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Resumen

En la actualidad ha surgido la necesidad de buscar alternativas de conservacion en
seguridad alimentaria. Los aceites esenciales son una alternativa de
antimicrobianos naturales que prometen resultados favorables en la desinfeccion
de vegetales frescos en contra de diversas bacterias patdgenas y hongos. En esta
investigacion se demuestra la eficacia del aceite esencial de Salvia (S. officinalis)
en contra de la bacteria de Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) en una matriz
alimentaria como las hojas de espinacas baby, donde se utilizaron concentraciones
de 500 ppm y 1000 ppm por el método de fase de vapor; esta es una técnica que
implica colocar el microorganismo y el aceite por separado en un ambiente
controlado. Los resultados presentaron diferencias significativas en las dos
temperaturas en estudio, siendo el tratamiento mas eficaz el de 1000 ppm con la
temperatura de refrigeracion teniendo recuentos parcialmente completos. También
se demostré que la temperatura juega un papel importante ya que pueden fluctuar
los recuentos y por tanto la eficacia en el tratamiento. De igual manera, se realizd
una evaluacion sensorial para estudiar los cambios en los atributos de sabor, olor,
color y apariencia (frescura) donde los cuatro atributos mostraron aceptacion por
encima del promedio de la escala hedonica de 5 puntos, destacando al mejor
umbral el color con un puntaje de 4.167 en nivel de preferencia de “me gusta

moderadamente”.



Abstract

Nowadays, the need has arisen to look for conservation alternatives in food safety.
Essential oils are an alternative to natural antimicrobials that promise profitable
results in the fresh vegetables disinfection against several pathogenic bacteria and
fungus. This research demonstrates the effectiveness of Salvia (S. officinalis)
essential oil against Escherichia coli enteroinvasive (ECEI) bacteria in a food-matrix
such as baby spinach leaves, where concentrations of 500 ppm and 1000 ppm were
used by the steam phase method, this is a technique that involves setting the
microorganism and the oil separately in a controlled environment. The study
revealed results with significant differences in the two temperatures, with the most
effective treatment being 1000 ppm in refrigeration temperature having patrtially
complete counts. It demonstrated that temperature plays an important role too as
the re-counts can fluctuate and therefore the effectiveness of the treatment.
Likewise, a sensory evaluation was implemented to study the changes in the flavour
attributes, smell, colour, and appearance (freshness) where the four attributes
showed acceptance above the average of the 5-point hedonic scale, with colour
standing out at the best threshold with a score of 4.167 in the preference level of “|

like it moderately”.



I.  Introduccioén

Las frutas y verduras aportan una gran cantidad de vitaminas y minerales. Por su
naturaleza, agregan diversos sabores y texturas, ademas, dentro de una dieta son
clave para mantener una alimentacion saludable. Sin embargo, la poblacién mexicana
no consume suficientes frutas y verduras. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
recomienda consumir por lo menos 400 g diarios para obtener sus beneficios
nutricionales (OMS, 2019).

En este sentido, los vegetales son una parte importante dentro de la dieta del ser
humano ya que aportan muchos nutrientes, especialmente micronutrientes como lo
son las vitaminas A, C, las del complejo B, E y K y minerales como el potasio, calcio,
hierro, magnesio, sodio, entre otros (Roca, 2020); también incluyen macromoléculas
como carbohidratos, proteinas, lipidos y fibras. Los vegetales de hojas verdes, en
ocasiones, se ven afectadas por contaminacion de patdgenos durante su cosecha o
manejo inadecuado, esto se debe a que los microorganismos se pueden adherir a la
superficie de las hojas e incluso penetrarlas (CDC, 2022). Si el consumidor llegase a
consumirlas de manera cruda o sin antes desinfectarlas cocinarlas podria enfermarse
y presentar una enfermedad transmitida por un alimento (ETA) o una intoxicacion
alimentaria. Se estima que las enfermedades transmitidas por los alimentos afectan a
la salud de 600 millones de personas y causan 420,000 muertes cada afio en todo el
mundo (OMS, 2015).

Dada la preocupacion por la contaminacion de estos vegetales y debido a que los
consumidores podrian eliminarlos de su dieta y disminuir su consumo diario, las
caracteristicas de los vegetales frescos en su naturaleza perecedera justifican que se
preste especial atencion durante sus condiciones de produccion y de manejo
postcosecha ante cualquier posibilidad de contaminacion. La tecnologia e innovacion
ha procurado comercializar verduras de hojas verdes pre lavadas industrialmente
como productos listos para su consumo o en sus siglas en inglés “Ready to Eat” (RTE),

esto para un consumo y una preparacion segura.



Las espinacas Spinacia oleracea L. es un vegetal de color verde oscuro, tiene un alto
contenido de vitaminas, carotenoides, acidos organicos y componentes minerales
alcalinos, asi como antioxidantes; su contenido en proteinas también es alto
(Lisiewska et al, 2011). Como cultivo posee ciertas ventajas, entre las que destacan
su rapido desarrollo (logrado a veces en 60 a 90 dias) pero su tolerancia climatérica

resulta ser débil ante las heladas.

A nivel mundial la producciéon de espinaca es de alrededor de 14 millones de
toneladas, posicionandose China como el primer productor destacando con un aporte
de 24,484,507 de toneladas, seguido de Estados Unidos de América (E.U.A.) con
323,620 toneladas y en tercer lugar se encuentra Japén con 248,000 toneladas. A
nivel Latinoameérica se encuentran posicionados de la siguiente forma: en primer lugar,
México con 41,967 en produccion de espinacas por toneladas, seguido de Peru con
28,535 toneladas y Colombia con 8,118 toneladas. (Atlas Big, 2018-2020)

Tan solo en México los estados con mayor superficie cosechada de espinacas son:
Guanajuato con 12,256 toneladas, seguido de Puebla con 11,695 toneladas y Baja
California con 10,895 toneladas. (Axayacatl, 2022)

A lo largo de la cadena productiva de estos productos, que inicia en el campo hasta
su consumo deben de existir estandares de inocuidad y de calidad que avalen el
consumo seguro de los productos. Sin embargo, las caracteristicas de inocuidad son
los aspectos mas complicados de detectar ya que pueden pasar desapercibidos hasta
que el alimento sea consumido y cause problemas de salud inmediatamente, como la
intoxicacidn alimentaria por la bacteria Escherichia coli u otras bacterias asociadas a
las verduras de hoja verde como: norovirus, Salmonella, Listeria y Cyclospora.
(CDC,2022)

Los agentes antimicrobianos quimicos como sustancias cloradas, plata coloidal, u
otras sustancias conocidas como desinfectantes, han causado controversias por su
empleo en los alimentos, ya que, a pesar de tener una amplia efectividad de eliminar
bacterias como Listeria, Salmonella o Cdlera (Revista del consumidor, 2001). Estas
pueden causar intoxicaciones graves o efectos secundarios sobre la salud humana

debido a la sobredosificacion con altas concentraciones o tiempos de exposicion
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prolongados en alimentos ya que son productos quimicos que no son aptos para el
consumo. Por otro lado, algunas investigaciones se han centrado en compuestos
biol6gicamente activos extraidos de plantas para combatir microorganismos
patdgenos, disminuyendo asi el uso de desinfectantes de origen sintético (Essawi &
Srour, 2000).

En la presente investigacidon se pretende conocer un método de inhibicion de
microrganismos por agentes naturales provenientes de aceites esenciales de la planta
Salvia officinalis y comprobar su eficacia ante la contaminacién causada por la bacteria

Escherichia coli en hojas de espinacas baby (Spinacia oleracea L.).



II.  Planteamiento del problema

El estilo de vida acelerado de los seres humanos ha provocado que el tema de la
alimentacion ya no sea considerado como una prioridad, y por ello cada dia se le
dedica menos tiempo; esto se refleja en los habitos que integran con mas frecuencia

el consumo de la comida rapida y de facil acceso.

Sin embargo, como sector informal de la economia alimentaria, los alimentos de venta
callejera a menudo pasan inadvertidos a las inspecciones y controles formales. Por lo
tanto, pueden transformarse en el origen de problemas de inocuidad alimentaria y

también pueden contribuir al deterioro de la higiene ambiental (FAO, 2023).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son generalmente de
caracter infeccioso o toxico y son causadas por diversos microorganismos o
sustancias quimicas que penetran al organismo a través de diferentes fuentes como

los son el agua o los alimentos contaminados (OMS, 2020).

Las frutas y verduras frescas y minimamente procesados son susceptibles a la
contaminacion por microorganismos incluidas las bacterias patdgenas tales como,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella, entre otras, las cuales causan
severos dafos a la salud humanay a la economia de los paises en donde se detectan.
(Cortés Higareda et al, 2021)

La sintomatologia de las enfermedades bacterianas en la salud humana es
extremadamente variada, pero generalmente caracteristica para un patégeno en
particular. Se estima que cada afio enferman en el mundo unos 600 millones de
personas (1 de cada 10 habitantes) por ingerir alimentos contaminados y que 420 000

mueren por esta misma causa (OMS, 2020).

Asimismo, los alimentos contaminados por bacterias pueden infectarse de diversas
formas, por ejemplo, algunos vegetales pueden tener una infeccidn pasiva, es decir
accidental. Las bacterias pueden entrar a la planta a través de aberturas naturales
tales como estomas, hidatodos o lenticelas y también por heridas en hojas, tallos o

raices, o ser introducidas por ciertos insectos fitéfagos (Vidaver, & Lambrecht, 2004).



La mayoria de las bacterias pueden formar biopeliculas en la superficie del hospedero
lo que permite su sobrevivencia a pesar del método de control. Las condiciones de
nutricion de las plantas pueden favorecer al mecanismo de defensa en contra de las

bacterias invasivas (Cortés Higareda et al, 2021).

En la actualidad, se utilizan métodos preventivos para el control de las bacterias
patdgenas, los cuales se basan en métodos quimicos como los compuestos clorados
y de oxigeno activo. Sin embargo, el uso de sustancias quimicas puede provocar
intoxicaciones agudas o enfermedades de larga duracion, como el cancer (OMS,
2020).

