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RESUMEN EJECUTIVO

La conservacion de la carne de pollo (Gallus gallus domesticus) en la industria alimentaria
ecuatoriana representa un reto permanente por su alta susceptibilidad al deterioro
microbiano y, dado su alto consumo, es importante encontrar formas de extender la vida
util. Por lo tanto, al aplicar la técnica de microencapsulacion se busca potenciar el efecto
inhibidor del aceite esencial de tomillo (7Thymus vulgaris). La metodologia empleada
inicia con la microencapsulacion usando proporciones de goma arabiga y maltodextrina.
Para verificar la correcta microencapsulacion se realizaron espectroscopias infrarrojas por
transformada de Fourier (FTIR) en todas las muestras. Se utilizd el microencapsulado
como agente inhibidor, disolviéndolo en soluciones a diferentes concentraciones, en las
cuales se sumergi6 la carne de pollo durante tres tiempos distintos, alcanzando un total de
10 tratamientos, incluido el control. Se usaron herramientas estadisticas para la
comparacion de los datos (Statgraphics 19) y se concluy6 que el tratamiento 9 presenta el
mayor porcentaje de eficiencia germicida; este se puso a prueba frente a un tratamiento
control para determinar la vida 1til a cero grados centigrados, dando como resultado 3 dias
para el tratamiento control y 10—-11 dias para las muestras de carne de pollo con el mejor

tratamiento aplicado.

Palabras clave: antimicrobiano; microbiologia; inocuidad; aceites esenciales; disolucion.
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ABSTRACT

The preservation of chicken meat (Gallus gallus domesticus) in the Ecuadorian food
industry presents a constant challenge due to its high susceptibility to microbial spoilage,
and given its high consumption, it is important to find ways to extend its shelf life.
Therefore, by applying the microencapsulation technique, the aim is to enhance the
inhibitory effect of thyme essential oil (Thymus vulgaris). The methodology employed
begins with microencapsulation using proportions of gum arabic and maltodextrin. To
verify proper microencapsulation, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was
performed on all samples. The microencapsulated agent was used as an inhibitor,
dissolved in solutions at different concentrations, in which the chicken meat was
immersed for three different durations, resulting in a total of 10 treatments, including the
control. Statistical tools were used to compare the data (Statgraphics 19), and it was
concluded that treatment 9 exhibited the highest percentage of germicidal efficiency. This
was tested against a control treatment to determine the shelf life at zero degrees Celsius,
resulting in 3 days for the control treatment and 10-11 days for the chicken meat samples

with the best treatment applied.

Keywords: Antimicrobial, microbiology, safety, essential oils, dissolution.
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

Chugchilan (2025), realizé una evaluacion de la capacidad antimicrobiana del aceite
esencial de tomillo (Thymus vulgaris) en carne de pollo la cual consistido en sumergir la
carne de pollo en tiempos de 2 , 3 y 5 minutos dentro de soluciones con diferentes
concentraciones 0,02%, 0,04% y 0,06%, resultando en el andlisis de 10 tratamientos
incluido el control, sobre aerobios mesofilos, se concluyo estadisticamente que el
tratamiento a la concentracion de 0,06% durante 5 minutos por la técnica de inmersion es

segura para lograr extender la vida util de la carne de pollo en refrigeracion (4°C).

Escobar (2024), desarrollo un estudio en el cual evalua a los aceites esenciales tanto de
perejil como de tomillo a manera de conservantes en hamburguesas de carne de pollo. Se
utilizo concentraciones del aceite de tomillo en conjunto con el aceite esencial de perejil
en las siguientes proporciones T1 (1 % AET y 0,40 % AEP), T2 (0,30 % AET y 0,85 %
AEP), T3 (0,60 % AET y 0,20 % AEP) y T4 (0 % y 0%). Para lo cual se realiz6 analisis
microbioldgico durante 49 horas de aplicacion, al tratamiento o con menor carga
microbiana se lo sometid a analisis fisicoquimicos y microbioldgicos en comparacion con
una muestra testigo en periodos de 5, 15 y 30 dias. Los resultados arrojaron un mayor
efecto antimicrobiano en el tratamiento 1 (1 % AET y 0,40 % AEP), por otra parte, la
aceptabilidad dada por 75 panelistas concluyé que el tratamiento 3 (0,60 % AET y 0,20
% AEP) posee mayor nivel de aceptabilidad.

Montero-Recalde et al., (2018) en su trabajo investigativo referente al andlisis de la
eficacia del aceite esencial de tomillo sobre una cepa de Staphylococcus aureus, las
concentraciones que se utilizaron variaron entre 1, 5, 10, 30, 50, 70 y 90%. La
concentracion minima inhibitoria que se logra determinar por microdilucion en un caldo
estandarizado al 0.5 en la escala de McFarland en espectofotometro, arrojando como

resultado que el tubo al 1% de aceite esencial de tomillo no presenta crecimiento de



colonias comparando con los demas tratamientos no presenta diferencias significativas al
tratamiento de 1% con halos de inhibicién de 12,2 mm mientras que a concentraciones de

5y 10% corresponde a halos de 15,35 y 15,9 mm.

