifera indica cv. Ataulfo) y guayaba
(Psidium guajava L.) fueron adquiridos en un supermercado local de la ciudad de
Texcoco, Estado de México. Las muestras se seleccionaron de manera visual con
color y tamafio homogéneo. Se trasladaron al laboratorio bajo condiciones asépticas
a una temperatura de 8 °C. Se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso. Las
especias y cascara de los frutos se liofilizaron a -50 °C y 0.035 mBar (Labconco,

FreeZone, USA). Posteriormente se molieron en un mortero.
2.4.3. Obtencién de extractos de especias y cascara de frutos
2.4.3.1. Extractos obtenidos por maceracion

La extraccion por maceracion (MC) se realizé con lo descrito por Ramful et al. (2011),
con modificaciones. Se pesaron 0.5 g de muestras secas y pulverizadas se colocaron
en un tubo de plastico de 50 mL con tap6n de rosca y se agreg6 5.0 mL de etanol al
95 % (J.T. Baker, México). Luego se agit6 el tubo durante 1 min en vortex y se dejo
reposar por 12 h a 4 °C. Posteriormente se centrifugé a 2,265 g por 15 min, el
sobrenadante se recuper6 en un tubo de 50 mL y se almacené a -20 °C. Se afiadieron
5 mL de etanol al 95 % a la fase sélida obtenida en la centrifugacion y se repitio el
mismo procedimiento para la segunda extraccién. Los sobrenadantes de las dos
extracciones se recolectaron y almacenaron a -20 °C, protegidos de la luz, hasta su

uso para la determinacion de la actividad antioxidante (AA) y antimicrobiana (AM).
2.4.3.2. Extractos obtenidos por ultrasonido

La extraccién por ultrasonido (US) se realiz6 con el método descrito por Marghitas et
al. (2007), con modificaciones. Se pesaron 0.5 g de muestras secas y pulverizadas
en tubos de plastico de 50 mL con tapdén de rosca y se agreg6 5.0 mL de etanol al 95
%. Luego se agitaron durante 1 min en vortex y se sometieron a sonicacion en un
bafio de US (Autoscience, As 2060B, USA) con hielo por 15 min. Posteriormente, se
hizo la centrifugacién a 2,265 g por 15 min, el sobrenadante se decant6é en un tubo
de plastico de 50 mL y se almacené a -20 °C. Se afiadieron 5 mL de etanol al 95 % a

28



la fase solida obtenida en la centrifugacion y se repitio el procedimiento para realizar
una segunda extraccion. Los sobrenadantes de las dos extracciones se colectaron en
un tubo de plastico de 50 mL y se almacenaron a -20 °C, protegido de la luz, hasta la
determinacién de la AA'y AM.

2.4.4. Contenido total fendlico

El contenido total de fenoles en los extractos se determind con el reactivo Folin-
Ciocalteu (Sigma Aldrich, México), con base en la metodologia descrita por Ramful et
al. (2011), con modificaciones. Se tomo6 una alicuota de 250 pL del extracto en un
tubo de vidrio de 10 mL y se afadieron 3.5 mL de agua destilada, luego se agregaron
250 pL de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, México). La mezcla se agit6 en un vortex
durante 1 min, y se dej6 reposar durante 3 min en oscuridad a temperatura ambiente
(25 °C). Posteriormente se agregé 1 mL de carbonato de sodio (Na2COs; Merck,
México) al 20 %. La mezcla se incub6 en bafio maria a 40 °C por 40 min en oscuridad,
y se midié la absorbancia a 685 nm en un espectrofotometro (Cary E, Varian, USA).
Se utiliz6 acido gélico (Merck, México) como estandar para elaborar la curva de
calibracion. Los resultados se expresaron en mg de acido galico por gramo de
muestra en peso seco (mg GAE g PS).

2.4.5. Contenido total de flavonoides

El contenido total de flavonoides de los extractos se determindé con el método
colorimétrico descrito por Ramful et al. (2011), con modificaciones, usando quercetina
(Sigma Aldrich, México) como estandar. Se colocaron 2.5 mL de extracto en un tubo
de vidrio de 10 mL y se afiadieron 150 pL de nitrato de sodio (NaNOs; J.T. Baker,
México) al 5 %. La solucion se mezcld y se dejoé reposar en oscuridad a temperatura
ambiente (25 °C) durante 5 min. Posteriormente, se agregaron 150 pL de cloruro de
aluminio (AICls; Merck, México) al 10 %, después de 1 min se afiadié 1 mL de solucion
de hidroxido de sodio (NaOH; J.T. Baker, México) 1 M. La solucion se mezclé y se
midio la absorbancia en un espectrofotometro (Cary E, Varian, USA) a 510 nm. Los
resultados se reportaron como mg de quercetina por gramo de muestra en peso seco
(mg QE g* PS).
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2.4.6. Actividad antioxidante (AA) de los extractos

La actividad antioxidante (AA) se determiné con el método del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) descrito por Zhang et al. (2014), con modificaciones. Se mezclo
0.5 mL del extracto de especias o céscara de frutos con 0.5 mL de metanol (J.T.
Baker, México), y se agregaron 3.0 mL de solucion de DPPH (Sigma Aldrich, México).
La mezcla se agitd en vortex durante 1 min y se dejo reposar a temperatura ambiente
(25 °C) por 30 min la oscuridad. Luego se midié la absorbancia a 517 nm con un
espectrofotometro (Cary E, Varian, USA). Se utiliz6 Trolox (Sigma Aldrich, México)

como estandar para la curva de calibracion.

El porcentaje de inhibicion de DPPH se calcul6 con la siguiente féormula (Mariem et
al., 2014):

Abscontrol - Absmuestra

% de inhibicion = hs x 100
control

donde: Abscontrol €S la absorbancia del testigo y Absmuestra €S la absorbancia de la

muestra.
2.4.7. Actividad antimicrobiana (AM)
2.4.7.1. Cepas microbianas

Las cepas de Salmonella Typhimurium (ST; ATCC 14028) y Escherichia coli (EC;
ATCC 25922) se obtuvieron del Laboratorio de Bacteriologia Médica de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional. La cepa de
Pseudomonas fluorescens (PF; CDBB-B1243) se obtuvo de la Coleccion Nacional de

Cepas Microbianas y Cultivos Celulares, ubicados en la Ciudad de México.

Las cepas de EC y PF se replicaron en frascos de vidrio de 150 mL con caldo soya
tripticaseina (CST; BD Bioxon, México) adicionando 15 % de glicerol (Sigma, México)
y se incubaron a 37 y 28 °C, respectivamente, por 24 h. La cepa de ST se sembro en
caldo nutritivo (CN; BD Bioxon, México) con 15 % de glicerol y se incub6 a 37 °C por
24 h. Posteriormente, se tomdé 1 mL de cultivo de los frascos que presentaron
crecimiento y se coloc6 en viales Eppendorf de 2 mL, previamente esterilizados,

elaborando 10 viales de cada cepa como stock. Cada vial se identificé con el nombre
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de la cepa, clave y fecha de elaboracion, y se almacenaron a -20 °C en un
ultracongelador (Thermo Scientific®, modelo 88500A61, USA).

Las cepas de trabajo o control de calidad se obtuvieron de uno de los viales
preservados a -20 °C y bajo condiciones asépticas. El contenido de los viales con EC
y PF, se deposit6 en frascos de vidrio de 100 mL que contenian 50 mL de medio CST,
fueron incubados por 24 h a 37 y 28 °C, respectivamente; posteriormente se
sembraron por estria en placa con agar soya tripticaseina (AST; Bioxon, México). En
ST se realiz6 el mismo procedimiento utilizando CN e incubando a 37 °C por 24 h,
sembrandose por estria en placa con agar nutritivo (AN; Bioxon, México). Las cajas
de Petri se identificaron con el nombre del microorganismo inoculado, la fecha de

siembra y se colocaron en refrigeracion a 4 °C.
2.4.7.2. Actividad antimicrobiana por difusion en agar

La AM de los extractos se determind por triplicado usando el método de difusion en
agar para detectar la inhibicién del crecimiento de ST, EC y PF, de acuerdo con lo
descrito por Radha et al. (2014), con modificaciones. Los cultivos de EC y PF, se
inocularon en AST (BD Bioxon, México) y ST en AN (BD Bioxon, México),
posteriormente se colocé un disco de 6 mm de diametro de papel Whatman® 541
impregnado con 0.1 mL de cada extracto de especias o cascara de frutos. Las placas
se incubaron a 37 °C para STy EC, y a 28 °C para PF, durante 24 h. La AM se evalu6
midiendo con un Vernier (Scala, México) la zona de inhibicion, correspondiente al
didmetro de la zona que mostré visiblemente la ausencia de crecimiento microbiano
y que incluye el disco de 6 mm. Como control se utilizaron discos similares de papel
Whatman impregnados con 0.1 mL de agua destilada. La poblacion bacteriana en
todos los medios utilizados como inéculo fue mayor a 108 UFC mL™.

2.4.8. Andlisis y modelo estadistico

Se implement6 un disefio factorial 2x7 con asignacién completamente al azar, los
factores corresponden a método de extraccion y extracto natural, con 2 y 7 niveles,
respectivamente. Se ensayaron 14 tratamientos con tres repeticiones y la unidad

experimental consistié del extracto natural a una concentracion de 50 mg mL™.
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Los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) para determinar la
significancia de los efectos factoriales. Se aplico prueba de Tukey (p<0.05) para
comparar el efecto de los tratamientos sobre las variables respuesta. Se utiliz6 el
programa estadistico SAS® Version 9.1 (SAS, 2003). Adicionalmente, se realizé un
analisis de componentes principales (ACP) usando el software Minitab version 19,
para evaluar conjuntamente todas las variables medidas en cada extracto y

determinar los tres extractos naturales con mejor AA'y AM.
2.5. RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1. Contenido total fendlico

El Cuadro 1 presenta las concentraciones de fenoles (FE) en los extractos de
especias y frutos evaluados en este estudio. Se observé efecto de interaccion
(p<0.05) entre el extracto (E) y el método de extraccion (ME), implicando que el
contenido de FE en los E depende del ME. Los FE retrasan o inhiben los procesos de
oxidacion y poseen propiedades antimicrobianas, estan presentes en cereales, frutos
secos, especias, verduras y frutas (Gutiérrez-Grijalva et al., 2016), de ahi el interés
de los tratamientos evaluados en el presente estudio. La AA de estos fitoquimicos se
debe a su capacidad redox, al actuar como agentes reductores, donadores de

hidrogeno, inhibidores de oxigeno (Mariem et al., 2014).