Otros métodos preventivos son aquellos denominados métodos fisicos como la
irradiacion ultravioleta y algunos que adn se encuentran bajo investigacion son la

aplicacion del quitosano y aceites esenciales. (Cortés Higareda et al, 2021)

En este sentido, se propone la investigacién de alternativas mas naturales de
desinfeccién provenientes de plantas para evaluar la actividad antimicrobiana
mediante extractos esenciales y que contribuyan a la inocuidad del producto, sean

seguros y sin afectar sus cualidades sensoriales.



I1l.  Justificacion

El ritmo de vida es cada vez mas acelerado y complejo, los horarios para comer se
vuelven reducidos, los integrantes de familia comen cada vez menos en el hogar, sus
rutinas sorpresivamente van contra reloj sin darse cuenta. Por lo anterior, las personas
buscan alimentarse de la forma mas coémoda posible, ya sea de manera rapida,

saludable, sencilla y sin problemas que conlleven el transportar sus alimentos.

Si bien las crecientes tendencias globales de los consumidores por disponer de
alimentos saludables como una opcion de comida rapida pero que estos mismos sean
faciles de adquirir, les ahorre tiempo y sean de facil acceso, determinan pautas de
consumo de alimentos listos para su consumo (RTE); la necesidad de mantener una
dieta rica en frutas y vegetales han hecho que aumente el consumo de frutas y
verduras listas para su consumo. Directamente del envase a la mesa. Sin embargo,
los vegetales de hojas verdes que a menudo se comen crudas pueden ser
susceptibles a la contaminacién por bacterias patdégenas a lo largo de la cadena de

produccion y pueden verse afectadas e implicadas en brotes alimenticios.

De acuerdo con Uhlig et al.,, 2022, los vegetales de hojas verdes listos para su
consumo a menudo son empaquetados con atmosferas modificadas que contienen
una mezcla de 0.5-3% oxigeno, 5-15% CO: y el resto de N2, con el fin de suprimir la
oxidacién y prolongar la vida util del producto como una estrategia econémica
beneficiosa. No obstante, algunos de los microorganismos patégenos, pueden
multiplicarse en este entorno. Los recuentos de E. coli en productos de hojas verdes
dependen de las practicas postcosecha, entre otros factores (Uhlig et al., 2022; De
Giusti et al., 2014).

En este sentido, el uso de sustancias antimicrobianas sintetizadas quimicamente ha
demostrado en numerosos estudios que son de vital cuidado cuando se habla de su

manejo.

En cuanto a la busqueda de desinfectantes que prometan un efecto similar de

desinfeccidén en verduras, pero que estas provengan de fuentes naturales, se han



llevado a cabo estudios de agentes antimicrobianos de origen vegetal, como sustitutos

de los que son tradicionalmente utilizados.

Algunos antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas, y
especias. La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas es generalmente atribuida
a los compuestos fendlicos presentes en sus extractos o aceites esenciales (Beuchat
y Golden, 1989; Nychas, 1995). De ahi la importancia de estudiar el efecto bactericida
de la planta Salvia officinalis como alternativa de desinfeccion en vegetales frescos,

como alternativa inocua y amigable con el medio ambiente



IV. Objetivos

IV.I Objetivo general

v' Evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Salvia officinalis sobre
Escherichia coli en hojas de espinacas frescas aplicando el método de fase de

vapor

V.1l Objetivos especificos

v' Evaluar la actividad antimicrobiana de extractos naturales obtenidos mediante
destilacion por arrastre de vapor, aplicados por fase de vapor en

concentraciones de 0, 500 y 1000 ppm sobre E. coli en espinacas frescas.

v' Determinar la influencia de la concentracién, temperatura, y tiempo de
almacenamiento sobre la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Salvia

officinalis aplicado en fase de vapor sobre E. coli en espinacas frescas.

v' Evaluar sensorialmente las espinacas frescas impregnadas con el aceite

esencial en fase de vapor en concentraciones de 0, 500 y 1000 ppm.

V. Hipotesis

. Alguna de las 2 concentraciones de aceite esencial de Salvia officinalis aplicada
en fase de vapor presenta una actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli
en hojas de espinacas frescas.

Ninguna de ambas concentraciones de aceite esencial de Salvia officinalis
aplicadas en fase de vapor presenta una actividad antimicrobiana frente a

Escherichia coli en hojas de espinacas frescas.
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CAPITULO 1: Antecedentes

1.1 Importancia y beneficios del consumo de vegetales de hojas verdes

La importancia del consumo de hortalizas de hojas verdes se debe a su contenido en
compuestos fitoquimicos que son dificiles de obtener en otras fuentes de alimentos.
Estos compuestos quimicos son producidos por las plantas de manera natural durante
su desarrollo y crecimiento, asimismo, juegan un papel importante en la defensa
contra patégenos o depredadores. Los fitoquimicos describen los compuestos de las
plantas y los beneficios sobre los efectos en la salud, ademéas aportan cualidades

sensoriales.

Es importante destacar que estos vegetales son bajos en calorias, bajos en grasas,
contienen proteinas, fibra, hierro, magnesio, calcio, vitamina A y C, acido félico; son
también una buena fuente de antioxidantes que ayudan a disminuir los efectos del
envejecimiento celular, reducen los riesgos de céncer, fortalecen el sistema
inmunoldgico, previenen enfermedades cardiovasculares, por lo que su ingesta es
fundamental para una salud Optima y la prevencion de enfermedades (Caballero,
2013).

Estos compuestos se crean durante la fotosintesis donde las hojas verdes crean un
proceso quimico mediante el cual se producen la clorofila, estas utilizan la luz del sol
y el dioxido de carbono para formar alimentos y liberar oxigeno. Las hojas verdes son
el mejor ejemplo de la ley natural de dar oxigeno y recibir dioxido de carbono

aprovechando la luz solar, para beneficio del medio ambiente.

Por lo anterior, las plantas de hojas verdes cumplen la labor mas importante para la
vida en el planeta, elaboran alimentos, forman sustancias organicas a partir de
sustancias inorganicas, son el origen de los carbohidratos, proteinas, lipidos,
vitaminas y minerales que se necesitan para la realizacion de las funciones vitales
(Caballero, 2013) en el ser humano. Su ingesta al dia puede aportar la cantidad
adecuada de macro y micronutrientes que favorece al metabolismo para crear los
suficientes procesos fisicos y quimicos en el cuerpo para convertirlo en energia. Las

verduras en general son una parte importante de una dieta saludable.
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Si bien, las conductas alimentarias son complejas y estdn conformadas por una
mezcla de factores fisicos, bioldgicos, psicoldgicos, historicos y culturales (FAO, 2021)
que hacen que la ingesta repercuta en el conocimiento de los beneficios que las
verduras traen consigo. Muchos de los factores emergen de la disponibilidad de
tiempo, dinero, condiciones climatolégicas, la educacion, la cultura, la falta de
conocimiento de los productos, politica, marketing y sobre todo la inocuidad

alimentaria.

La inocuidad alimentaria a diferencia de muchos alimentos procesados, las frutas y
verduras deben lavarse o pelarse y quizas cocinarse antes de poder comerlas. Comer
frutas y verduras contaminadas puede causar una enfermedad transmitida por un
alimento. La contaminacion puede producirse durante la produccion a partir del agua
de riego, el suelo, los fertilizantes o los plaguicidas o provenir de un procesamiento o

preparaciones antihigiénicas (FAO, 2021).

Es necesario adoptar medidas a nivel nacional para aumentar la produccion y el
consumo de frutas y verduras y hacerlas mas asequibles para los consumidores,
generando al mismo tiempo beneficios econdmicos, sociales y ambientales en

consonancia con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (FAO, 2021).

1.2 Origen de la Espinaca

Segun el diccionario etimoldgico (Anders, 2022) la palabra espinaca pareciera que
tiene que ver con el vocablo latino spina (astilla o espina). La planta no posee espinas
puesto que su nombre tuvo su origen en Persia, uno de sus lugares de origen, donde
se le nombraba como aspanach y luego pasé al arabe con el nombre isfinaj que fue

adoptado por el latin vulgar como Spinacia (Jiménez et al., 2010).

La espinaca fue introducida en Europa alrededor del afio 1.000 d. C. procedente de
regiones asiaticas, probablemente de Persia, pero Unicamente a partir del siglo XVIII
comenzo6 a difundirse por Europa y se establecieron cultivos para su explotacién,
principalmente en Holanda, Inglaterra y Francia; posteriormente se cultivé después en

otros paises y mas tarde pasé a Ameérica (Jiménez et al., 2010).
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La planta pertenece a la familia amarantaceos y la especie se denomina Spinacia
oleracea L. siendo un vegetal bastante docil, se puede plantar durante todo el afio,
pero la mejor época es entre febrero y marzo. Su crecimiento horticola en primera fase
forma una roseta de hojas de duracion variable segun condiciones climaticas y
posteriormente emite el tallo el cual dan lugar a ramificaciones secundarias, en las
gue pueden desarrollarse flores. El 6rgano de consumo de esta hortaliza lo constituyen

sus hojas (Serrano, 1997).

Figura 1. Espinaca (Spinacia oleracea L.)

Fuente: Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural (2016)
Existen diversas formas para clasificar y determinar los cultivares de espinacas, ya
sea en funcién de las hojas, mismas que son de color verde oscuro: hojas lisas y de
hojas crespas (savoy), la forma desde la seccion longitudinal debera observarse en
las hojas centrales (UPOV, 2006).

a) b) c)

Figura 2. a) Eliptica ancha, b) Oval ancha, c) Oval, d) Triangular

Fuente: UPQV (2006).

Marhuenda y Garcia (como se cité en Gasca, 2021) El tiempo de crecimiento varia en
funcién de la ubicacion geogréfica y el periodo del afio, su cosecha oscila entre 4 a 9

semanas para la espinaca baby (Figura 3), donde se buscan hojas que tengan de 9 a
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12 centimetros y para la espinaca adulta va de las 6 a las 15 semanas con hojas de
15 a 20 centimetros (Gasca, 2021).

1.3 Propiedades nutricionales de la espinaca

La espinaca por su aporte nutricional contiene vitamina K que participa en la formacién
de la protrombina, proteina necesaria en la coagulacion de la sangre, vitamina Ey C
también las contiene, aporta hierro que es el constituyente esencial de la hemoglobina
y mioglobina, forma parte de algunos procesos enzimaticos y es importante en el
transporte de oxigeno. Otro nutriente importante que contiene la espinaca es el acido
félico, vitamina hidrosoluble que cumple una funcién importante en el desarrollo del
material genético, participacion en la produccion de células y reparacion de musculos.
Este aporte a la salud, a través de la dieta, es tal vez la propiedad nutraceutica mas

importante de la espinaca (Jiménez, 2010).