En el Ecuador ademas se han llevado a cabo estudios que evidencian la presencia de varios
patdgenos presentes en la carne de pollo, que superan el nivel de aceptacion normado en
la NTE INEN 1338:2012 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2012). En el estudio
realizado por Mendez & Pesantez (2023), en la ciudad de Cuenca en el mercado 12 de
abril han evidenciado el 100% de presencia de Staphylococcus aureus en las 32 muestras
analizadas por encima de los niveles méximos, demostrando la falta de mecanismos que
permitan mejorar la inocuidad y el tiempo de vida util de forma natural y confiable como

el uso de microencapsulados de aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris L).

La microencapsulacion se ha consolidado como una técnica versatil con multiples
aplicaciones en el ambito alimentario y farmacéutico, hoy en dia existen diversos estudios
que destacan su capacidad para mejorar la funcionalidad de compuestos bioactivos, al
cubrirlos en una matriz protectora que limita su exposicion a las condiciones del entorno.
Esta barrera reduce procesos como la volatilizacion y la oxidacion, especialmente en
sustancias sensibles como vitaminas liposolubles y aceites esenciales. Ademads, contribuye
a preservar caracteristicas clave como el perfil aromatico y la actividad antimicrobiana.
Un beneficio adicional es la posibilidad de que exista la liberacion del compuesto
encapsulado, ya sea en funcién del tiempo o bajo condiciones especificas de temperatura,

pH o humedad (Rios-Aguirre et al., 2021).

Por lo tanto, la presente investigacion busca justamente aplicar la técnica de
microencapsulacion en patogenos que reducen o afectan al tiempo de vida util
especificamente Staphylococcus aureus, ya que investigaciones relacionadas aplican y
evallan las capacidades inhibitorias en soluciones acuosas, en diferentes matrices
alimentarias o en otros tipos de microorganismos como aerobios mesofilos, entre otros.
Por ello con la aplicacion del microencapsulado se busca mejorar significativamente la

vida util dado que es una técnica innovadora con relevancia cientifica.



1.1.1. Conservacion de alimentos

La conservacién como termino Unico hace referencia a la forma de mantener algo a lo
largo del tiempo sin que sufra algun tipo de cambio. En el &mbito alimentario se refiere a
la aplicacion de técnicas ya sean nuevas o tradicionales, que permitan la conservacion de
alimentos, con la finalidad de proporcionar alimento suficiente e inocuo tanto para

animales como seres humanos.

Las tecnologias que permiten la preservacion de alimentos deben cumplir con el objetivo
de mantener las propiedades de los alimentos lo mejor posible, como los nutrientes,
textura, sabor, aroma, etc. Dado el caso en que no cumpla con ello no es posible que se
considere como método de conservacion de alimentos. Industrialmente las técnicas deben
alinearse con la optimizaciéon y mejoramiento, aportando a la mejora de calidad de los
productos, reduccién de costos de produccion o el incremento de la produccion (Amit et

al., 2017)

Para aplicar una estrategia de conservacion adecuada, es indispensable conocer a fondo
las caracteristicas del alimento en cuestion. Esto permite seleccionar el método mas eficaz
segun el tipo de deterioro que se desea prevenir. En este sentido Aguilar, 2012) explica

que las acciones de conservacion pueden clasificarse en tres grandes grupos:

e La inhibicion o eliminacion de bacterias, con el fin de evitar la proliferacion
microbiana.

e [a desaceleracion de procesos quimicos naturales como la hidrélisis o la
oxidacion, mediante la inactivacidon de enzimas.

e La proteccion frente a agentes externos como insectos, roedores y otros

contaminantes fisicos o biologicos.

Por ello, el desarrollo de técnicas que permitan preservar la carne de pollo (Gallus gallus
domesticus) sin comprometer su calidad organoléptica negativamente y nutricional es de
suma importancia, ademas de aportar con la mejora de la calidad del producto. Por

consiguiente, el uso de compuestos antioxidantes y antimicrobianos naturales como el



aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) en forma de microencapsulado es una
alternativa que promete la mejora de la estabilidad e inocuidad del producto (Campolina

etal., 2023).

1.1.2. Carne de pollo

La carne de pollo es de los alimentos que a nivel mundial es de los mas aceptados, tiene
una alta conversion alimenticia en peso y musculo haciendo que los precios sean
relativamente bajos. Es un alimento rico en proteinas y bajo en grasas, debido a que la
mayor parte de las grasas se encuentran en el tejido adiposo justo debajo de la piel que se
pueden eliminar facilmente, la grasa del pollo contiene alrededor del 30% de acidos grasos
saturados. Contiene vitaminas y minerales, tales como, vitaminas del complejo B y

minerales como hierro, fosforo, potasio, calcio, magnesio y cobre.