El efecto de los extractos de tomillo obtenidos por ultrasonido (US) o maceracion (MC)
y el extracto de mango obtenido por US resulté significativamente superior (p<0.05) a
los demas tratamientos sobre el contenido de FE, con los niveles mas altos. Estos
tratamientos superaron al extracto de guayaba procesado por US, el cual tuvo el
segundo nivel mas alto de estos metabolitos secundarios. En un estudio realizado por
Koksal et al. (2017) reportan que el contenido de FE en el extracto de tomillo cambi6
de 256.0 a 158 mg GAE g*! PS, cuando este se obtiene con agua o etanol,
respectivamente. Estos valores resultan altos comparados con la cantidad de FE
cuantificados en este estudio. En contraste, Roby et al. (2013) reportan valores
inferiores a los obtenidos en este estudio (8.10, 7.30, 6.15 4.75 mg GAE g PS)
usando extractos con metanol, etanol, éter etilico y hexano, respectivamente. En el
tomillo se identifican compuestos fendlicos como los acidos 3,4-dihidroxibenzoico,
protocatéquico, 5-O-caffeoylquinic, cafeico y rosmarinico (Martins et al., 2015).
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Cuadro 1. Contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante de siete

extractos naturales obtenidos por maceracion y ultrasonido (Media = DE).

Método de Contenido de Contenido de Actividad
extracciéon (ME) / fenoles, mg de flavonoides, mg antioxidante,
Extracto (E) acido galico g'* de quercetinag®* % de inhibicién
Maceracion
Oregano* 23.17 £ 0.12def9 13,75+ 0.02" 37.61 £ 0.15f
Tomillo® 64.87 £0.132 36.37 +0.07° 49.50 + 0.10P
Albahaca® 26.86 + 0.13de 16.95 + 0.07° 3.82+0.10
Cascara de 17.71 £ 0.12%9 9.06 +0.03 5.65 + 0.10'
naranjaX
Cascara de 16.53 £ 0.13¢ 8.76 + 0.04 10.62 +0.12"
mandarina®
Cascara de 50.89 * 0.14b¢ 31.13 £ 0.06° 39.86 £ 0.13¢
mango'®
Cascara de 43.89 £ 0.17¢ 19.56 £ 0.07¢ 39.11 £ 0.158f
guayaba®
Ultrasonido
Oregano 26.11 +0.034 & f 14.92 + 0.049 43.27 +0.124
Tomillo 71.46 £ 0.112 38.90 + 0.082 50.21 +0.08P
Albahaca 29.21 + 0.05¢ 20.86 + 0.05¢ 7.49+0.12
Céascara de 20.69 +0.03% "9  13.18 + 0.04" 6.84 + 0.14
naranja
Céascara de 19.39 + 0.09¢F 9 11.90 + 0.03' 19.89 + 0.13¢
mandarina
Céscara de 66.47 + 0.062 39.12 + 0.052 47.11 + 0.15°¢
mango
Céascara de 55.05 + 0.06° 21.91 + 0.09¢ 70.41+ 0.102
guayaba
Efecto factorial Nivel de significancia observado (P)
ME <0.0001 <0.0001 <0.0001
E <0.0001 <0.0001 <0.0001
MEXE 0.0021 <0.0001 <0.0001

* En peso seco. ¥*Oregano (Origanum vulgare), £Tomillo (Thymus vulgaris), ®Albahaca (Ocimum
basilicum L.), *Cascara de naranja (Citrus sinensis, variedad valencia), ®PCascara de mandarina
(Citrus reticulata), Cascara de mango (Mangifera indica, cv. Ataulfo), ®*Céascara de guayaba
(Psidium guajava L).

abedefghii: |jterales distintas en la misma columna indican diferencias (p<0.05).
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El contenido de FE en semilla y cascara de mango oscila de 54.67 a 117 mg GAE g
1 (Soong y Barlow, 2004; Ajila et al., 2007) y el contenido de estos metabolitos
cuantificados en la cascara de mango (66.47 mg GAE g PS) en este estudio estan
dentro de estos valores. La presencia de estos compuestos bioactivos en la cidscara
y semilla del mango le confieren alta AA y en especial por ser altos en FE, como la

guercetina, mangiferina, acido 3,4-dihidroxibenzoico y xantonas (Dorta et al., 2012).

Las variaciones en el perfil fendlico de los extractos evaluados con los reportados en
la literatura se pueden relacionar con cambios en las condiciones de crecimiento de
las especies vegetales (suelo, clima, precipitacion, altitud), variacidbn genética,
métodos de cosecha y métodos de extraccion, entre otros; los cuales modulan el
contenido y calidad de estos fitoquimicos (Naghdi Badi et al., 2004; Biswas et al.,
2014).

Se observo una tendencia relacionada con la cantidad de FE. La cantidad de FE en
el mismo extracto fue mayor cuando se utilizé US en lugar de MC (Cuadro 1); esto
sucedio6 en todos los materiales analizados (cascara de frutos y especias), en donde
la cantidad de estos metabolitos aumentd desde 8 hasta 30 %. Al respecto, en el
extracto de tomillo obtenido por US la cantidad de FE fue mayor a la obtenida con MC

en un 10 %.

Lo anterior, podria deberse a la ruptura de las paredes celulares producida por la
cavitacion acustica con la técnica de US, intensificando la transferencia de masa y
mejorando el efecto de penetracion del disolvente en el tejido vegetal (Ammer et al.,
2017). Caso contrario ocurre en la técnica por MC, donde se presenta una resistencia
a la transferencia de masa, por lo que hay menor eficiencia y bajo rendimiento de
extracciéon (Jadhav et al., 2009). En general, la duracion del proceso de US es inferior
a 1 h, pero el rendimiento de extracciéon es de 6 % a 35 % mayor al obtenido mediante
técnicas tradicionales como MC, en donde el tiempo de extraccion es de 12 horas o
mas (Vilkhu et al., 2008; Jabbar et al., 2014).

2.5.2. Contenido total de flavonoides

El Cuadro 1 presenta la cantidad de flavonoides (FL) determinada en los extractos de
especias y frutos evaluados en este estudio. Se observé efecto de interaccion
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(p<0.05) entre el extracto (E) y el método de extraccion (ME), implicando que el

contenido de FL depende del efecto simultaneo E y ME.

Los extractos de mango y de tomillo obtenidos por US presentaron mejor (p<0.05)
nivel de FL y no presentaron diferencia entre si (p>0.05), pero difirieron (p<0.05) de
los extractos de tomillo y mango obtenidos por MC. El menor (p<0.05) contenido de
estos metabolitos se observo en los extractos de naranja y mandarina obtenidos por

MC, los cuales resultaron similares entre ellos (p>0.05).

El contenido de FL determinados en mango en este estudio fue superior al observado
por Robles-Sanchez et al. (2011), quienes reportan valores de 16.9+0.9y 11.2 +0.2
mg QE 100 g* en fruto completo y en fruto cortado del mango variedad Ataulfo,
respectivamente. De manera similar, Ajila et al. (2010) reportan 0.101 a 0.392 mg de
FL g! de cascara de mango, donde quercetina y kaempferol son los FL mas

importantes en la cascara de este fruto.

En el tomillo se reportan valores de FL entre 44.2 y 36.6 mg de quercetina por gramo
de muestra en peso seco (mg QE g PS) cuando el extracto se obtiene con agua y
etanol, respectivamente (Koksal et al., 2017), valores similares a los observados en
este estudio cuando se extraen por MC o US. Los FL identificados en esta especie
pertenecen a las flavonas, flavonoles y flavanonas, como quercetin 3-O-rutinoside,

guercetin 3-O-glucoside, luteolin 7-O-glucoside y eridictyol (Martins et al., 2015).

Los FL son uno de los compuestos fendlicos mas importantes y se identifican mas de
6,000 compuestos de este grupo (Mariem et al., 2014; Radha et al., 2014). Son de
importancia por poseer amplio espectro de actividad bioldgica, donde se incluye
potente AA y AM.

Estos metabolitos secundarios tienen la capacidad de eliminar los radicales libres,
incluidos los radicales hidroxilo, peréxido y superoéxido, y pueden formar complejos
con iones metalicos cataliticos que los hacen inactivos (Embuscado, 2015). También
pueden inhibir las enzimas lipoxigenasa y ciclooxigenasa, las responsables del
desarrollo de la rancidez oxidativa en los alimentos (Chen et al., 2017), lo cual ofrece
otras lineas de investigacion para estos compuestos, como su uso en alimentos

funcionales.
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El método de extraccion empleado influy6 en la cantidad de FL, la técnica de US tuvo
mejor eficiencia que MC, en los siete extractos analizados. En el tomillo por US la
cantidad de FL fue mayor a la obtenida con MC en un 6 %. En los materiales vegetales
analizados la cantidad de FL aument6 entre 5y 45 % cuando se obtuvieron por US.
Las diferencias pueden deberse a los mecanismos de accion y caracteristicas de

ambos métodos, las cuales fueron descritas anteriormente.
2.5.3. Actividad antioxidante (AA) de los extractos

La actividad antioxidante (AA) de los extractos evaluados se muestra en el Cuadro 1.
Se detecto efecto (p<0.05) de interaccidn para la AA causada por la fuente de extracto
(E) y el método de extraccidon (ME). La AA de un extracto natural puede estar
influenciada por el ME utilizado, ya que el procedimiento de extraccion influye en la

composicion del extracto (Shah et al., 2014).

El extracto de guayaba obtenido por US presenté 70 % de inhibicién, con la mayor
AA (p<0.05). Los extractos de tomillo obtenidos por US y MC mostraron niveles de
inhibicién cercanos al 50 %, sin diferencia (p>0.05) entre estos. En contraste, los

extractos de albahaca y de cascara de naranja registraron la menor (p<0.05) AA.