Los aportes en fibra proporcionan un suave efecto laxante que mejora el estrefiimiento
y colabora en la reduccion del colesterol. Para mejorar la salud ocular, las espinacas
pueden ser incluso mas efectivas que las zanahorias, ya que contiene una gran
cantidad de vitamina A (Caballero, 2013).

También es una fuente importante de micronutrientes como los flavonoides como la
quercetina, miricetina, espinacetina, luteina, jaceidina, patuletina, epdxido de luteina,
neoxantina, acido glucurénico 3,5,7,30, 4'pentahidroxi-6-metoxiflavona, feofitina b,
neoluteina, fenoles como los polifenoles, ejemplo de uno es el &cido paracumarico, el
ortocumarico y acido ferulico y carotenoides como la luteina, violaxantina y 8 caroteno.
Adicionalmente actia como cofactor de enzimas que participan en la sintesis de
colageno, carnitina y neurotransmisores; ayuda a la estimulacion del sistema inmune
(Gasca, 2021).

La composicion de minerales de la espinaca es determinada por la estacion, y
condiciones de cultivo. Del mismo modo contiene minerales como el nitrégeno,

potasio, calcio, magnesio, cobre, zinc y manganeso (Tabla 1).

14



Figura 3. Espinaca baby

Fuente: Lewin (2014)

Tabla 1. Aporte nutricional

Hojas de espinacas crudas

(100 g)
Calorias 22 kcal
Proteina 2949
Grasa 0,449
Carbohidratos 3449
Fibra 3,29
Fosforo 49 mg
Calcio 94 mg
Hierro 2,7 mg
Sodio 79 mg
Potasio 558 mg
Magnesio 79 mg
Zinc 0,53 mg
Cobre 0,13 mg
Manganeso 0,90 mg
Vitamina A 6715 Ul
Tiamina 0,08 mg
Niacina 0,7 mg
Acido pantoténico 0,07 mg
Vitamina B6 0,20 mg
Acido folico 194 mg
Acido ascorbico 28 mg

Fuente: Jiménez (2010).
La humedad en la espinaca puede deteriorar a la hoja, es recomendable consumirla
fresca, si se llega a almacenar en refrigeradores esta de preferencia que se mantenga
en una bolsa resellable con suficiente espacio y libre de la posibilidad de que se
aplaste o maltrate con otros alimentos. No hay que lavarla antes de guardarla, sino
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mas bien, justo antes de consumirla, ya que, el exceso de agua puede hacer que se

marchite o pudra.

1.4 Extractos vegetales

Actualmente, debido a la demanda por parte del consumidor de productos frescos
minimamente tratados como son las frutas y verduras frescas y frescas cortadas
envasadas bajo diferentes atmaosferas y refrigeradas, estd aumentando el interés por
los antimicrobianos de origen natural que puedan extraerse para ser utilizados con el

fin de prolongar la vida util y la seguridad para el consumidor (Blanchard, 2000).

Los antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas, y
especias. Los mas dificiles de extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho
antimicrobiano al alimento sin que este afecte la calidad sensorial y seguridad
(Beuchat y Golden, 1989). La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas es
generalmente atribuida a los compuestos fendlicos presentes en sus extractos o

aceites esenciales.

Los antimicrobianos pueden tener al menos tres tipos de accion sobre el

microorganismo:

- Inhibicién de la biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular.
- Dafo a la integridad de las membranas.

- Interferencia con la gran variedad de procesos metabdlicos esenciales.

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana. En
estado natural, estos compuestos pueden desempeiiar el papel de prolongadores de
la vida util de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido estudiados por su

potencial como antimicrobianos alimentarios directos (Rodriguez, 2011).

El modo de accion de estos compuestos fendlicos no ha sido determinado, éstos
pueden inactivar enzimas esenciales, reaccionar con la membrana celular o alterar la
funcion del material genético y se ha observado que las grasas, proteinas,
concentraciones de sal, pH y temperatura afecta la actividad antimicrobiana de estos
compuestos. Los componentes activos de los aceites esenciales pueden variar en su
composicion, ya que ésta puede verse afectada por ciertas variables como el genotipo
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de la planta, las diferentes metodologias de extraccion, localizacion geografica, asi

como las condiciones ambientales y agrondmicas (Rodriguez, 2011)

1.5 Salvia Officinalis

Las plantas del género Salvia, con cerca de 900 especies han sido utilizadas en
fitopreparaciones y productos alimenticios en todo el mundo. La especie mas popular,
Salvia officinalis se ha empleado de manera extensiva en la preparaciéon de alimentos
como agente preservante y como especia, en la industria cosmética, como protector
de la radiacién UV (Piccaglia 1998).

El aceite esencial de S. officinalis demostr6 un amplio espectro de inhibicion
microbiana sobre microorganismos Gram positivos y Gram negativos. Los aceites
esenciales generalmente son una mezcla de compuestos que consisten
principalmente en hidrocarburos monoterpénicos que son una clase de sustancias
quimica principalmente grupos funcionales que se hallan en los aceites esenciales de
plantas aromaticas y son los principales componentes con mayor actividad
antimicrobiana. En la S. officinalis ha sido reconocida y se ha atribuido a la presencia
de compuestos fendlicos, como el 1,8-cineol, tujona y canfor, en concentraciones que
pueden variar de acuerdo con condiciones ecologicas y estacionales. Ademas, se ha
demostrado que los compuestos minoritarios pueden tener un efecto sinérgico de gran
importancia Tabla 2 (Dorman y Deans, 2000, Tyagi y Malik 2011, Khalil y Li 2011)

Tabla 2. Grupos funcionales presentes en Salvia officinalis

Compuesto  Grupo funcional Ejemplo Propiedades
Cetona (@) Alcanfor, Mucolitico regenerador celular,
(IL_, tuyona neurotoxico
R TRZ2
Eteres 0O Cineol Expectorante, estimulante
R™ R

Fuente: Merino (2011).

Muchos investigadores han evaluado la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de S. officinalis frente a numerosos microorganismos involucrados en

alteraciones o con enfermedades transmitidas por alimentos. (Hayouni et al., 2008)
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advirtieron actividad antibacterial de estos aceites esenciales contra Salmonella spp.
en muestras de carne. Y E. coli por presencia de material fecal proveniente de etapas

precosecha y postcosecha.

1.6 Extraccién por arrastre de vapor

La extraccién o destilacion con arrastre con vapor es una técnica de laboratorio
empleada ampliamente para la obtencién y purificacion de compuestos. Es un tipo de
destilacién simple; con la principal diferencia de que en el matraz de destilacién se
utiliza vapor de agua junto con el material que se va a destilar por aparte, donde por
medio de los vapores generados por parte de nuestro solvente se arrastraran hacia la
materia seca y provocara el desprendimiento de sus sustancias volatiles, mismas que
se conduciran hacia un serpentin refrigerante para separar las fases acuosas de la
oleosa, estas reposan para separar sus fases y poder sacar el aceite mejor llamado

aceite esencial.

1.7 Generalidades del arrastre de vapor

El agua es uno de los solventes por excelencia, que se ha usado desde los inicios del
método. Uno de los primeros intentos de extraer la esencia de las plantas fue poner
en contacto estas con agua caliente, pero la dificultad de separar después los

materiales hizo que se buscaran nuevas alternativas (Armijo C. J. et al, 2012).

Posteriormente se ideo colocar las plantas en un recipiente superior para que el vapor
formado en la parte inferior lo atravesase y posteriormente fuese condensado en un
serpentin, asi surgio el alambique para extracciones de aromas y esencias. Con la
revolucién industrial, la necesidad de producir extractos en proporciones mas grandes
que los métodos artesanales pudieran alcanzar hizo que estos métodos fueran
adaptados a la escala industrial con buenos resultados. Asi que del alambique se pasé
a un extractor donde se coloca el material vegetal y se pone en contacto con el vapor
generado en un calderin anexo o una caldera, para después llevar ese vapor a un
condensador, y recogido en un tanque de decantacién, donde saldrian el aceite

esencial y el agua (hidrolato) por aparte (Armijo C. J. et al, 2012).
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La extraccion funciona gracias a que, cuando el vapor entra en contacto con el material
vegetal, hace que los compuestos aromaticos se vaporicen y sean arrastrados junto
con el vapor hasta el condensador, donde se condensan junto con el vapor de agua.
También la temperatura del vapor hace que las células y las estructuras vegetales se

rompan y liberen mas compuestos esenciales (Molina, 2009).

1.8 Microorganismos patégenos causantes de ETAsS en vegetales frescos

Miles de tipos de bacterias se introducen en los alimentos, pueden ocasionar
enfermedades transmitidas por los alimentos. Cada afio ocurren millones de casos de
estas enfermedades. La mayoria de dichos casos pueden prevenirse, otras son
tratadas en centros de salud y se reportan como casos de estudios para prevenir la

propagacion de la bacteria y encontrar la cura de la misma. (USDA, 2008)

A continuacion, se mostraran los microorganismos patégenos presentes en vegetales
frescos (Tabla 3)

Tabla 3. Bacterias patbgenas comunmente encontradas en hortalizas de hojas
verdes

Vegetal Bacteria patdgena
Espinaca E. coli, Bacilus cereus, Yersinia enterocolitica,
Aeromonas ssp., Salmonella Typhimurium
Lechuga E. coli, Shigella ssp., Salmonella ssp., Proteus
mirabilis, Proteus vulgaris, Bacillus cereus,

Cyclospora ssp.

Cilantro E. coli, Ascaris lumbricoides, L. monocytogenes
Perejil E. coli, S aureus y aeromonas
Albahaca Salmonella ssp. Y Cyclospora ssp.

Fuente: Elviss et al. (2009); Xanthopoulos et al. (2010); Elhariry (2011); Cerén et al. (2015); Gémez et
al., (2015); Rodriguez et al., (2015); Mayton et al., (2018); Luna et al., (2019); Azimirad et al., (2021)

como se cité en Gasca, (2021).

Las bacterias patdgenas representan el principal peligro microbiolégico para este tipo
de vegetales frescos y m&s aun que estas bacterias presentan multiresistencia a

antibioticos (lwu et al., 2019).
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Cuando se determina un posible brote, los funcionarios de salud publica encuentran
algo en comun que vincula las enfermedades entre si, como comer la misma comida,
tener contacto con el mismo tipo de animal, comprar en la misma tienda de comestibles
o0 asistir al mismo evento. La realizacion de pruebas de patdgenos y rastreo sirve para
identificar el origen de un brote posteriormente se informa al publico y a la industria
sobre las acciones que pueden prevenir a estas enfermedades y se puedan controlar.
(CDC, 2022)
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CAPITULO 2: Metodologia
VI. Materiales y Métodos

El plan de trabajo utilizado sobre la investigacion se muestra en la Figura 4:

Figura 4. Diagrama de proceso dividida en 5 etapas.

1. Secac.lo » Separacion de hojas y tallos
de Salvia « Temperatura: 37°C
officinalis * 48 horas

2. Destilacion e
« Salvia officinalis seca

por arrastre * Solvente: agua
de vapor « 1.5 horas

0,500y 1000 ppm
* Preparacion del M.O.

Metodologia _3' An.aII,SIS_ » Acondicionamiento de la espinaca
. Microbiologico « Evaluacion de la impregnacion en

en fase de vapor fase de vapor del aceite esencial de

e impregnacién Salvia officinalis en contra de E. col.

» Temperatura ambiente (22 + °C) y
Temperatura de refrigeracion (4 =1 °C).

« Evaluacion de los atributos

4. Evaluacion : .
sensoriales mediante una

Sensorial prueba hedonica de 5 puntos
| 5. Analisis « Analisis de varianza (ANOVA)
de datos

La metodologia realizada constd de 5 etapas, la etapa 1: secado de la planta vegetal
Salvia officinalis, la etapa 2: extraccion del agente antimicrobiano, la etapa 3: evaluacion
microbiolégica de las espinacas inoculadas con E. coli y la impregnacion del agente
antimicrobiano en diferentes concentraciones por el método de fase de vapor, la etapa
4: evaluacion sensorial por medio de una escala heddnica de 5 puntos, y la etapa 5:

analisis de varianza (ANOVA). Todas estas etapas se describen a continuacion:
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7.1 Etapa 1: Secado de la planta Salvia officinalis

7.1.1 Material vegetal

El material vegetal utilizado fue obtenido de un proveedor de Salvia officinalis que
cumpliera con los requisitos de clasificacién y género de la planta, el agricultor produce
Salvia de manera orgénica en la zona de Atlixco, Puebla (Figura 5). Posteriormente fue
seleccionada y separada en hojas y tallos, verificando que no existiera dafio fisico y

microbiolégico aparente.

Figura 5. Recepcion de materia prima

7.1.2 Proceso de secado

En la Figura 6 se ilustra lo que se realiz6 para la primera etapa.

Figura 6. Secado y acondicionamiento de la Salvia officinalis

J! J
Recepcion de materia Peso de la Secado de la planta Peso de la Salvia
prima organica materia fresca. Salvia offcicinalis. materia seca.  officinalis
A 37°C por 48 hrs seca

Para el secado de la Salvia, y después del acondicionamiento de la planta que se
describe en la seccion de material vegetal, se lleva a un primer pesado para determinar
el peso de la materia fresca. Posteriormente, se introducen a una estufa de secado,

donde de acuerdo con Mufioz, (1996) el rango de temperaturas utilizado para el secado
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de la mayoria de las materias vegetales es de 30 a 40°C; si se utilizan temperaturas
superiores se corre el riesgo de que los vegetales comiencen a perder sus propiedades
bioactivas. De este modo, se determiné utilizar la temperatura de 37°C por un lapso de
48 horas (Figura 7)

Finalmente, cuando la Salvia officinalis estuvo seca, se retird6 y se colocdé en un
desecador durante 20 minutos. Igualmente se determind el peso final para conocer su
rendimiento (Formula 1), y el % de humedad (Formula 2). Finalmente se obtiene la
planta acondicionada para la segunda etapa misma que sera almacenada en bolsas de
papel y colocadas dentro de una bolsa oscura para evitar la exposicion a la luz.

Rendimiento del secado = Peso de la materia fresca — Peso de la materia seca (Formula 1)

Peso de la charola con salvia fresca—Peso de la charola con salvia seca

% Humedad =

: (Formula 2)
Peso de la charola con salvia fresca—Peso de la charola

Figura 7. Proceso de secado de Salvia officinalis

7.2 Etapa 2: Destilacion y obtencién del aceite esencial de Salvia officinalis

7.2.1 Solventes y Reactivos

El solvente para la extraccion del aceite esencial grado alimenticio fue agua destilada,
y el refrigerante fue de marca BARDAHL Anticongelante 50/50.
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7.2.2 Proceso de destilacion

Se pesaron 100 gramos de hojas y tallos de Salvia officinalis seca, y se introdujeron en
un matraz de destilacion de un equipo marca marca GRAHAM DESCHEM modelo 2L
HT. Durante la hidrodestilacion (Figura 8) conforme se genera vapor saturado, este
entra en contacto con la hierba, la calienta de tal forma que va liberando el aceite
esencial, a su vez se desprende la fase liquida y oleosa contenida en ella (Rodriguez
Alvarez M. et al, 2012). El aceite esencial resultante se utiliza como agente
antimicrobiano. El rendimiento del proceso de destilacion depende de la preparacion y
la humedad de la planta, la manipulacién anterior al secado y cortado, de la presion y
temperatura del vapor de agua usado para el proceso. El calculo del rendimiento de
aceite esencial obtenido por hidrodestilacién se determiné mediante la formula 3. Al
recuperar el aceite esencial despues de la destilacion se almaceno en recipientes
transparentes, se pusieron a congelacion para facilitar la separacion del aceite y

posteriormente el aceite se almaceno en recipientes de vidrio de color topacio.

vol. del aceite (mL)*Densidad del aceite (%)

% Rendimiento = * 100 (Formula 3)

masa de hojas secas (g)

Figura 8. Hidrodestilacién

a~y

Termoémetro Conexiones
para la entrada
de vapor

Serpentin
refrigerante

Matraz
generador de % Bomba
vapor recirculante
Matraz Matraz
Parrilla de con &olector de
calentamiento S| planta aceite
vegetal esencial J
seca

Fuente: Figura tomada y creada por Chemix. (2021).
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7.3 Etapa 3: Analisis microbioldgico e impregnacion en fase de vapor del
aceite esencial de Salvia officinalis en espinacas crudas

7.3.1 Cepa bacteriana

La cepa bacteriana de Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) fue obtenida del cepario

de la Dra. Maria Lorena Luna Guevara, Facultad de Ing. Quimica/BUAP.

7.3.2 Preparacién del inoculo

Se hizo crecer la bacteria Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) en 100 ml de caldo
soya tripticaseina (TSB) (Figura 9). Durante el acondicionamiento de la cepa para
inoculacién se le afade el antibiético (acido nalidixico) al primer caldo TSB, una vez
inoculado se incuba a 37°C por 24 horas en una incubadora de agitacién orbital modelo
INO.4-50 marca AYSPEL APARATOS.

Figura 9. Cepa e inoculacién de Escherichia coli enteroinvasiva

Matraz de
Caldo +
TSB (C1)

Posteriormente, pasadas las 24 horas en un segundo matraz con caldo soya
tripticaseina (TSB), se colocara el inoculo hasta garantizar un crecimiento de 10’
UFC/mL, esto mediante un ajuste con espectrofotometro modelo JENWAY 6405
UV/VIS, utilizando una densidad éptica de transmitancia (DO) de 1.1 y una absorbancia
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de 620 nm. Finalmente, se incuba a 37°C por 24 horas en incubadora de agitacion
INO.4-50 marca AYSPEL APARATOS.

Para confirmar la poblacién del microorganismo en estudio se realizan recuentos con 7
diluciones seriadas de peptona de caseina con 9 ml de diluyente en cada tubo y en
medio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) mediante el método de extensién en
superficie (Figura 10), posteriormente, las placas pasan a incubacion por 24 horas en
incubadora modelo LUZEREN.

Figura 10. Diluciones seriadas y extension en superficie en placa de agar
EMB

Diluyentes con 9 ml cada uno
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7.3.3 Acondicionamiento de las espinacas y evaluacion del comportamiento de E

coli inoculado en hojas de espinaca “baby”.

Se tomo la metodologia utilizada en Gasca, 2021, que propone: tratamientos de lavado,
desinfeccién, enjuague y centrifugado descrita en la Tabla 4, utilizando espinacas de la
marca “vegeta listos” (Figura 11). Se pesan 40 gramos de espinacas, se someten a un
pretratamiento de desinfeccion en una solucion de hipoclorito de sodio al 5% (5 mL/1L
de agua) durante 15 minutos, se enjuagan con agua destilada, y, posteriormente se le
adicionan 4 mL del inoculo que esta presente en el segundo matraz de caldo TSB (10’
UFC/mL) en una bolsa plastica hermética estéril, se agitan vigorosamente durante 1
min y se dejan reposar durante 1 hora a temperatura ambiente (20-24°C) y otra a
temperatura de refrigeraciéon (4-6°C). Por otro lado, 10 gramos de espinacas
desinfectadas se sometieron a recuento mediante 3 diluciones seriadas en extension
en placa con Agar EMB para garantizar que no haya presencia de otros
microorganismos.

Figura 11. Espinacas marca “Vegeta Listos” pesadas, desinfectadas,
enjuagadas y centrifugadas

Fuente: Vegeta listos (2018)
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Tabla 4. Etapas de acondicionamiento de la espinaca

Etapas

Descripcién

Desinfeccion

Enjuague

Centrifugacion

Almacenamiento a
temperatura ambiente

Almacenamiento a
temperatura de refrigeracion

7.3.4 Recuento bacteriano

Inmersion de las hojas de espinaca baby en
1 litro de agua destilada con hipoclorito de
sodio al 5% con el fin de reducir la carga
microbiana previa.

Eliminacion del agente antimicrobiano con
agua destilada a chorro.

Aislamiento de las particulas suspendidas de
agua presentes en las hojas de espinacas.
Comportamiento cronologico de las hojas de
espinacas en condiciones de temperatura
ambiente (20-24°C), en tiempos de dia 0 (1
hora), 3 dias y 7 dias.