El método de DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) permite determinar la captacion
de radicales libres por un antioxidante y funciona como radical libre organico estable;
cuando es captado y transformado a DPPH-H, la solucién cambia de color purpura a
amarillo y este viraje se relaciona con la disminucién de la absorbancia a 517 nm
(Abozed et al., 2014; Radha et al., 2014).

Congruente con los resultados obtenidos en este estudio, la literatura reporta valores
de inhibicion del 70 y 78 % en pulpa de guayaba procesada en extracto etandlico
(Wolf y Sylo, 2018) o en acetona (Melo et al., 2008), respectivamente. La capacidad
antioxidante de la guayaba se relaciona con el alto contenido de antioxidantes
naturales, dentro de los cuales se describen las antocianinas (delphinidin-3-O-
glucoside y cyanidin-3-O-glucoside), flavonoides (myricetin-3-O-arabinoside,
myricetin-3-O-xyloside y isorhamnetin-3-O-galactopyranoside), proantocianinas,

sesquiterpenos y triterpenos (Flores et al., 2015).
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En el tomillo se reporta una AA con 52 % de inhibicion evaluada mediante DPPH
(Embuscado, 2015), resultado similar al observado en este estudio cuando el extracto
de la especia se obtuvo por US (50 %) o MC (49 %). La AA de esta especia se atribuye
al contenido de &cidos fendlicos (4cido galico, cafeico, y rosmarinico), timol, carvacrol
diterpenos fendlicos y flavonoides (luteolina y apigenina) (Leal et al., 2017).

La AA en extractos naturales se relaciona con la presencia de diferentes metabolitos
secundarios que pueden incluir FE, quinonas, FL, carotenoides y terpenos (Yashin et
al.,, 2017). Generalmente contienen un grupo hidroxilo (-OH) unido a un grupo
hidrocarburo aromatico. Los numeros y las posiciones del -OH vinculados al anillo
aromatico, en relacién con el grupo funcional carboxilo, determinan la capacidad
antioxidante (Falowo et al., 2014). Nayak et al. (2015) atribuyen el nivel de AA de los
fitoquimicos a la genética, el medio ambiente (ubicacion) y las condiciones de
crecimiento (humedad, fertilizacion, plagas y enfermedades, etc.), asi como a los

meétodos de procesamiento y almacenamiento de frutas, verduras y especias.

En este estudio, se observd una tendencia en relacion a la AA. La AA en el mismo
extracto fue mayor cuando se obtuvo por US en comparacién con MC (Cuadro 1). La
causa probablemente esta en la extraccion por US, la cavitacion acustica rompe las
paredes celulares y agiliza la transferencia de masa del analito desde la fase sélida a
la fase liquida (solvente) (Garcia-Salas et al., 2010), en consecuencia, se logran
tiempos de extraccibn mas cortos, contribuyendo a evitar la degradacion de los
metabolitos y preservar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Chemat et
al., 2017). Caso contrario ocurre con métodos tradicionales como el MC, donde la
temperatura ambiente y el tiempo prolongado requerido para la extraccion propician

extractos con AA baja (Ngamwonglumlert et al., 2015).
2.5.4. Actividad antimicrobiana (AM) de los extractos

Los extractos (E) evaluados presentaron diferencia (p<0.05) en la inhibicion de
Salmonella Typhimurium (ST), Escherichia coli (EC) y Pseudomonas fluorescens (PF;
Cuadro 2). Se observo efecto de interaccion entre extracto (E) y método de extraccion
(ME) para la inhibicion de Salmonella, esta interaccion puede deberse a que el ME
influye en la cantidad y calidad de metabolitos obtenidos en el extracto, factores

relacionados con su actividad biologica, como la AM.
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Cuadro 2.

Inhibiciobn bacteriana de siete extractos naturales obtenidos por

maceracion o ultrasonido (Media £ DE).

Método de

extraccion

(ME)/Extracto (E)

Diametro de inhibicion, mm

Pseudomonas
fluorescens

Salmonella

. i Escherichia coli
Typhimurium

Maceracién
Oregano¥* 10.33 + 0.06%¢ 12.67 + 0.06"° 9.00 + 0.00bcd
Tomillo® 15.33 + 0.09° 18.89 + 0.022 9.67 + 0.07b¢
Albahaca® 10.67 + 0.06¢ 13.67 = 0.06° 10.33 £ 0.032b
Céscara de 8.00 + 0.00¢ 11.33 £0.06>¢4  8.00 + 0.03¢
naranja*
Céscara de 8.00 £ 0.00¢ 8.89 + 0.02¢ 8.00 + 0.03¢
mandarina®
Céascara de 16.78 + 0.08° 17.89 + 0.042 8.33 + 0.07bcd
mango'€
Céascara de 14.67 = 0.06P° 18.22 +0.072 8.00 + 0.03¢
guayaba®

Ultrasonido
Oregano 11.00 + 0.00¢ 13.00 * 0.06P¢ 10.00 + 0.03P-cd
Tomillo 19.22 + 0.042 20.00 £ 0.032 10.33 + 0.062P
Albahaca 12.33 + 0.06¢4 14.00 + 0.00° 11.33 £ 0.062
Céscara de 8.20 + 0.00¢ 12.00 + 0.00>¢¢  8.20 + 0.03¢
naranja
Cascara de 8.20 + 0.00¢ 9.67 + 0.06¢° 8.20 + 0.09¢d
mandarina
Céscara de 19.89 + 0.082 18.33 £ 0.092 9.00 + 0.03¢d
mango
Céascara de 15.89 + 0.07° 18.22 + 0.072 8.30 + 0.06°d
guayaba

Efecto factorial Nivel de significancia observado (P)
ME <0.0001 0.1441 0.0013
E <0.0001 <0.0001 <0.0001
MEXE 0.0008 0.9980 0.6740

¥Oregano (Origanum

vulgare), £Tomillo (Thymus vulgaris), ®Albahaca (Ocimum basilicum L.),

*Cascara de naranja (Citrus sinensis, variedad valencia), ®PCascara de mandarina (Citrus reticulata),

Céascara de mango (Mangifera indica, cv. Ataulfo), ®Cascara de guayaba (Psidium guajava L).

abcde:| jterales distintas en la misma columna indican diferencias (p<0.05).
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El extracto de mango y el extracto de tomillo obtenidos por US, tuvieron el mejor
(p<0.05) efecto en la inhibicion de ST y no presentaron diferencia entre ellos (p>0.05).
EC tuvo la mayor (p<0.05) inhibicién con los extractos de tomillo, mango y guayaba
obtenidos por US o MC. Los extractos de tomillo obtenido por US y albahaca
procesado por US o MC redujeron en mayor grado (p<0.05) el crecimiento de PF, sin

diferencia entre estos.

Akthar et al. (2014) reportan al tomillo como un inhibidor de Listeria monocytogenes,
E. coli, Bacillus cereus, S. aureus, P. aeruginosa y S. Typhimurium, debido a su
contenido de timol, linalol y carvacrol. En albahaca, se reporta la inhibicion de
Brochothrix thermosphacta, E. coli, Listeria innocua, L. monocytogenes,
Pseudomonas putida, S. Typhimurium y Shewanella putrefaciens, por la presencia de

metabolitos como terpineno y estragol (Kumara et al., 2016).

La guayaba también inhibe el crecimiento de S. aureus, Bacillus cereus, Salmonella
y E. coli, por la presencia de aceites esenciales, FL, saponinas, nerolidol, 3-sitosterol

y acido ursolico (Biswas et al., 2014).

La presenciay el nivel de concentracion de diferentes compuestos fitoquimicos como
FE, FL, alcaloides, saponinas, taninos, terpenos, carvacrol y timol, entre otros, han
sido reconocidos como la fuente potencial de actividades antimicrobianas en

materiales vegetales (Sharma et al., 2012).

En este trabajo, el rango de inhibicion para ST aumento6 desde 2 hasta 25 %, para EC
desde 2 hasta 9 % y para PF desde 2 hasta 11 %, en los extractos obtenidos por US
vs MC. Lo cual puede estar asociado a los mecanismos de accion, rendimientos de
FE y FL, la temperatura y tiempos cortos de extraccion con la técnica de US (Chemat
et al., 2017). Muchos compuestos naturales son sensibles a luz y temperatura, y en
la técnica de MC, los fitoquimicos pueden degradarse por los tiempos de extraccion

prolongados (Thongson et al., 2004).

La AM de los compuestos fendlicos involucra diferentes modos de accion, pueden
alterar la permeabilidad de las células, dafar las membranas citoplasmaticas,
interferir con el sistema de generacion de energia (ATP) y alterar la fuerza motriz del
proton (Calo et al., 2015).
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Finalmente, de los siete extractos naturales obtenidos por MC o US, los extractos de
tomillo, cascara de mango y cascara de guayaba por US, presentaron la mejor AA'y
AM.