Comportamiento cronologico de las hojas de
espinacas en condiciones de temperatura de
refrigeracion (4-6°C), en tiempos de dia 0 (1
hora), 3 dias y 7 dias.

Posteriormente a la desinfeccion de las espinacas y de que hayan reposado durante 1

hora a temperatura ambiente (20-24°C) y de refrigeracion (4-6°C), se realiza un

recuento inicial considerando el tiempo (Dia 0). Por lo anterior, se toma de muestra de

10 g y son introducidas en un frasco de 90 mL de agua peptonada, y se lleva al

stomacker y se agita el contenido por un minuto (Figura 12), finalmente se realizan una

serie de diluciones con extensién en placa de agar EMB, las placas se incuban a 37°C

por 24 horas.

Figura 12. Agitacion de la muestra en Stomacker y recuento bacteriano del
tiempo O

\
\
X
)
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Diluyentes con 9 ml cada uno

10 1072 107 10* 10° 10° 107

4 1 11 41 1 1
===

7.3.5 Evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial aplicado en fase de

vapor

Las hojas de espinacas se someten a impregnacion en fase de vapor con el aceite
esencial de Salvia officinalis en concentraciones de 0, 500 y 1000 ppm, cada una en
temperatura ambiente (20-24°C) y refrigeracion (4-6°C) durante 3y 7 dias, el efecto de
la impregnacién se evalla en una cadmara hermética estéril, introduciendo las hojas de
colgadas y en contacto con el agente antimicrobiano (aceite esencial) colocando
previamente en una caja Petri abierta (Figura 13.a). Posteriormente, el recuento
bacteriano se realiza mediante una serie de diluciones y extension en placa en
superficie con agar EMB. Las placas se incuban por 24 horas en incubadora modelo
LUZEREN vy se realiza recuento de unidades formadoras de colonias (UFC), en los

tiempos mencionados anteriormente (Figura 13.b).

Figura 13. a) Camara con efecto de la fase de vapor y b) conteo en placa de

colonias
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7.4 Etapa 4: Evaluacién sensorial

La aplicacion de una evaluacion sensorial permite determinar el grado de aceptacion
por parte del consumidor sobre los atributos de impregnacion con aceite esencial de
Salvia officinalis sobre espinacas crudas. Por ello, se utiliza una prueba hedonica de 5

puntos, misma que determina si existe una diferencia perceptible en el nivel de agrado.

En la siguiente tabla 5 se muestran los puntajes de la escala hedoénica de 5 puntos de

acuerdo con sus caracteristicas:

Tabla 5. Puntaje asignado al atributo de la escala heddnica

Puntaje Caracteristica
5 Me gusta extremadamente
4 Me gusta moderadamente
3 No me gusta ni me disgusta
2 Me disgusta moderadamente
1 Me disgusta extremadamente

Se determinéd evaluar el tratamiento con la concentracién de 1000 ppm en el tiempo de
7 dias a temperatura de refrigeracion, debido a que presento la mayor reduccion de
poblacién bacteriana Anexo 1. El panel debera contestar una encuesta con el fin de
conocer el rango de edad entre personas quienes compran productos listos para el
consumo y su interés por productos que sean desinfectados de manera natural. En el
Anexo 2, se muestra la encuesta que define las caracteristicas de la poblacién a

estudiar.

7.5 Andlisis estadistico

Los analisis microbiol6gicos se realizaron para cada dilucién por duplicado en cada
concentracion, los datos a estudiar se evaluaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA), para determinar si existe diferencia entre las medidas de los tratamientos

estudiados con un 95% de confianza y un valor de (0=0.05).
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CAPITULO 3: Resultados y discusién

Las hortalizas frescas y minimamente procesadas son susceptibles a la contaminacion
de diversas bacterias patogenas; en especial aguellas que son de hojas verdes ya que
en su mayoria se consumen de manera cruda. Las malas practicas, como un mal lavado
o el uso de agua contaminada puede permitir la presencia de microorganismos
patdgenos. Sin embargo, un método preventivo de lavado y desinfeccion puede

contribuir a disminuir el riesgo de consumir vegetales contaminados.

Por ello, las tendencias actuales de los consumidores indican su preferencia por
alimentos de facil preparacion, de calidad, seguros, y naturales, que estén poco
procesados, pero a la vez tengan una mayor vida Gtil, asi como, aquellos alimentos que
son listos para su consumo (RTE). Las tecnologias de conservacion de alimentos tienen
como reto, obtener productos mas duraderos sacrificando al minimo sus caracteristicas

nutricionales y sensoriales iniciales (Del Valle, 2003).

El uso de antimicrobianos es una practica comun en la industria de los alimentos y de
los hogares. Por muchos afos, se han utlizado antimicrobianos sintetizados
guimicamente; sin embargo, algunos estudios han demostrado que su aplicacion puede
provocar dafios a la salud, si se usan en grandes dosis, llegando a ser toxicos y
provocando el rechazo por parte de los consumidores. Por lo cual, ha surgido la
necesidad de alternativas de agentes antimicrobianos de origen natural. En esta
basqueda, se han encontrado resultados muy interesantes para contrarrestar la
presencia de bacterias como Escherichia coli en hojas de espinacas tipo baby (Gasca,
2021).

Por otro lado, existe la posibilidad de una creciente actividad multirresistente de
bacterias tanto Gram positivas y Gram negativas, lo que se traduce en una busqueda
de alternativas en el uso de agentes antimicrobianos naturales como los extractos de

Salvia officinalis, el cual ha demostrado su efectividad como agente antimicrobiano.
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1. Secado de la planta Salvia officinalis

El objetivo del secado es estabilizar y conservar a lo largo del tiempo un alimento con
las mismas propiedades y composicién en principios activos que contiene la planta
fresca y evitar su deterioro (Hornok, 1992). El secado forzado empleado ayuda a la

pérdida de agua de la planta a través de la evaporizacion por diferencia de humedad.

La calidad de la planta Salvia officinalis inicialmente de manera visual conto con buenas
caracteristicas en cuanto a frescura, color y olor. El aspecto final del material vegetal
obtuvo un color verde grisaceo natural (Figura 14). Se emplearon entre 1 y 2 dias para
el secado dependiendo del tamafio de las hojas en estufa a 37 °C. La manera en la que
se separaron el tamafio de las hojas hizo que se tomara en cuenta la delicadeza de la
planta durante el tiempo de exposicion en el secado.

Figura 14. Materia vegetal seca

El porcentaje de humedad final se calcul6 con la férmula 1. De acuerdo con Hornok,
1992, la humedad maxima de las plantas frescas oscila entre el 60% y el 80%.
Asimismo, Merino, 2011 reporté una humedad en Salvia officinalis de 69,8%, por lo que,
el porcentaje de humedad que se obtuvo en la presente investigacion de 69.16% de la

planta coincide con la bibliografia reportada, (Hornok, 1992, Merino, 2011).

(4.1956—2.8100)
(4.1956—2.1924)

% Humedad = * 100 = 69.16% (Férmula 1)
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2. Destilacion y obtencién del aceite esencial de Salvia officinalis

En la destilacion por arrastre de vapor los componentes voléatiles son retenidos por las
membranas del material vegetal seco lo que hace necesario un remojo del material, y
esto se logra con la condicién de vapor saturado (Figura 15). Para obtener la mejor
calidad del aceite es necesario asegurar que durante la destilacion haya una baja
temperatura, o tener altas temperaturas durante el menor tiempo posible o con el fin de
evitar pérdidas de aceite esencial por volatilizaciéon cuidando la calidad del producto.
(Albarracin, 2003, Merino, 2011)

Figura 15. Destilacion de aceite esencial de Salvia officinalis

Al finalizar el proceso de extraccién del aceite, este presentd cualidades fisicoquimicas
como: claro, transparente, incoloro y limpio (Figura 16), generalmente, los aceites
esenciales son muy susceptibles al dafio por agentes como la humedad, la luz, el calor
o el aire que pueden afectar sus propiedades quimicas.

El rendimiento del aceite esencial depende de la especie vegetal, la época de cosecha,
el estado fenolégico de la planta, la edad de la planta, las condiciones edéficas y
climaticas, y el propio proceso de destilacion empleado. El aroma debe ser
caracteristico de la planta cultivada. Los aceites esenciales, en general, constituyen del
0,1 al 1% del peso seco de la planta. (Rodriguez, 2011, Hornok, 1992)
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Figura 16. Aceite esencial resultante

Para estudiar la eficiencia de la destilacion se calcul6 el porcentaje de rendimiento. Se
obtuvo un volumen de aceite esencial destilado de 0.7 ml en una masa de 100 g de
hojas y tallos de Salvia officinalis seca, con un volumen de agua purificada de 2 litros

en cada destilacion; la densidad de la salvia es de 0.910 g/mL.

% de rendimiento = 0.637%

De acuerdo con Hernandez et al., (2002) el contenido de aceite esencial de Salvia
officinalis L. debe ser de 1,5% v/m. Sin embargo, de acuerdo con Castrillon et al., (2019)
y Hernandez, (2019) los aceites esenciales de Salvia officinalis obtenidos mediante
destilacion por arrastre con vapor como método de extraccion, alcanzaron un
rendimiento del 0.16% y 0.5664% respectivamente, por lo que el rendimiento obtenido

en la presente investigacion es coincidente con lo reportado por otros autores.

3. Analisis microbiol6gico e impregnacién en fase de vapor del aceite esencial
de Salvia officinalis en hojas de espinacas baby

La bacteria Escherichia coli es uno de los microorganismos mas estudiados debido a
su incidencia, resistencia ante los antibidticos y en algunos casos debido a su
patogenicidad. Es el principal anaerobio facultativo de la flora microbiana que reside en
el colon humano. El huésped se coloniza desde el nacimiento con una o dos cepas que
residen de manera permanente en el intestino y establecen una relacién simbidtica con

el individuo durante toda la vida. Asimismo, esta bacteria dentro de sus subgéneros
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patogénicos presenta con frecuencia los brotes mas comunes como agente etioldgico
(Rodriguez, 2011, Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013).

A pesar de la creciente importancia de los productos frescos como vehiculo de agentes
patégenos humanos, actualmente existe un limitado conocimiento acerca de donde se
produce la contaminacion en la cadena de suministros o sobre el mecanismo por el cual
los agentes patdgenos humanos colonizan y sobreviven en las frutas y verduras.
(Michanie, 2003).

Por lo anterior, se hace imprescindible contar con mecanismos efectivos para
desinfectar los vegetales, y que sean de facil acceso tanto para los hogares como para
la industria. Una alternativa puede ser la aplicacion de aceites esenciales, debido a su
modo de accion generado por la presencia de compuestos hidrocarbonos e
hidrofilicosen sus grupos funcionales. Algunos reportes de investigadores mencionan
gue los compuestos en los aceites esenciales saturan los sitios de accion en la
membrana celular produciendo un dafio grave, provocando que se colapse la

membrana y de lugar a la muerte de la bacteria (Raibaudi, et, al., 2006).

En esta investigacion se evallo la actividad antimicrobiana del aceite esencial de salvia
(S. officinalis) frente a la bacteria Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) por el método
de fase de vapor en concentraciones de 0, 500 y 1000 ppm en temperatura ambiente y

refrigeracion.

3.1 Fase de vapor

La técnica de fase de vapor es una alternativa cuando los aceites esenciales y los
microorganismos se colocan por separado en algun ambiente sellado, por lo tanto, la
inhibicion microbiana se logra a distancia sin contacto directo del agente antimicrobiano
con el alimento. Pocos estudios han sido publicados sobre la inhibicion de
microorganismos por la fase de vapor generada con aceites esenciales. Y se debe
resaltar que, no existen articulos que reporten la inhibicién de E. coli, utilizando aceite
esencial de salvia (Salvia officinalis) por el método de fase de vapor y aplicado en una

matriz alimentaria. (Avila-Sosa et al., 2012, Velazquez, et al 2013).
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Sin embargo, la aplicacion directa de aceites esenciales en alimentos podria ocasionar
un impacto sensorial negativo, provocado por la alteracion de los umbrales aceptables
de sabor y/u olor que caracteristicamente tienen por naturaleza los alimentos.
Veladzquez, et al (2013) sefiala que, para reducir este impacto sensorial de los aceites

esenciales, se puede optar por el uso de ellos en fase de vapor. (Veldzquez, et al 2013).

3.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana frente al tiempo del aceite
esencial de S. officinalis frente a E. coli en fase de vapor a temperatura

ambiente.

En la Figura 17 se muestran los valores representados de los recuentos bacterianos
obtenidos por duplicado para las concentraciones de 0, 500 y 1000 ppm aplicadas en

fase de vapor a temperatura ambiente (20-24°C).

El tratamiento observado durante la prueba control (0 ppm) a temperatura ambiente
obtuvo los siguientes recuentos: al dia 0 la lectura fue de 9.597 Logio UFC/mL,
posteriormente el recuento al dia 3 fue de 9.267 Logio UFC/mL lo que muestra que la
reduccion del dia 0 al dia 3 fue de 0.329 ciclos UFC/mL, este comportamiento indica
una lenta tendencia sobre la disminucion de las células bacterianas y muestra que hay
diferencia significativa (p<0.05), durante el tiempo transcurrido a pesar de que todavia
no es sometido al desinfectante. Asimismo, el recuento al dia 7 fue de 9.230 Logo
UFC/mL de manera que la reduccién entre el recuento del dia 3 al dia 7 fue de 0.037
ciclos UFC/mL esto indica que no hay diferencia significativa (p<0.05). Los ciclos
reducidos entre el dia O y el dia 7 es de 0.366 UFC/mL, lo que indica que hay una mayor

reduccion de ciclos y por tanto si presenta diferencia significativa.
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Figura 17. Recuentos bacterianos de las 3 concentraciones a temperatura

ambiente en Logio UFC/mL

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo
PCT. ambiente 500 ppm T. ambiente 1000 ppm T. ambiente

*PC (Prueba control), 500 y 1000 ppm (partes por millén) pruebas a temperatura ambiente (20-24°C)

El tratamiento con 500 ppm de aceite esencial de salvia (S. officinalis) se comporté de
la siguiente manera: el recuento al dia O fue de 9.716 Logio UFC/mL, al dia 3 fue de
9.371 Logi0 UFC/mL de forma que la reduccién entre el dia O al dia 3 fue de 0.345 ciclos
UFC/mL lo que indica que no hay diferencia significativa. En este sentido, el recuento
para el dia 7 fue de 8.778 Logio UFC/mL donde de igual forma no hay diferencia
significativa entre el dia 3 al dia 7 lo que indica que la concentracién de 500 ppm a
temperatura ambiente no redujo de manera importante el crecimiento de Escherichia
coli en espinaca. En este sentido, si se analiza el comportamiento de la inhibicién
bacteriana entre el dia 0 al dia 7 podemos notar que la reduccion es de 0.938 ciclos

UFC/mL donde notablemente si hay diferencia significativa entre recuentos.

Por otro lado, los resultados de los recuentos observados para la concentracion de 1000
ppm con aceite esencial de salvia (S. officinalis) muestran que para el recuento fue de
8.699 Logio UFC/mL en el dia 0. Al dia 3 fue de 8.602 Logio UFC/mL de modo que los
ciclos reducidos entre el dia 0 y el dia 3 fueron de 0.097 UFC/mL por tanto no hay
diferencia significativa durante el tiempo de exposicion con el extracto a esta

concentracion. Asimismo, el recuento al dia 7 fue de 5.398 Logio UFC/mL, y los ciclos
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reducidos entre el dia 3 y el dia 7 fueron de 3.204 UFC/mL y a pesar de notar una
reduccion considerable no hay diferencia significativa entre los dias a los que estuvo
expuesto el tratamiento a temperatura ambiente. Sin embargo, si se compara la
reduccion entre el dia 0 y el dia 7 es de 3.301 ciclos UFC/mL lo que indica que si hay

diferencia significativa.

Figura 18. Recuento bacteriano del dia 3 en temperatura ambiente. a) PC, b)
500 ppm, c¢) 1000 ppm

3.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana frente al tiempo del aceite
esencial de S. officinalis frente a E. coli en fase de vapor a temperatura de

refrigeracion.

En la Figura 19 se observan los recuentos bacterianos realizados por duplicado para
las concentraciones de 0, 500 y 1000 ppm aplicadas en fase de vapor a temperatura

de refrigeracion (4-6°C).

Los tratamientos a temperatura de refrigeracion (4-6°C) presentaron una mayor
inhibicién del crecimiento microbiano. Si bien, la refrigeracion es uno de los principales
métodos de conservacion en alimentos, Par Gramajo, (2017) refiere que este método
mantiene al alimento a bajas temperaturas (entre 2 y 8°C) sin alcanzar la congelacion,
Y Su propasito es retardar el deterioro por microorganismos ralentizando su crecimiento.
Se muestra que tras un tratamiento de conservacion de alimentos como lo es la
refrigeracion ayuda a conservar la estructura del vegetal retardando los procesos

oxidativos, de deshidratacién y deterioro, esto sugiere que se conservan de mejor
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manera las hojas de espinaca permitiendo preservar su estructura y retardando el

crecimiento del microorganismo (E. coli).

Figura 19. Recuentos bacterianos de las 3 concentraciones a temperatura de

refrigeracion en Logio UFC/mL

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo
PCT. refrigeracion 500 ppm T. refrigeracion 1000 ppm T. refrigeracion

*PC (Prueba control), 500 y 1000 ppm (partes por millén) pruebas a temperatura de refrigeracion
(4-6°C)

De este modo, los resultados de los recuentos se presentan en la figura 19: la prueba
control tuvo un recuento de 8.989 Logio UFC/mL al dia 0, mientras que el recuento al
dia 3 fue de 7.752 Logio UFC/mL de manera que la reduccion del dia O al dia 3 es de
1.237 ciclos UFC/mL lo que indica que hay diferencia significativa durante su
permanencia en refrigeracion. Al dia 7 obtuvo un recuento de 6.556 Logio UFC/mL por
tanto la reduccién logaritmica entre el dia 3 y el dia 7 fue de 1.196 UFC/mL presentando
diferencia significativa. Asi la reduccion del dia 0 al dia 7 es de 2.283 ciclos UFC/mL de

forma que si hay diferencia significativa.

El tratamiento de 500 ppm se comport6 de la siguiente manera: al dia 0 se obtuvo un
recuento de 8.982 Logio UFC/mL, por otra parte, el recuento al dia 3 fue de 7.845 Log1o
UFC/mL, de modo que la reduccion logaritmica entre el dia 0 y el dia 3 fue de 1.137
ciclos UFC/mL presentando diferencia significativa (p<0.05). Asimismo, al dia 7 se

obtuvo un recuento de 6.699 Logio UFC/mL, presentando diferencia significativa del dia
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3 al dia 7 con una reduccion de 1.146 ciclos UFC/mL. De manera que, existe diferencia

significativa entre el dia 0 y el dia 7 con una reduccion de 2.283 UFC/mL.

Los recuentos en la etapa de impregnacion de 1000 ppm con el aceite esencial de
Salvia officinalis fueron: al dia 0 con 8.813 Logio UFC/mL, al dia 3 fue de 3.934 Log1o
UFC/mL, de modo que la reduccion logaritmica entre el dia 0 al dia 3 fue de 4.878
UFC/mL lo que indica una reduccién significativa. Al dia 7, el recuento fue de 0 Logio
UFC/mL, donde se observa una reduccion importante y significativa (p<0.05). Lo
anterior, demuestra el efecto inhibitorio de la salvia sobre el crecimiento de Escherichia
coli, en una matriz alimentaria. De acuerdo con Ovidi, et al. (2021) y Lopez-De Avila et
al. (2013) el efecto antimicrobiano que ejerce el aceite esencial de Salvia officinalis en
contra de la bacteria E. coli se logra con concentraciones minimas inhibitorias y en
concentraciones de entre 1-4 mg/mL respectivamente. De este modo, la reduccion
entre el dia 0 al dia 7 fue de 8.813 UFC/mL.