2.6. CONCLUSIONES

En general, los extractos de especias y cascara de frutos evaluados tuvieron un mayor
contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante, asi como, una mejor
inhibicion del crecimiento de Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y
Pseudomonas fluorescens, cuando fueron obtenidos por el método de ultrasonido en
comparacion con el de maceracion. De los siete extractos naturales analizados, los
extractos de tomillo, cascara de mango y cascara de guayaba por ultrasonido,
presentaron la mejor actividad antioxidante y antimicrobiana. Estos resultados
demuestran su efectividad contra la oxidacién y el crecimiento microbiano, lo cual
ofrece diversas lineas de investigacion, en la industria alimentaria como alternativa al

uso de antioxidantes sintéticos.
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CAPITULO lIl. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA DE TRES
EXTRACTOS NATURALES EN LA CONSERVACION DE LA CARNE DE POLLO

3.1. RESUMEN

Los extractos de frutas y especias son conocidas como conservadores naturales
debido a su actividad antioxidante (AA) y antimicrobiana (AM). El estudio tuvo como
objetivos: 1) Evaluar la AA y AM de los extractos de tomillo (E-TO), cascara de mango
(E-MA) y cascara de guayaba (E-GU) a diferentes concentraciones para seleccionar
la mejor; 2) Analizar el efecto de la mejor concentracion de cada extracto en la
oxidacion de lipidos, recuento microbiolégico, pH y color en la carne de pollo
almacenada a 4 = 1 °C por 15 dias; ademas de incluir un control positivo (BHT) y un
control sin ningun aditivo (C). Se cuantifico el contenido de fenoles (FE), flavonoides
(FL), AA y AM frente a Salmonella Typhimurium (ST), Escherichia coli (EC) y
Pseudomonas fluorescens (PF) de los tres extractos a las concentraciones de 50,
37.5, 25,5 y 125 mg mL?. En las muestras de carne adicionadas con la mejor
concentracion de extractos se midié la oxidacién de lipidos por el contenido de
TBARS, conteo microbiologico de cuenta total viable (CTV), Enterobacteriaceae (EN),
Pseudomonas spp (PS), pH y color (L*, a* y b*). Se utiliz6 un modelo mixto con
asignacion completamente al azar y medidas repetidas en el tiempo. El mejor (p<0.05)
efecto AA y AM de los extractos evaluados se observé con la concentracion de 50 mg
mL?t. Los valores de TBARS en la carne almacenada por 15 dias aumentaron
(p<0.05) quedando en el siguiente orden C>E-GU>BHT>E-MA>E-TO. Los recuentos
bacterianos de CTV, EN y PS en los tratamientos con E-TO y E-MA fueron inferiores
(p<0.05) a los observados en el C y BTH. Ademas, la adicion de E-TO y E-MA en la
carne de pollo se relacioné con valores de pH mas bajos (p<0.05) en comparacion
con el C y BHT. Las muestras de carne tratadas con E-TO y E-MA mantuvieron
valores mas altos (p<0.05) de L*, a* y b* durante el almacenamiento. El E-GU a una
concentracion de 50 mg mL* tuvo menor (p<0.05) efecto en la conservacion de la
carne de pollo en comparacion con el antioxidante sintético. Los E-TO y E-MA,
aplicados a una concentracion de 50 mg mL?, tienen efecto favorable en la

conservacion de la carne de pollo.

Palabras clave: alimentos, calidad, radicales libres, patdbgenos, microorganismos

alterantes.
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CHAPTER IIl. ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THREE
NATURAL EXTRACTS IN THE QUALITY OF CHICKEN MEAT

3.2. ABSTRACT

Fruit and spice extracts are known as natural preservatives due to their antioxidant
(AA) and antimicrobial (AM) activity. The study had as objectives: 1) To evaluate the
AA and AM of the extracts of thyme (E-TO), mango peel (E-MA) and guava peel (E-
GU) at different concentrations to select the best; 2) Analyze the effect of the best
concentration of each extract on lipid oxidation, microbiological count, pH and color in
chicken meat stored at 4 £ 1 °C by 15 days; in addition to including a positive control
(BHT) and a control without any additive (C). The content of phenols (FE), flavonoids
(FL), AA and AM was quantified against Salmonella Typhimurium (ST), Escherichia
coli (EC) and Pseudomonas fluorescens (PF) of the three extracts at concentrations
of 50, 37.5, 25.5 and 12.5 mg mL™?. In the meat samples added with the best
concentration of extracts, the oxidation of lipids was measured by the content of
TBARS, microbiological count of total viable count (CTV), Enterobacteriaceae (EN),
Pseudomonas spp (PS), pH and color (L*, a* and b*). A mixed model with completely
randomized allocation and repeated measures over time was used. The best (p<0.05)
AA and AM effect of the evaluated extracts was observed with the concentration of 50
mg mL1. The TBARS values in meat stored by 15 days increased (p<0.05), remaining
in the following order C>E-GU>BHT>E-MA>E-TO. The bacterial counts of CTV, EN
and PS in the treatments with E-TO and E-MA were lower (p<0.05) than those
observed in C and BTH. Furthermore, the addition of E-TO and E-MA in chicken meat
was associated with lower pH values (p<0.05) compared to C and BHT. The meat
samples treated with E-TO and E-MA maintained higher values (p<0.05) of L*, a* and
b* during storage. E-GU at a concentration of 50 mg mL* had a lower (p<0.05) effect
on the conservation of chicken meat compared to the synthetic antioxidant. The E-TO
and E-MA, applied at a concentration of 50 mg mL-1, have a favorable effect on the

conservation of chicken meat.

Keywords: food, quality, free radicals, pathogens, alteration microorganisms.
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3.3. INTRODUCCION

La carne de pollo es de las carnes de mayor consumo, debido a su alto valor
nutricional, bajo contenido de grasa y precio (Mexis et al., 2012; Skunca et al., 2018).
Sin embargo, su composicion favorece la oxidacion lipidica y el desarrollo microbiano
durante el almacenamiento afectando su calidad (Selani et al., 2011; Sharma et al.,
2012).

Los lipidos se distribuyen en el espacio intracelular y extracelular de la carne, pero
estos son quimicamente inestables y facilmente oxidables, especialmente en el
almacenamiento de la carne (Falowo et al., 2014). La oxidacion de los lipidos provoca
rancidez, formacion de olores y sabores indeseables, decoloracion, pérdida de valor
nutritivo y sensorial (Chaijan, 2008; Amaral et al., 2018), disminucion de la vida util y
la acumulacién de compuestos toxicos que perjudican la salud del consumidor
(Sampaio et al., 2012). Adicionalmente, las caracteristicas intrinsecas (nutrientes,
disponibilidad de agua y pH) y extrinsecas (sacrificio, procesamiento y
almacenamiento) de la carne, la hacen susceptible al desarrollo microorganismos
alterantes y patdégenos (Alonso et al., 2014). Los microorganismos relacionados con
la descomposicibn de la carne de aves de corral incluyen bacterias como
Pseudomonas spp, Enterobacteriaceae y Lactobacillus spp (loannis y Stratakos,
2012).

Para retardar los procesos de degradacion y prolongar la vida de anaquel, la industria
carnica ha utilizado durante afios conservadores sintéticos (Lorenzo et al., 2014)
como el Terbutil Hidroquinona (TBHQ), Butilhidroxianisol (BHA), Butilhidroxitolueno
(BHT) (Naveena et al., 2008). Sin embargo, estos compuestos se catalogan por sus
efectos negativos a la salud como alergias, intoxicaciones, problemas digestivos,

insomnio e incluso cancer (Magsood et al., 2015; Sharma et al., 2017).

En los dltimos afios, la demanda de productos céarnicos de calidad, saludables y
seguros ha aumentado (Vargas-Sanchez et al., 2014). Asi, surge la necesidad de
desarrollar nuevos métodos de conservacion. Los extractos naturales de plantas,
verduras, granos, especias Yy frutas con actividad antioxidante (AA) y antimicrobiana

(AM) son la alternativa para usarse como conservadores quimicos que permiten
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prolongar la vida de anaquel de los alimentos (Govaris et al., 2010; Shahidi y Zhong,
2010).

Los extractos de tomillo, cAscara de mango y cdscara de guayaba poseen alta AA 'y
AM, inhiben bacterias gram positivas y negativas (Vega-Vega et al., 2013; El-Hawary
y Rabeh, 2014; Fernandes et al., 2014; Sakkas y Papadopoulou, 2017). Los objetivos
de este estudio fueron: 1) Evaluar la AA y AM de los extractos de tomillo, cascara de
mango y cdscara de guayaba a diferentes concentraciones para seleccionar la mejor;
2) Analizar el efecto de la mejor concentracion de cada extracto en la oxidacion
lipidica, recuento microbiolégico, pH y color en la carne de pollo almacenada a 4 £ 1
°C durante 15 dias.

3.4. MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarroll6 en dos etapas. La primer etapa consistié en la evaluacion de
la actividad antioxidante (AA) y antimicrobiana (AM) en los extractos de tomillo (E-
TO), cascara de mango (E-MA) y cascara de guayaba (E-GU) a concentraciones de
50, 37.5, 25.5y 12.5 mg mL™* para seleccionar la mejor. En la segunda etapa se aplicé
la mejor concentracion de E-TO, E-GU y E-MA en carne de pollo almacenadaa 4 + 1
°C durante 15 dias, incluyendo dos tratamientos control, para evaluar el impacto de
los cinco tratamientos sobre la oxidacion de lipidos, recuento microbiologico, pH y

color.
3.4.1. Ubicacién

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Nutricibn Animal, perteneciente al
Posgrado de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado

en Montecillo, Texcoco, Estado de México.
3.4.2. Materiales

El tomillo (Thymus vulgaris), mango (Mangifera indica cv. Ataulfo) y guayaba (Psidium
guajava L.) se adquirieron en un supermercado local de la ciudad de Texcoco, Estado
de México. Se seleccionaron de manera visual con color y tamafio homogéneo; y

trasladaron al laboratorio bajo condiciones asépticas a una temperatura de 8 + 1 °C.
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Se mantuvieron en refrigeracién hasta su uso. Se liofilizaron a -50 °C y 0.035 mBar

(Labconco, FreeZone, USA) y posteriormente se molieron en un mortero.