Por otro lado, un mayor efecto en la reduccion de las poblaciones de E. coli a
temperaturas mas bajas se debe probablemente a una reduccién del metabolismo de
la bacteria. Nair et al. (2005), explican que se puede relacionar con cambios en la fluidez
de la membrana de las células bacterianas cuando éstas son expuestas a temperaturas
de refrigeracion. Ademas, los microorganismos son fisioldgicamente mas activos a
temperatura ambiente que a temperatura de refrigeracion; por tanto, el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de salvia (S. officinalis) pudo ejercer su efecto con
mayor facilidad y demostrar los efectos de inhibicion microbiana (Strawn y Danyluk,
2009, Nair et al. 2005 y Jiménez 2016). Asimismo, las condiciones de refrigeracion
retardan la deshidratacion del vegetal, aumentando la eficacia del tratamiento. Caso
contrario ocurre con los tratamientos evaluados a temperatura ambiente, en los cuales
se demuestra un menor efecto del aceite esencial aplicado en fase de vapor. Lo
anterior, puede deberse a que una mayor temperatura favorece la supervivencia de la
bacteria y provoca que el vegetal sea mas susceptible al dafio favoreciendo su
crecimiento. Con estos resultados se puede considerar que la aplicacion de aceite
esencial puede funcionar para tratamientos con un menor tiempo de exposicion, pero

con concentraciones mayores. Por otro lado, Lopez et al., (2011) reportan, que las
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espinacas envasadas al someterse a condiciones de refrigeracion se disminuye la
riqueza, diversidad y uniformidad de la microbiota bacteriana, condiciones que pudieron
beneficiar la reduccion del crecimiento de E. coli.

Uno de los factores mas importantes a considerar para lograr el efecto antibacteriano
mediante el uso de aceites esenciales es su conservacion. Una caracteristica que el
aceite esencial de salvia que se uso fue que presento resinificacion, esto se logré notar
mientras estuvo expuesto a temperatura ambiente (20-24°C) y durante los 7 dias de
contacto, por el contrario, durante el tratamiento a temperatura de refrigeracion (4-6°C)
de igual manera se empez0 a resinificar, pero no se logr6 completamente y solo se
guedo pegajoso. En Merino, (2011) refiere que los aceites esenciales son volatiles y si
se dejan en contacto con el aire, se oxidan, solidifican y resinifican, perdiendo su olor
caracteristico, al igual que se alteran facilmente bajo la accién de la luz, volviéndose
amarillos y oscuros. El efecto de la fase de vapor sobre la pérdida de los compuestos
antimicrobianos del aceite esencial (S. officinalis) limito la presencia de oxigeno en el
entorno por lo que la resinificacion se debe a la temperatura, en este sentido, la
temperatura constante de refrigeracion ayuda a conservar el aceite retardando el
proceso de oxidacion y perdida de compuestos del propio aceite. (Rios, 2010; Ceballos
& Londofio, 2017)

Figura 20. Recuento bacteriano del dia 3 en temperatura de refrigeracion. d)
PC, e) 500 ppm, f) 1000 ppm
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3.4 Comparacion de los tres tratamientos en la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de S. officinalis frente a E. coli en fase de vapor a temperatura

ambiente.

En la tabla 5 se muestran las reducciones logaritmicas a temperatura ambiente donde
su comportamiento frente a cada tratamiento fue el siguiente: para el tiempo 0 no hay
diferencia significativa entre tratamientos ya que todavia no hay una reduccion de la
poblacién bacteriana. Asimismo, a los 3 dias tampoco hay diferencia significativa para
ninguno de los tratamientos en comparativa lo que muestra que se mantiene la misma
poblacion. A los 7 dias si hay diferencia significativa entre la prueba control y 500 ppm,
al igual que entre los tratamientos de 500 ppm y 1000 ppm. Al presentarse el efecto
significativo entre tratamientos al dia 7 se muestra que a temperatura ambiente se logra
una reduccion logaritmica para prueba control, 500 ppm y 1000 ppm de

aproximadamente de 0.04, 0.55 y 8.58 UFC/mL respectivamente.

De este modo, se resalta que el tratamiento que logro la mayor reduccién fue el de la
concentracion de 1000 ppm al dia 7 con temperatura ambiente. Y a pesar de no reducir
en su totalidad la poblacidén bacteriana se demuestra el efecto antimicrobiano del aceite

esencial de Salvia officinalis frente a la bacteria E. coli.

Tabla 5. Recuentos y reducciones logaritmicas de las tres concentraciones a
temperatura ambiente

Temperatura  Tiempo Concentracién Recuentos Logaritmos
(°C) (dias) (ppm) (Log10 UFC/mL) reducidos
PC 9.59+0.09 2 0.0+0.0°
0 0 9.71+0.25 0.0£0.0
0 8.69+0.12° 0.0+0.0
PC 9.26+0.08 © 0.33+0.00 °
25 3 500 9.37+0.33 ¢ 0.40+0.55°
1000 8.59+0.16¢ 0.15+0.21°
PC 9.23+0.11 © 0.04+0.02 ©
7 500 8.78+0.21f 0.55+0.11¢
1000 5.39+0.12 ¢ 8.58+0.16 ©

Las letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores promedios * las desviaciones

estandar cuando son comparados entre dias.
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3.5 Comparacioén de los tres tratamientos en la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de S. officinalis frente a E. coli en fase de vapor a temperatura

de refrigeracion.

Asimismo, en la tabla 6 se muestran las reducciones logaritmicas a temperatura de
refrigeracion donde su comportamiento frente a cada tratamiento fue el siguiente: para
el tiempo 0 no hay diferencia significativa entre tratamientos ya que todavia no hay una
reduccion de la poblacién bacteriana. Al dia 3, no hay diferencia significativa entre el
tratamiento control y 500 ppm, sin embargo, si existe diferencia significativa si se
compara la prueba control y 500 ppm contra 1000 ppm de modo que tuvo un mayor
efecto en esta ultima reduciéndose significativamente con 4.87ciclos UFC/mL. Al dia 7
no se presento diferencia significativa entre la prueba control, 500 ppm y 1000 ppm en
los logaritmos reducidos y a pesar de que en los recuentos si se demuestra que hay
diferencia significativa para 500 ppm y 1000 ppm, la mayor reduccién logaritmica se
presento al dia 3, a pesar de que en el dia 7 se permite notar una mayor reduccion con
resultados nulos del recuento de la bacteria. Este comportamiento demuestra que los
tratamientos tuvieron mejor respuesta a la inhibicion bacteriana en temperatura de
refrigeracion y se puede considerar el uso del aceite esencial de Salvia officinalis a

mayores concentraciones en menor tiempo de exposicion.

Por ende, se resalta que el tratamiento que logro la mayor reduccién fue el de la
concentracion de 1000 ppm al dia 3 con temperatura de refrigeracion por la cantidad
de logaritmos reducidos, aunque, el mejor tratamiento de recuentos nulos de la
presencia de la bacteria se dio al dia 7 con la misma concentracion. Por ello, si se
emplearan mayores concentraciones del aceite esencial en menor tiempo de

exposicion se favoreceria el dafio al aceite y al vegetal.

Tabla 6. Recuentos y reducciones logaritmicas de las 3 diferentes concentraciones a
temperatura de refrigeracion

Temperatura Tiempo Concentracién Recuentos Logaritmos
(°C) (dias) (ppm) (Log10 UFC/mL) reducidos
PC 8.99+0.07 @ 0.0£0.02
4 0
0 8.98+0.212 0.0+0.02
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0 8.81+0.14 @ 0.0+0.02
PC 7.75+0.05 P 1.24+0.12°
500 7.84+0.28° 1.15+0.07 ®

1000 4.39+0.12°¢ 4.87+0.21 ¢
PC 6.56+0.03 ¢ 1.20+0.08 ¢
500 6.69+0.00¢ 1.10£0.14 ¢

1000 0.00+0.00 ¢© 3.93+0.07 ¢©

Las letras mindsculas distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los valores promedios * las desviaciones

estandar de los tratamientos cuando son comparados entre dias.

3.6 Compuestos bioactivos del aceite esencial de S. officinalis y su accion

bactericida

El efecto de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Salvia officinalis
generalmente se le atribuye su interaccién de sus compuestos bioactivos que estan
presentes en él. El mecanismo de ataque de los antimicrobianos dentro de una célula
se lleva a cabo en partes y/o funciones importantes para la sobrevivencia de la célula.
Puede llevarse a cabo en la pared celular, membrana celular, en la sintesis de proteina,
en su genética y en la sintesis de su genética. Esto puede causar dafios irreparables a
una célula. Por lo general, los compuestos presentes en especias y hierbas que tienen
actividad antimicrobiana son derivados simples y complejos del fenol, los cuales son

volatiles a temperatura ambiente (Davidson y Branen, 2001).

La Salvia officinalis contiene mas de 300 componentes, entre los mas importantes se
encuentra la presencia de altas concentraciones de 1,8-cineol, a-tuyona, alcanfor y
salviol. Algunos de los terpenos poseen actividad inhibitoria en el crecimiento de las
bacterias. De manera convencional, los aceites esenciales son compuestos olorosos y
gue dentro de su actividad antimicrobiana actlan contra un amplio rango de bacterias
y hongos. Actualmente, no se conocen especificamente el mecanismo de accion de
gran parte de antimicrobianos de origen natural, normalmente en diversas

investigaciones se busca estudiar las concentraciones criticas de los aceites esenciales
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donde tengan efecto en su accién bactericida, este balance se mantiene por medio de
la interaccion de una serie de mecanismos quimicos, causando su alteracion y la
destruccion de las células microbianas, donde en diversas ocasiones tienen efecto en
la membrana celular, esta hace que colapse, haciéndole un dafio a la célula de la
bacteria. En la salvia se ha encontrado que actla sobre la membrana celular donde
Raibaudi, et al. 2006 reportan el efecto de los compuestos fendlicos ya que sensibilizan
la membrana celular, y al saturarse los sitios de accién, la célula sufre un dafio grave,
provocando que se colapse la membrana (Rodriguez, 2011, Chouhan et al., 2017,
Fournomiti et al., 2015 y Ghorbani et al., 2017, Gasca 2021, Raibaudi, et al. 2006).

De acuerdo con Merino (2011), los principales componentes en salvia identificados por
cromatografia de gases acoplada a masas son cetonas monoterpenicas bioldgicas, las
a y B tuyonas (35-60%, predominando claramente la a-tuyona, salvo en raras
excepciones). El aceite esencial contiene, ademas, como componentes mayoritarios,
alcanfor (10-40%), cineol, bomeol (libre y esterificado), entre otros. Las proporciones
de estos componentes pueden variar de forma importante en funcién de numerosos
criterios: origen geografico, época del afo, y frecuencia de recoleccion (Merino, 2011,
Petrone, 2002).