Los filetes de pechuga de pollo fueron adquiridos en un expendio local de venta de
carne en la ciudad de Texcoco, Estado de México. Se llevaron al laboratorio para su

analisis bajo condiciones asépticas a temperatura de 4 £ 1 °C.
3.4.3. Obtencion de extractos naturales

Los tres extractos se obtuvieron por el método de extraccidon por ultrasonido de
acuerdo con lo descrito por Marghitas et al. (2007) con modificaciones. Se pes6 0.5 g
de muestra seca y pulverizada en un tubo de plastico de 50 mL con tapon de rosca y
se agrego6 5.0 mL de etanol al 95 %. El tubo se agit6 durante 1 min en vortex y se
sometié a sonicacién en un bafo de ultrasonido (US) (Autoscience, As 2060B, USA)
por 15 min en bafio con hielo. Posteriormente, se centrifugd a 2,265 g durante 15 min.
El sobrenadante se decantd en un tubo de plastico de 50 mL y se almacenoé a -20 °C.
La fase solida obtenida en la centrifugacion se le adicioné 5 mL de etanol al 95 % y
se repitié el procedimiento en la segunda extraccién. Los sobrenadantes de las dos
extracciones se colectaron en un tubo de plastico de 50 mL, posteriormente se
almacend a -20 °C, protegido de la luz. De cada extracto se prepararon cuatro

concentraciones (50, 37.5, 25.5y 12.5 mg mL™?) para la medir la AA y AM.
3.4.4. Andlisis de los extractos naturales
3.4.4.1. Contenido total fendlico

El contenido total de fenoles en los extractos se analizé con el reactivo Folin-Ciocalteu
(Sigma Aldrich, México), de acuerdo a lo descrito por Ramful et al. (2011), con
modificaciones. Se tomd una alicuota de 250 puL de extracto en un tubo de vidrio de
10 mL y se aiadieron 3.5 mL de agua destilada, posteriormente se agregaron 250 uL
de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, México). La mezcla se agito en un vértex durante
1 min y se dejo reposar durante 3 min en oscuridad a temperatura ambiente (25 °C).
Posteriormente se agregd 1 mL de carbonato de sodio (Na2COs; Merck, México) al 20
%. La mezcla se incub6 en bafio maria a 40 °C durante 40 min en oscuridad,
posteriormente se midio la absorbancia a 685 nm en un espectrofotometro (Cary E,
Varian, USA). Se utilizé acido géalico (Merck, México) como estandar para elaborar la
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curva de calibracion. Los resultados se expresaron en mg de acido galico por gramo

de muestra en peso seco (mg GAE g PS).
3.4.4.2. Contenido total de flavonoides

El contenido total de flavonoides de los extractos evaluados se determin6 con el
método colorimétrico descrito por Ramful et al. (2011), con modificaciones, usando
guercetina (Sigma Aldrich, México) como estandar. Se colocaron 2.5 mL de extracto
en un tubo de vidrio de 10 mL y se afladieron 150 uL de nitrato de sodio (NaNOs; J.T.
Baker, México) al 5 %. Se mezclo la solucién y se dejé reposar en oscuridad a 25 °C
por 5 min. Posteriormente se agregaron 150 uL de cloruro de aluminio (AICls; Merck,
México) al 10 %, después de 1 min se afiadié 1 mL de solucién de hidréxido de sodio
(NaOH; J.T. Baker, México) 1 M. La solucién se mezclé y se midio la absorbancia en
un espectrofotometro (Cary E, Varian, USA) a 510 nm. Los resultados se reportaron
como mg de quercetina por gramo de muestra en peso seco (mg QE g PS).

3.4.4.3. Actividad antioxidante (AA)

La AA se determind por el método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
descrito por Zhang et al. (2014) con modificaciones. Se mezclé 0.5 mL de extracto
con 0.5 mL de metanol (J.T. Baker, México) y se agregaron 3.0 mL de solucién de
DPPH (Sigma Aldrich, México). La mezcla se agitd en vortex durante 1 min y se
reposo a 25 °C por 30 min en oscuridad, posteriormente se leyé la absorbancia a 517
nm usando un espectrofotometro (Cary E, Varian, USA). Se utilizé Trolox (Sigma
Aldrich, México) como estandar para la curva de calibracion. El porcentaje de
inhibicion de DPPH se calcul6 de la siguiente manera (Mariem et al., 2014):

Abscontrol - Absmuestra

% de inhibicion = Abs x 100
control

donde: Abscontrol €S la absorbancia del testigo y Absmuestra €S la absorbancia de la

muestra.
3.4.4.4. Actividad antimicrobiana (AM)

3.4.4.4.1. Cepas microbianas
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Las cepas utilizadas fueron Salmonella Typhimurium (ATCC 14028; ST) y Escherichia
coli (ATCC 2592; EC) adquiridas en el Laboratorio de Bacteriologia Médica de la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional, asi como
Pseudomonas fluorescens (CDBB-B-1243; PF) adquirida en la Coleccion Nacional de
Cepas Microbianas y Cultivos Celulares, ubicados en la Ciudad de México. Los
cultivos de EC y PF se transfirieron en frascos de vidrio de 100 mL que contenian 50
mL de medio caldo soya tripticaseina (CST; BD Bioxon, México) y se incubaron
durante 24 ha 37 £ 1 °Cy 28 + 1 °C, respectivamente. Para ST se realizo el mismo
procedimiento utilizando caldo nutritivo (CN; BD Bioxon, México) e incubando a 37 +
1 °C por 24 h. La poblacion bacteriana en todos los medios utilizados como indculo

fue mayor a 108 UFC mL™.
3.4.4.4.2. Actividad antimicrobiana por difusion en agar

La AM de los extractos se midié por el método de difusién en agar para detectar la
inhibicion del crecimiento de ST, EC y PF de acuerdo con lo descrito por Radha et al.
(2014), con modificaciones. Se tom6 1 mL de in6culo de cada microorganismo y se
adicion6 a 10 mL de agar a una temperatura de 45 + 1 °C, la mezcla se homogeneizé
y se vertié en placa dejando solidificar. Los cultivos de EC y PF se inocularon en AST
(BD Bioxon, México) y ST en AN (BD Bioxon, México). Posteriormente, en las placas
se colocaron tres discos (6 mm de diametro de papel Whatman® 541) distribuidos de
forma homogénea y previamente impregnados con 0.1 mL de cada uno de los
extractos evaluados. Las placas se incubaron a 37 + 1 °C para STy EC, y a 28 °C
para PF, por 24 h. La AM se evalu6 midiendo con un vernier (Scala, México) el halo
de inhibicion, correspondiente al diametro de la zona que mostro visiblemente la
ausencia de crecimiento microbiano (incluye el disco de 6 mm). Se utilizaron discos

similares de papel Whatman impregnados con agua destilada estéril como control.
3.4.5. Distribucion de tratamientos en las muestras de carne

Los filetes se cortaron asépticamente y fueron asignados a uno de los cinco
tratamientos: C:. muestras control; BHT: control positivo con 0.02 % de
Butilhidroxitolueno; E-TO: tratamiento con extracto de tomillo; E-MA: tratamiento con

extracto de cascara de mango y E-GU: tratamiento con extracto de cascara de
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guayaba. Los tres extractos naturales se adicionaron a una concentracion de 50 mg

mL-1, debido a que fue la concentraciéon con mejor AA y AM.

Las muestras se sumergieron durante un minuto en las diferentes soluciones
preparadas y se escurrieron por un minuto, después de la inmersién. Se empacaron
en charolas de poliestireno (con almohadillas absorbentes) y se cubrieron con pelicula
plastica adherible. Finalmente, se almacenaron a 4 + 1 °C durante 15 dias. En el dia
0, 3,6,9, 12y 15 del almacenamiento de las muestras se midi6 la oxidacion de lipidos
por el contenido sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS), conteo
microbiolégico de cuenta total viable (CTV), Enterobacteriaceae (EN) y Pseudomonas
spp (PS), pH y color (L*, a* y b*).

3.4.6. Andlisis de las muestras de carne de pollo
3.4.6.1. Determinacion de la oxidacién de lipidos

La oxidacién de lipidos se determind mediante el contenido de sustancias reactivas
al 4cido tiobarbiturico (TBARS), de acuerdo con lo descrito por Radha et al. (2014)
con modificaciones. Se pes6 5 g de muestra de carne y se homogeneiz6 en 5 mL de
agua destilada. Posteriormente, se transfiri6 1 mL del homogeneizado de carne a un
tubo de vidrio de 5 mL y se agregaron 50 uL de Butil Hidroxitolueno (Merck, México)
al 7.2 % y 2 mL de acido tiobarbitarico (TBA)- &cido tricloroacético (TCA) (Merck,
México) (15 mM TBA- 15% TCA). La mezcla se agité en un vértex por 1 min y se
incubo en un bafio de agua en ebullicién. Se enfrié la muestra a temperatura ambiente
por 10 min y se agité en un vértex por 1 min; se centrifugd a 2,265 g por 15 min.
Finalmente, se midi0 la absorbancia del sobrenadante a 531 nm en un
espectrofotometro (STP, México). Se utilizO malondialdehido (MDA) como estandar
para la elaboracion de la curva de calibracién. Los resultados se expresaron en

miligramos de malondialdehido por kilogramo de carne de pollo (mg MDA kg).
3.4.6.2. Recuento microbioldgico

Se realiz6 el recuento microbioldgico de cuenta total viable (CTV), Pseudomonas spp

(PS) y Enterobacteriaceae (EN), de acuerdo con lo descrito por Latou et al. (2014)

con modificaciones. Se pesé asépticamente 25 g de cada muestra de carne de pollo

y se homogeneizé en 225 mL de agua peptonada estéril, posteriormente, se
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prepararon diluciones decimales seriadas. Se tomé 0.1 mL de cada diluciéon y se
extendié uniformemente sobre la superficie del agar sélido con una varilla de vidrio
previamente esterilizada. En la determinacion de CTV, se utilizé agar para métodos
estandar (BD Bioxon, México). Las placas se incubaron en forma invertida a 37 + 1
°C por 48 h. El conteo de PS se realiz6 en medio Pseudomonas agar base (Pronadisa,
México) adicionado con suplemento de cetrimida, fucidina y cefalotina a una
concentracion de 5, 5y 25 mg, respectivamente (Pronadisa, México), las placas se
incubaron a 28 + 1 °C por 48 h. Para el caso de EN, la siembra se realiz6 por vaciado
en placa; inoculandose 1 mL de cada dilucién en cajas Petri, posteriormente, se
adicion6 15 mL de agar bilis y rojo violeta con glucosa (ABRVG; BD Bioxon, México)
fundido a 45 + 1 °C, mezclandose hasta lograr una completa incorporacion del inéculo
con el medio. Una vez que el medio solidificd, se vertieron 7 mL de ABRVG (45 + 1
°C) sobre la superficie del medio inoculado, finalmente, las placas se incubaron a 37
+ 1 °C por 24 h.

Después del periodo de incubacion se examinaron visualmente las placas y se
contaron las colonias tipicas de cada medio de cultivo. EI nimero de colonias se
multiplicé por el inverso de la dilucién correspondiente y se expres6é como log UFC

(unidades formadoras de colonias) g de carne.
3.4.6.3. Determinacion de pH

El pH se midié con lo descrito por Ibrahim et al. (2011), con modificaciones. Se
pesaron 10 g de muestra y se homogeneizaron en 100 mL de agua destilada,
posteriormente, la mezcla fue filtrada. EI pH del filtrado se midié utilizando un
potenciometro Orion Star A121 (Thermo Scientific, México). El potencidmetro se
calibré a temperatura ambiente con buffer 4.0 y 7.0 (Thermo Scientific, México).

3.4.6.4. Determinacién de color

El color de las muestras se evalué utilizando un colorimetro de sensor éptico Chroma
Meter CR-410 (Konica Minolta, México) con un area de medicion e iluminacion de 11
y 53 mm de didmetro, respectivamente. Los valores se expresaron en parametros de
L* (luminosidad), a* (+ rojo/- verde) y b* (+ amarillo/- azul) en el espacio de color (Ahn
et al., 2004). Se realizaron tres mediciones en diferentes puntos sobre la superficie

en cada muestra de carne.
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3.4.7. Andlisis estadistico

En la primera etapa se implementdé un disefio completamente al azar para cada
extracto. Cada disefio unifactorial ensayo cuatro tratamientos correspondientes a las
concentraciones de 50, 37.5, 25.5 y 125 mg mL?' y cuatro repeticiones por
tratamiento. Los datos obtenidos del contenido de FE, FL, AA y AM de los tres
extractos naturales a diferentes concentraciones, se sometieron a un analisis de
varianza (ANOVA). Asimismo, se aplicé la prueba de Tukey para comparar las medias
de tratamientos utilizando el programa estadistico SAS® version 9.1 (SAS, 2003).
Adicionalmente, se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) usando el
software Minitab version 19, para evaluar conjuntamente todas las variables medidas
en cada extracto y determinar la concentracion mas adecuada para adicionarla a la

carne de pollo.

En la segunda etapa de esta investigacion se implementd un modelo mixto con
asignacion completamente al azar y medidas repetidas en el tiempo (Stroup et al.,
2018). Se ensayaron cinco tratamientos con tres repeticiones y seis mediciones en el
tiempo. Los datos obtenidos de las variables medidas en la carne se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA) para determinar los efectos de tratamientos y tiempos.
Cuando se encontré diferencia significativa (p<0.05) se realizé la prueba de Tukey-
Kramer para comparar las medias, utilizando el programa estadistico SAS® version
9.1 (SAS, 2003).

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION
3.5.1. Andlisis de los extractos naturales
3.5.1.1. Contenido total fendlico y flavonoides

El contenido de fenoles (FE) y flavonoides (FL) cuantificados en los extractos de
especias y cascara de frutos de esta investigacion se muestran en el Cuadro 3. Los
extractos de tomillo (E-TO), cascara de mango (E-MA) y cascara de guayaba (E-GU)
evaluados a su concentracion mas alta tuvieron una variacion en su contenido FE de
73.20 +0.24 a 58.12 + 0.16 mg GAE g PS. En cada extracto se presento diferencia
(p<0.05) en el contenido de FE entre las concentraciones analizadas; la cantidad mas
alta se relacioné con la mayor concentraciéon del extracto (50 mg mL™?). Los FE son
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metabolitos secundarios producidos por las plantas, generalmente responsables de

la actividad antioxidante (AA) y antimicrobiana (AM) de verduras, frutas y especias
(Mahmoudi et al., 2016).

Cuadro 3. Contenido de fenoles y flavonoides, y actividad antioxidante de tres

extractos naturales obtenidos por ultrasonido y evaluados a cuatro

concentraciones (Media + DE).

Contenido de

., Contenido de . Actividad
Concentracion flavonoides, o
fenoles, mg de antioxidante,
Extracto del extracto, <cido aali . mg de % d
mg mL? acido galico g quercetina g e ¢
L I inhibiciéon
Tomillo 50.0 73.20 £ 0.242 40.83 +0.132 51.65+0.112
375 69.30 + 0.16° 36.40 £ 0.11° 48.73 £ 0.15P
255 63.14 + 0.22¢ 29.77 £ 0.10¢ 43.16 + 0.13¢
12.5 54.71 + 0.144 21.65 + 0.15¢ 35.97 +0.10¢
Céscara de
mango 50.0 68.70 + 0.10¢ 40.13 +0.13¢ 48.60 + 0.14¢
375 64.42 + 0.14f 35.99 + 0.10f 43.26 + 0.14f
25.5 5427 +0.21¢ 26.07 + 0.09¢ 34.07 £ 0.10¢
125 44.86 + 0.19h 16.39 £ 0.15" 26.41 +0.12"
Céscara de
guayaba 50.0 58.12 + 0.16 23.98+ 0.13i 72.03 +£0.11
375 53.04 + 0.24! 19.75 + 0.16/ 65.74 £ 0.17!
255 43.80 + 0.21k 10.40 + 0.15k 56.41 + 0.15
125 34.47 + 0.15' 5.17 £ 0.10' 45.19 + 0.10

* en peso seco. Literales a-d en una misma columna son para el extracto de tomillo, e-h para el
extracto de cascara de mango e i-l para el extracto de cascara de guayaba. Literales distintas para

cada extracto en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

El contenido de flavonoides (FL) en los extractos evaluados a cuatro concentraciones
observd un comportamiento similar al de FE (Cuadro 3); cuando se evalud la
concentracion mas alta de los extractos, los valores oscilaron entre 40.83 £ 0.13 a
23.98 £ 0.13 mg QE g PS. El contenido mas alto (p<0.05) de FL en los tres extractos
analizados se encontré en la concentracion de 50 mg mL™. Los flavonoides (FL) son

de gran importancia entre los compuestos FE (Seleem et al., 2017), exhiben amplia
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gama de propiedades como antiinflamatorias, antimutagénicas, antivirales,

antitrombdticas, antioxidantes y antimicrobianas (Li et al., 2015).

Koksal et al. (2017) reportan en E-TO valores de 158 mg GAE g PS 'y 36.6 mg QE
g! PSde FEy FL, respectivamente. En un estudio realizado por Umamaheshen et al.
(2016) en E-MA de cinco variedades, los valores de FE y FL variaron de 48.9 + 0.35
a 87.38 + 0.43 mg GAE g'! PS y de 8.7 + 0.32 a 15.6 + 0.23 mg QE g* PS,
respectivamente. Para el E-GU en la literatura se informan cantidades de FE de
381.32 + 10.61 mg GAE g* PS y cantidades de FL de 39.36 + 3.56 mg QE g* PS
(Zulkifli et al., 2012). Las diferencias en el perfil de FE y FL de los extractos evaluados
en este estudio con los descritos en la literatura pueden estar influenciada por
diferencias en la variedad, madurez, tipo de suelo, clima, factores genéticos, métodos
de procesamiento y extraccion (Rahimmalek et al., 2009; Martinez et al., 2012). No
obstante, lo importante es lograr obtener extractos con una concentracion de FE y FL
capaz de reducir la actividad antioxidante (AA) y antimicrobiana en productos

carnicos.
3.5.1.2. Actividad antioxidante (AA)

La AA de los extractos naturales se evaludé por el método del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH). El método se basa en utilizar el radical libre DPPH, el cual
interactia con compuestos antioxidantes, aceptando un atomo de hidrogeno para
pasar a su forma reducida (Fitriana et al., 2016). EI Cuadro 3 muestra los resultados
de la AA del E-TO, E-MA y E-GU obtenidos por extraccion asistida por ultrasonido.
Las cuatro concentraciones analizadas en cada uno de los extractos presentaron
diferencia (p<0.05) entre éstas, la mayor AA se obtuvo con la concentracion mas alta
(50 mg mL1). La AA de la guayaba, tomillo y mango se ha documentado, incluso con
niveles de actividad mas altos que los antioxidantes sintéticos como el
Butilhidroxianisol (BHA) y el Butilhidroxitolueno (BHT) (Roby et al., 2013; Marina y
Noriham, 2014). La capacidad antioxidante de los extractos naturales se relaciona
con la presencia de metabolitos secundarios que incluyen fenoles, taninos,
cumarinas, lignanos, quinonas, flavonoides, carotenoides y terpenos (Jeong, et al.,
2004; Yashin et al., 2017).
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La AA de la cascara de guayaba se atribuye a la presencia de compuestos como
catequina, galangina, acido galico, kaempferol y cyanidin 3-glucoside (Chen et al.,
2015); en tomillo al contenido de &acidos fendlicos (acido galico, cafeico, y
rosmarinico), timol, carvacrol, diterpenos fendlicos y flavonoides (luteolina y
apigenina) (Pavelkové et al., 2014; Leal et al., 2017; Yashin et al., 2017); y en cascara
de mango a los polifenoles, carotenoides, vitamina E y vitamina C (Ajila et al., 2007).
Los niveles de estos compuestos y su interaccion en los extractos evaluados pueden

relacionarse con una AA mas elevada a la observada en compuestos sintéticos.
3.5.1.3. Actividad antimicrobiana (AM)

Los extractos de E-TO, E-GU y E-MA evaluados a diferentes concentraciones
presentaron diversos grados de inhibiciéon (p<0.05) contra Salmonella Typhimurium

(ST), Escherichia coli (EC) y Pseudomonas fluorescens (PF) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Inhibicién bacteriana de tres extractos naturales obtenidos por ultrasonido,

evaluados a cuatro concentraciones (Media + DE)

Didmetro de inhibicién, mm

Concentracion

Extracto del extracto, Salmonella  Escherichia Pseudomonas
mg mL-* Typhimurium coli fluorescens
Tomillo 50.0 24.30 £ 0.382 26.83 +£0.382 18.81 +0.372
37.5 22.20 +0.23°> 21.18 +0.34P 17.16 + 0.30°
25.5 17.77 £0.26° 18.25+0.19¢ 13.41 + 0.49°¢
12.5 13.53+0.259 14.20 + 0.41¢ 10.90 + 0.39¢
Cascara de
mango 50.0 22.36 £+ 0.33¢ 22.15+0.33°® 17.01 £ 0.30¢
37.5 19.92 + 0.19f 20.42 + 0.22f 13.57 + 0.27f
25.5 17.27 £ 0.549 17.22 + 0.369 11.59 + 0.329
12.5 13.54 +0.15" 13.48 +0.15" 9.45 + 0.34h
Cascara de _ '
guayaba 50.0 16.10 + 0.26' 17.82 + 0.56i 13.04 £ 0.42'
37.5 13.13 +0.33 15.43 + 0.30 11.33+0.25
25.5 10.60 + 0.40% 11.12 +0.37% 8.55+0.17%
12.5 9.79 + 0.33 11.10 + 0.44k 6.97 + 0.35!