Asimismo, de acuerdo con MikulaSova et al., (2009) E. coli es una de las bacterias Gram
negativas con mayor susceptibilidad a los extractos de S. officinalis de las hojas y tallos,
y mediante sus extractos obtenidos por destilacién por arrastre de vapor presentan un
mayor efecto de inhibicion. EI mecanismo de accién del extracto sobre la bacteria que
explica la efectividad de los tratamientos realizados en esta investigacion en ambas
temperaturas pese a la rapidez de la eficacia que pudieron tener se debe a los
compuestos bioactivos de los principales componentes mayoritarios en Salvia officinalis
provenientes de los grupos funcionales como: las cetonas (alcanfor y a tuyonas) asi
como el cineol proveniente del eter que al predominar en el extracto pueden dar lugar

a la muerte bacteriana sobre la membrana celular.
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4. Evaluacion sensorial

Durante la etapa experimental y tras la obtencion de los resultados de la evaluacion
antimicrobiana del aceite esencial aplicado en fase de vapor, se determiné realizar una
evaluacion sensorial con el tratamiento que mayor eficacia y conocer el efecto del
tratamiento sobre los criterios de aceptabilidad del producto final y el nivel de impacto

sobre los umbrales aceptables de sabor, olor, color y apariencia (frescura).

Como bien se describe en la etapa anterior, el tratamiento que presentd la mayor
reduccién microbiana fue el de la concentracion de 1000 ppm al dia 7 en temperatura
de refrigeracion. Las muestras de espinaca se prepararon sin inoculo y Gnicamente con
la aplicacion del aceite esencial de S. officinalis en fase de vapor. En la Figura 21 se
muestran los promedios de la escala heddnica de 5 puntos (Anexo 1), aplicada a un
total de 30 panelistas de jueces no entrenados (consumidores) en un rango de edades
de entre 20 a 53 afios. Es asi como se presentan los siguientes valores a los atributos

sensoriales del vegetal en estudio (espinaca baby).

Figura 21. Prueba heddnica de 5 puntos para un total de 30 panelistas

Espinaca impregnada por 7 dias con Salvia officinalis

Sabor 5 967
5.0

40
30
7.0
1.0
Apariencia 00 Olor
(Frescura)
3.967
3.8
Color ~ 4167

Como se puede observar en la Figura 21; el sabor obtuvo un puntaje de 2.967, lo cual
indica que tuvo buen resultado por encima del promedio de la escala de 5 puntos, ahora

bien, en comparativa a los demas umbrales el sabor fue el puntaje méas bajo de
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aceptacion y conforme a las observaciones generales cerca del 76% de los panelistas
concuerdan que fue percibido con un sabor predominante al del aceite esencial. Por lo
que, en Beuchat y Golden, 1989 refieren que algunos antimicrobianos naturales o mas
dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar dicho antimicrobiano al alimento sin
afectar su calidad sensorial y seguridad (Beuchat y Golden, 1989). Asi como se
demuestra que hubo alteracion en el sabor indicando un resabio amargo tornandose a
un sabor mentolado en boca debido a la presencia de la tuyona en salvia.

Por otro lado, el atributo de apariencia (frescura) obtuvo un puntaje de 3.8 lo cual indico
gue al mantener la cadena de frio durante el experimento las hojas de espinacas se
mantuvieron intactas, sin embargo, el periodo de aplicacion de la evaluacion sensorial
perdio frescura al interrumpir la cadena frio cuanto mas tiempo pasaba. Al 84% de los

panelistas les pareci6 fresca la espinaca.

Figura 22. Panelistas durante la evaluacion sensorial

En cuanto al atributo de olor este presentd un puntaje de 3.967 por arriba del promedio
de la escala de 5 puntos lo cual indica que al 63% les gusto moderadamente el olor de
la espinaca. Asimismo, el color presento un puntaje de 4.167, siendo este el mas alto y
cercano al puntaje de 5 puntos lo que indica que a pesar de que los demas atributos
presentaron valores menores, el color se mantuvo intacto al caracteristico de la

espinaca fresca.

El uso de los aceites esenciales puede afectar las caracteristicas sensoriales de los
alimentos en su estado natural. Sin embargo, como se puede observar de manera
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general la utilizacion de métodos de desinfeccion por impregnacion en fase de vapor
utilizando aceites esenciales puede favorecer la oferta de alimentos, dandoles un valor
agregado, ya que puede contribuir a conservar la vida util, calidad e inocuidad del
producto. De acuerdo con Castafeda, (2013) un producto evaluado en una escala
heddnica puede considerarse como sensorialmente aceptable, cuando el promedio de
sus evaluaciones se encuentra por encima de la media, dicha condicion se cumplié en
todos los atributos evaluados en la presente investigacion. Finalmente, algunas
observaciones generales por parte de los panelistas fueron: el interés por el producto
ya que es una idea innovadora al pensar que estos alimentos podrian funcionar para
ensaladas, incluidas en mix con otros vegetales frescos e idealmente listas para su

consumo.
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VII. Conclusiones

En la actualidad la poblacién ha concientizado sobre la importancia del consumo
de hortalizas y en especial aquellas que son de hojas verdes, la demanda de estas
ha aumentado, ademds, de que previenen enfermedades cardiovasculares, por lo
gue su ingesta es fundamental para una salud 6ptima. Aguellos alimentos que son
listos para el consumo son una muy buena alternativa en el mercado y que mejor
si estos también son desinfectados por métodos naturales. Por lo que las

conclusiones sobre esta investigacion son las siguientes:

o Los rendimientos obtenidos en el secado de la planta y la destilacién del
aceite esencial de S. officinalis fueron satisfactorios y los datos
concuerdan con los reportados por otras investigaciones.

o La efectividad de la desinfeccion va a depender del tipo de desinfectante
(antimicrobiano), su concentracion, la temperatura de aplicacion, el
tiempo de exposicion y la resistencia de la bacteria.

o Los tratamientos evaluados a temperatura ambiente: prueba control y las
concentraciones de 500 ppm y 1000 ppm obtuvieron reducciones
significativas del dia 0 al dia 7 con reducciones de 0.366 UFC/mL, 0.938
UFC/mLy 3.301 UFC/mL respectivamente para cada concentracion. Esto
indica que el factor de la temperatura influyo significativamente al efecto
antimicrobiano del aceite esencial en cualquiera de las concentraciones
puesto que las reducciones fueron menores a las presentadas en
temperatura de refrigeracion.

o De la misma forma para la temperatura de refrigeraciéon las bacterias
fuera de su rango de temperatura ralentizan su crecimiento lo que da
lugar a los principios de conservacion por refrigeracion. Asimismo,
durante la prueba control y la concentracion de 500 ppm la reproduccion
bacteriana tuvo diferencias significativas del dia 0 al dia 3 con
reducciones de 1.237 UFC/mL y 1.137 UFC/mL respectivamente. En
comparativa, con la concentracion de 1000 ppm demostré diferencia
significativa del antimicrobiano presentando resultados de O recuentos
bacterianos al dia 7 reduciendo 8.813 UFC/mL.
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o Los antimicrobianos naturales como el aceite esencial de S. officinalis
promete ser una alternativa eficaz en contra de bacterias patégenas ya
gue dependiendo de la concentracion a usar puede llegar a reducir o
eliminar el crecimiento de E. coli.

o Los valores representados en la evaluacion sensorial fueron
satisfactorios, ya que los 4 atributos estudiados presentaron valores por
encima de la media a la escala heddnica de 5 puntos utilizada. Se resalta
gue el puntaje mas alto lo obtuvo el atributo de color de la espinaca.

o Aunque, las caracteristicas iniciales de la espinaca se vieron afectadas,
las observaciones generales demostraron un interés hacia el producto
como alternativa de darle un valor agregado. EI futuro de los
antimicrobianos de origen natural se encuentra determinado por la

aceptaciéon del consumidor.

VIII. Recomendaciones

o Esimportante estandarizar y controlar el proceso de destilacion ya que la
hidrodestilacion es un método 6ptimo en la obtencibn de aceites
esenciales para uso en alimentos, debido a que, no se corre el riesgo de
contaminacion o de trazas de compuestos que afecten la calidad del
aceite. Si se controlan los factores de vapor saturado y temperatura se
pueden obtener buenos rendimientos.

o Laaplicacion de los antimicrobianos naturales se determinan bajo estudio
de pruebas “in vitro”. Para el éxito de estas pruebas, se requiere que el
microorganismo y el tiempo de exposicion estén controlados para
establecer resultados significativos. El efecto de la temperatura es muy
importante durante la incubacion y la exposicion.

o La fase de vapor promete ser una técnica eficaz para reducir el impacto
sensorial de la aromaticidad que provocan los aceites esenciales.

o Serecomienda el uso del extracto de Salvia a mayores concentraciones,
con otros tiempos de contacto posiblemente menores a los estudiados y
el uso de otros vegetales frescos que sean susceptibles a la

contaminacion de bacterias patdgenas
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Evaluacién sensorial

Nombre:

Fecha:

INSTRUCCIONES

Frente a usted se presenta una muestra de hoja de espinaca. Por favor observe a detalle
e indique el grado con el que le gusta o le disgusta cada atributo de la muestra, marque

con una X la caracteristica correspondiente a cada atributo.

Atributos

Caracteristica

Sabor Olor

Color

Apariencia (Frescura)

Me gusta extremadamente

Me gusta moderadamente

No me gusta ni me disgusta

Me disgusta moderadamente

Me disgusta extremadamente

Observaciones:

iGracias!
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Anexo 2. Encuesta de la poblacién a estudiar para la evaluacion sensorial

1. Nombre completo
- Respuestas de 30 participantes

2. Edad
8
6 7 (25/91%)
4 (14,8 %)
4 3 (11,1 %)
2 (7,4 %) 2 (7,4 %)
2 1(37%) 13,7 %) 13,7 %) 13,7 %1 (3,7 %) (3,7 %) (3,7 %1 (3,7 %} (3,7 %)
0
3. Genero

@ Masculino
@ Femenino
@ Prefiero no decirlo

4. ¢Es de su agrado "Las espinacas" como vegetal?

® si
® No
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5. ¢Con qué frecuencia consume Espinacas?

@ Todos los dias

@ De dos a tres veces a la semana
@ Una vez por semana

@ Ningun dia

@ Mercados locales

@ Empaquetadas "Listas para el consumo”

@ No compro
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