Literales a-d en una misma columna son para el extracto de tomillo, e-h para el extracto de cascara de mango e

i-l para el extracto de cascara de guayaba. Literales distintas para cada extracto en la misma columna indican

diferencias significativas (p<0.05).
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Al aumentar la concentracion del extracto, el halo de inhibicion de ST, EC y PF fue
mayor, este comportamiento se observo en los tres extractos analizados. La mayor
sensibilidad a los extractos experimentales de las bacterias evaluadas se logr6 en la
concentracion de 50 mg mL™*. Entre mas grande es el didmetro del halo formado
alrededor del sensidisco, el grado de inhibicidn en el crecimiento bacteriano es mayor.
El tamafio del halo de inhibicion esta influenciado por varios factores como el medio
de cultivo utilizado, el periodo de incubacion y la cantidad de inéculo utilizado (Balouiri
et al., 2016).

Los resultados obtenidos son similares a los informados en otros estudios donde
compuestos naturales de especias y cascara de frutos inhibieron el crecimiento de
microorganismos patégenos y de aquellos que alteran los alimentos (Akthar et al.,
2014; Rosas-Burgos et al., 2016; Ali et al., 2017).

Salmonella y E. coli son los principales agentes bacterianos de las enfermedades
transmitidas por carne y productos carnicos (Niyonzima et al., 2015). Estas bacterias
pertenecen a la familia de las Enterobacteriaceae y son de importancia sanitaria en
los alimentos a nivel mundial (Gut et al., 2018; Heredia y Garcia, 2018). Ademas, el
género Pseudomonas es de interés por los cambios indeseables que provoca en la
calidad de diferentes alimentos, generando pérdidas econdmicas importantes
(Sternisa et al., 2019).

Los extractos evaluados en este estudio, mostraron buena capacidad de inhibicion
del crecimiento bacteriano y es debido a la presencia y el nivel de concentracion de
diferentes compuestos fitoquimicos como FE, FL, alcaloides, saponinas, taninos,
terpenos, carvacrol y timol, entre otros, reconocidos por su actividad antimicrobiana
(Sharma et al., 2012).

3.5.2. Andlisis de las muestras de carne de pollo

Los tres extractos naturales se aplicaron de manera independiente en la carne de
pollo a una concentracién de 50 mg mL-1, debido a que fue la que presenté la mejor
(p<0.05; Cuadro 3y 4) AAy AM de las cuatro concentraciones evaluadas.
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3.5.2.1. Oxidacion de lipidos

La oxidacion de lipidos en la carne de pollo sometida a almacenamiento en
refrigeracién se analiz6 midiendo el contenido de sustancias reactivas al acido
tiobarbittrico (TBARS; Figura 1). Los resultados indican que el E-TO y E-MA son mas
(p<0.05) efectivos contra la formacion de TBARS, incluso mejor (p<0.05) que el
antioxidante comercial al finalizar el periodo de almacenamiento. Los resultados
concuerdan con lo expuesto por otros autores, en donde extractos de tomillo y mango
lograron retardar la oxidacién de lipidos durante el almacenamiento de productos
carnicos (Fratianni et al., 2010; Kannat y Chawla, 2017). Por el contrario, el E-GU tuvo
valores mas altos (p<0.05) de TBARS en relacion al BHT en el dia 15 de

almacenamiento.
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Figura 1. Efecto de tres extractos naturales sobre los valores TBARS en la carne de
pollo almacenada a 4 = 1 °C durante 15 dias. Tratamientos: C: control, BHT:
control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto de cascara de
mango, E-GU: extracto de cascara de guayaba. Literales distintas indican

diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de almacenamiento.
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La AA de algunos extractos naturales se relaciona con la presencia y concentracion
de diferentes metabolitos, entre los que se encuentran los fenoles y flavonoides. Su
accion se debe a su sistema donante de hidrogeno, que interfiere con el proceso de
propagacion de radicales libres (Maheswarappa et al., 2013). Los numeros y las
posiciones del grupo hidroxilo (-OH) vinculados al anillo aromatico, en relacion con el
grupo funcional carboxilo, determinan su capacidad antioxidante (Di Bernardini et al.,
2011).

Por lo tanto, la calidad de la carne de pollo podria mejorarse mediante la adicion de
los extractos de tomillo y cascara de mango evaluados en este estudio, dado que la
oxidacion de lipidos conduce a una pérdida de propiedades sensoriales y
nutricionales. La menor AA del E-GU en la carne de pollo puede deberse a que
algunos metabolitos involucrados en esta actividad se degradan facilmente bajo
diferentes condiciones de luz y temperatura, lo cual afecta sus propiedades,

incluyendo la antioxidante y antimicrobiana (M'’hiri et al., 2015).
3.5.2.2. Recuento microbioldgico

El recuento microbiolégico de cuenta total viable (CTV), Enterobacteriaceae (EN) y
Pseudomonas spp (PS) de las muestras de pollo en los tratamientos evaluados se

muestran en las Figuras 2, 3 y 4, respectivamente.

La cuenta total viable (CTV) aumentd (p<0.05) en todos los tratamientos a medida
gue avanzo el tiempo de almacenamiento (Figura 2). En el dia 15 las muestras C y E-
GU excedieron el limite maximo permisible (LMP) de CTV propuesto para la carne
fresca (6.0 log UFC g1; Jeon et al., 2004). Al finalizar el almacenamiento, los valores
de CTV para los tratamientos con extractos fueron de 4.39, 4.60 y 6.03 log UFC g+
parael E-TO, E-MA 'y E-GU, respectivamente. Los E-TO y E-MA no rebasaron el LMP
de CTV al término de los 15 dias. Estos resultados muestran el potencial del E-TO y
E-MA evaluados en este estudio al inhibir (p<0.05) la CTV, incluso mejor que el BHT,
al finalizar el almacenamiento. La CTV de bacterias es un indicador microbiolégico
importante para evaluar la calidad y seguridad sanitaria de la carne (Huang et al.,
2013). Adicionalmente, es utilizado para predecir la vida util de la carne cruda y su

deterioro durante el almacenamiento (Tao y Peng, 2015).
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Figura 2. Efecto de tres extractos naturales sobre la cuenta total viable en la carne
de pollo almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias. Tratamientos: C: control,
BHT: control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto de cascara
de mango, E-GU: extracto de cdscara de guayaba. Literales distintas indican

diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de almacenamiento.

El recuento de EN, durante el almacenamiento de la carne de pollo se ilustra en la
Figura 3. La poblacién inicial de EN fue de 1.96 a 2.06 log UFC g*. Los E-TO y E-MA
fueron mas efectivos (p>0.05) en la inhibicidon de estos microorganismos, con 2.42 y
2.46 log UFC g, respectivamente, al concluir el periodo del almacenamiento. El E-
GU mostré valores de crecimiento mas altos (p<0.05) que el antioxidante sintético en
el dia 15 de almacenamiento. La presencia de EN en los alimentos se relaciona con
malas practicas de manipulacion y procesamiento de la carne de pollo (Whyte et al.,
2003).
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Figura 3. Efecto de tres extractos naturales sobre el conteo de Enterobacteriaceae
en la carne de pollo almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias. Tratamientos:
C: control, BHT: control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto
de cascara de mango, E-GU: extracto de cascara de guayaba. Literales
distintas indican diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de

almacenamiento.

El conteo de PS se muestra en la Figura 4. Los valores iniciales se encontraron entre
1.02 y 1.08 log UFC g*. Las muestras del C y E-GU mostraron valores mas altos
(p<0.05) que los tratamientos de BTH, E-MA y E-TO al término del almacenamiento.
El comportamiento de inhibicion fue similar al observado en CTV y EN. De los tres
extractos analizados el E-TO fue el tratamiento mas efectivo (p<0.05) en la inhibicién
de este género de bacterias gram negativas, con un conteo final de 1.59 log UFC g7,
en comparacion con el E-MA y E-GU (2.22 y 3.05 log UFC g1, respectivamente).

El E-TO evaluado en este estudio tuvo mejor efecto (p<0.05) en la disminucién del
crecimiento de PS que el conservador sintético al finalizar el almacenamiento, con
una reduccion del 66 %. Extractos naturales como el aceite de eucalipto, oregano,

tomillo y romero reducen los recuentos microbianos de PS en alimentos en
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comparacién con el control (Soultos et al., 2009; Ntzimani et al. 2010; Karabagias et
al., 2011; Lu et al., 2016).
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Figura 4. Efecto de tres extractos naturales sobre el conteo de Pseudomonas spp en
la carne de pollo almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias. Tratamientos: C:
control, BHT: control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto de
cascara de mango, E-GU: extracto de cascara de guayaba. Literales
distintas indican diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de

almacenamiento.

El género PS son microorganismos psicrotréficos de importancia por ser indicadores
del deterioro de alimentos almacenados a bajas temperaturas en las cuales causa
alteraciones superficiales (Gonzales-Miret et al., 2006), comprometiendo la calidad de
los alimentos y la aceptacién del producto por el consumidor (Stellato et al., 2017). De

ahi la necesidad de buscar alternativas para mitigar el efecto de estas bacterias.

E-TO propicié la mayor (p<0.05) inhibicién de CTV, EN y PS, y se relacion6 con la
mayor cantidad de FE y FL en el extracto (Cuadro 3). La presencia y concentracion
de compuestos fitoquimicos como FE, FL, alcaloides, saponinas, taninos, terpenos,

carvacrol y timol, es reconocida como la fuente potencial de actividad antimicrobiana

62



en materiales vegetales (Sharma et al., 2017). El mecanismo de accion para la AM
de los metabolitos presentes en los extractos naturales se puede explicar por el dafio
a la membrana citoplasmatica, alterar la permeabilidad de las células e interferir en el
sistema de generacion de energia (ATP) (Calo et al., 2015). Contribuyendo de esta
manera a una reduccion en las poblaciones microbianas, como se observé en este
estudio en el E-TO y E-MA. La menor (p<0.05) AM del E-GU en la carne de pollo en
comparacién con el E-TO y E-MA puede deberse a una menor cantidad de FE y FL
(Cuadro 3), adicionalmente, algunos metabolitos son mas susceptibles a degradarse

bajo diferentes condiciones ambientales, disminuyendo su AM (M’hiri et al., 2015).
3.5.2.3. pH

La Figura 5 muestra el efecto de los tres extractos naturales sobre el pH de la carne
de pollo almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias.
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Figura 5. Efecto de tres extractos naturales sobre el pH en la carne de pollo
almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias. Tratamientos: C: control, BHT:
control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto de cascara de
mango, E-GU: extracto de cascara de guayaba. Literales distintas indican

diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de almacenamiento.
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Los valores iniciales de pH en la carne incrementaron en todos los tratamientos a
medida que avanzé el tiempo de almacenamiento. En los tratamientos adicionados
con E-TO y E-MA el pH fue menor (p<0.05) en comparacion con el Cy BHT al finalizar
el periodo de almacenamiento. El E-GU presento valores més altos (p<0.05) de pH
en relacion al E-TO y E-MA, lo cual puede deberse a su menor actividad
antimicrobiana (Cuadro 4). Sivarajan et al., (2017) reportan un comportamiento similar
de los valores de pH en carne de pollo adicionada con extractos de clavo y canela

aplicados individualmente y en combinacion con atmosfera modificada.

Durante el almacenamiento de la carne, el pH tiende a aumentar debido a la presencia
de bacterias degradadoras de proteinas y aminoacidos, lo que resulta en la formacién
de amoniaco (Georgantelis et al., 2007). El menor incremento del pH en la carne con
E-TO y E-MA se debe a la presencia y cantidad de sustancias antimicrobianas que
inhiben el crecimiento y reproduccion de bacterias que metabolizan compuestos
nitrogenados (Cao et al.,, 2013), de esta manera la carne se puede preservar por

mayor tiempo.
3.5.2.4. Color

El color de la carne tiene un papel importante tanto en la calidad, como en la
aceptacion del producto por parte del consumidor. Esta variable se expresé en
parametros de L* (luminosidad), a* (+ rojo/- verde) y b* (+ amarillo/- azul), los cuales

se indican en las Figuras 6, 7 y 8, respectivamente.

Los valores de L* incrementaron durante el almacenamiento en los tratamientos
evaluados (Figura 6). En la carne de pollo con E-TO y E-MA los valores fueron mas
altos (p<0.05) en comparacion con las muestras C y BHT al concluir el tiempo de
almacenamiento. El E-GU tuvo valores mas bajos (p<0.05) de L* que el tratamiento
adicionado con el antioxidante sintético en el dia 15 de almacenamiento. Petrou et al.
(2012) informan datos semejantes en pechuga de pollo adicionada con quitosano y
aceite de oregano durante los 21 dias de almacenamiento de la carne. La luminosidad
en el espacio de color L*a*b* toma valores de 0 (oscuro) a 100 (claro), por lo tanto
valores mas bajos de L* implican la presencia de tonalidades oscuras (Khan et al.,
2009).
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Figura 6. Efecto de tres extractos naturales sobre el parametro de color L* en la carne
de pollo almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias. Tratamientos: C: control;
BHT: control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto de cascara
de mango, E-GU: extracto de cascara de guayaba. Literales distintas indican

diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de almacenamiento.

Todos los tratamientos presentaron disminucion en los valores de a* (p<0.05) en la
carne de pollo durante su almacenamiento a 4 + 1 °C (Figura 7). Las muestras con E-
TO y E-MA lograron mantener (p<0.05) las tonalidades rojas (a*) de la carne por mas
dias durante el periodo de almacenamiento. Sin embargo, las muestras con E-GU
presentaron valores de a* mas bajos (p<0.05), inclusive menores que el BHT. En
algunos estudios en donde se evaluaron diferentes antioxidantes naturales se
observd un comportamiento similar a lo reportado en este estudio para los valores de
a* en la carne adicionada con E-TO y E-MA (Mitsumoto et al., 2005; Banerjee et al.,
2012). La tonalidad roja de la carne fresca es causada por la presencia y contenido
de oximioglobina, una mioglobina oxigenada (Neethling et al., 2017). Durante el
almacenamiento la oximioglobina de la carne se transforma a metamioglobina
generando un color marron-oscuro, indeseable para el consumidor (Kim et al., 2013).

Se ha demostrado que algunos metabolitos secundarios como los fenoles tienen la
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capacidad de interactuar con la mioglobina, retardando su proceso de oxidacion, lo

gue disminuye la decoloracién de la carne (Kroll y Rawel, 2001).
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Figura 7. Efecto de tres extractos naturales sobre el parametro de color a* en la carne
de pollo almacenada a 4 + 1 °C durante 15 dias. Tratamientos: C: control,
BHT: control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto de cascara
de mango, E-GU: extracto de cascara de guayaba. Literales distintas indican

diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de almacenamiento.

Los tratamientos presentaron aumento en los valores de b* (p<0.05) en la carne de
pollo durante el almacenamiento (Figura 8). Las muestras con E-TO y E-MA tuvieron
valores de b* mas altos (p<0.05) en comparacion con las muestras control en el dia
15 de almacenamiento. En contraste, el E-GU tuvo valores mas bajos (p<0.05) de b*
gue el tratamiento adicionado con el antioxidante sintético al finalizar el
almacenamiento. Ruiz-Cruz et al. (2019) reportan un aumento de los valores de b* en
filetes de pollo con recubrimientos comestibles de extracto de tomate y quitosano. Los
E-TO y E-MA adicionados en la carne de pollo en este estudio, lograron mejorar
(p<0.05) la estabilidad del color durante el periodo de almacenamiento, en

comparaciéon con el antioxidante sintético (BHT), lo cual puede relacionarse con el
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color que aportaron los extractos. El E-TO presentd una tonalidad verde-oscuro y el
E-MA un color amarillo intenso; por el contrario el E-GU tuvo una coloracion amarilla

clara.

44.
& C
a
— W - BHT *
- E-TO
—ik- - E-MA P
#-- E-GU ' __—ab
= U
i
af Jpp— ' mc
o 42 .- )
. m
."._ _——— = e - |
- N >
b - - e
“ .--:"_.,;/ Ny - B .e
.i,,,,,-,.ﬁ,_'-j_:f d o e
40
° ’ ¢ 9 12 15

Dias

Figura 8. Efecto de tres extractos naturales sobre el parametro de color b* en la carne
de pollo almacenada a 4 = 1 °C durante 15 dias. Tratamientos: C: control,
BHT: control positivo, E-TO: extracto de tomillo, E-MA: extracto de cascara
de mango, E-GU: extracto de cascara de guayaba. Literales distintas indican

diferencias significativas (p<0.05) en el dia 15 de almacenamiento.

Algunos autores sugieren que el deterioro del color durante el almacenamiento podria
explicarse por la degradacion oxidativa de ciertos nitrosopigmentos de carnes crudas
(Bekhit et al., 2003; Haak et al., 2009).

3.6. CONCLUSIONES

Los extractos de tomillo y cAscara de mango a una concentracién de 50 mg mL™,
retrasaron la oxidacion de lipidos y el crecimiento bacteriano de cuenta total viable,
Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp; ademéas contribuyen a preservar
caracteristicas fisicoquimicas de la carne como el pH y el color, y permiten extender

la vida util de la carne cruda de pollo durante su almacenamiento. Estos dos extractos
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naturales adicionados a la carne fresca de pollo muestran potencial para reemplazar
al antioxidante sintético (BHT). El extracto de tomillo fue el méas eficaz para preservar
la carne de pollo y su resultado se atribuye a su cantidad de fenoles y flavonoides. El
extracto de cascara de guayaba a una concentraciéon de 50 mg mL* no tuvo un efecto
favorable en la conservacion de la carne de pollo al compararse con el antioxidante

sintético.
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CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos demostraron que los extractos de oregano, tomillo,
albahaca, cascara de naranja, cascara de mandarina y cascara de mango, son
efectivos contra los procesos de oxidaciéon y crecimiento microbiano de
bacterias como Salmonella Typhimurium, Escherichia coli y Pseudomonas

fluorescens.

El mayor contenido de compuestos fendlicos y flavonoides, asi como la mejor
actividad antioxidante y antimicrobiana de los seis extractos evaluados in vitro
se consiguié cuando fueron obtenidos por el método de extraccion por

ultrasonido, en comparacion con los obtenidos por maceracion.

De los siete extractos naturales evaluados en la primera fase, el de tomillo,
cascara de mango y cascara de guayaba obtenidos por ultrasonido

presentaron la mejor actividad antioxidante y antimicrobiana.

Los extractos de tomillo y cascara de mango adicionados de manera individual
a la carne cruda de pollo a una concentracién de 50 mg mL, retrasaron
efectivamente la oxidacion de lipidos y el crecimiento bacteriano de cuenta total
viable, Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp. Adicionalmente, preservaron
caracteristicas fisicogquimicas de la carne de pollo como el pH y el color,
contribuyendo a extender la vida util de la carne.

Los extractos de tomillo y cascara de mango evaluados en la carne fresca de
pollo, obtuvieron mejores resultados en comparacion con el antioxidante
sintético (BHT) en todas las variables medidas, al finalizar el periodo de

almacenamiento.

El extracto de cascara de guayaba a una concentracién de 50 mg mL no tuvo
un efecto favorable en la conservacion de la carne de pollo al compararse con

el antioxidante sintético.
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e El extracto de tomillo resulté ser el mas prometedor para la preservacion de la
carne de pollo.
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