La carne presenta ligeras diferencias segun su color. Las carnes claras, como la pechuga,
contienen menos grasa y menor concentracion de mioglobina, mientras que las carnes mas
oscuras (muslos, piernas) poseen mayores niveles de mioglobina, riboflavina, hierro y
zinc. Por otra parte, la alimentacion de piensos ricos en carotenoides como el maiz, alfalfa
o betacarotenos le proporcionan un color amarrillo caracteristico, a diferencia de los que

tienen un color blanco notorio (Maurer, 2003).

Figura 1. Pechuga de pollo.



Tabla 1. Composicion y caracteristicas de la carne de pollo

Categoria Parametro Contenido / Observacion
Composicion Proteinas 25-30 g/100 g
nutricional Menor en pechuga, mayor en muslo con piel
Calorias 150-200 kcal/100 g
Vitaminas A
B3 (niacina), Be, B12
Minerales Fosforo, selenio, zinc, hierro
Sodio (Na) 60—80 mg
Potasio (K) 250-300 mg
Hierro (Fe) 0.7-1.2 mg
Caracteristicas Actividad de agua 0.98-0.99
Fisicoquimicas (aw) (favorece crecimiento microbiano)
pH 5.8-6.2
(varia segin musculo y tratamiento pre y
postmortem)
Humedad 73-76%
Capacidad de 6-7% en carne cocida a 77 °C
retencion de agua
(CRA)

Fuente: (Attia et al., 2016)

1.1.3. Patogenos en la carne de pollo

La carne de pollo (Gallus gallus domesticus) presenta condiciones ideales para el
desarrollo microbiano debido a su alta actividad de agua, pH cercano a la neutralidad y
abundante contenido de nutrientes. Estos factores favorecen la proliferacion de
microorganismos patdgenos que comprometen la seguridad alimentaria y reducen la vida
util del producto. Entre los mas relevantes se encuentran los aerobios mesofilos,
Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter spp. y Staphylococcus aureus, siendo
este ultimo el foco principal de esta investigacion en conjunto con Aerobios mesofilos

(Vésquez-Ampuero & Tasayco-Alcéantara, 2020).

1.1.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que puede contaminar la carne de

pollo durante el faenado, la manipulacion o el almacenamiento. Su capacidad para



producir enterotoxinas termoestables representa un riesgo significativo para la salud
publica. Ademas, tolera condiciones adversas como pH variable y presencia de sal, lo que
le permite persistir en productos carnicos refrigerados. Evaluar su comportamiento frente
a compuestos antimicrobianos naturales es clave para mejorar la inocuidad alimentaria

(Lopez et al., 2015)

De acuerdo con (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2012), los productos carnicos
crudos los mismos que no han sido sometidos a ningin proceso tecnoldgico, el nivel de
aceptacion y nivel de rechazo de Staphylococcus aureus en ufc/g es 1,0x10° y 1,0x10*

correspondientemente.

1.1.5. Aerobios Mesofilos

Los aerobios mesofilos se caracterizan por proliferar de forma eficiente a temperaturas de
20 y 37°C en presencia de oxigeno, de los que se diferencian entre ellos, bacilos, cocos,
formas intermedias gran negativas, gran positivas. Existe otro grupo que pueden ser
identificados por su patogenicidad o funcion, como fermentativos, proteoliticos, termo
duricos, etc. El andlisis se lo lleva a cabo por razones que ayudan a determinar la inocuidad

de los alimentos, la higiene y por consiguiente el valor de estos (Silva et al., 2004).

Denominado también como recuento total, muestra el cuidado higiénico de los procesos
tecnologicos y presencia de una gran variedad de microorganismos incluso algunos
resistentes o funcionales, siendo un indicativo de la calidad del producto y su nivel de

deterioro.

1.1.6. Aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris L)

El aceite esencial de tomillo se obtiene de las hojas, tallos y flores de Thymus vulgaris y
contiene compuestos bioactivos como fenoles y terpenos como timol, carvacrol y p-
cimeno. Estos componentes poseen propiedades antimicrobianas y antioxidantes que lo
convierten en una alternativa natural para la conservacion de alimentos. Su accion
antimicrobiana se basa en la alteracion de la membrana celular de los microorganismos,

provocando su desestabilizacion y muerte. (Montero-Recalde et al., 2018)



Tabla 2. Compuestos bioactivos del aceite esencial de tomillo Thymus vulgaris y sus

propiedades funcionales

N° Compuesto Propiedades funcionales destacadas

1 Timol Antimicrobiano, antioxidante

2 Carvacrol Antimicrobiano, antifungico

3  p-Cimeno Antioxidante, modulador de permeabilidad
4  y-Terpineno Antioxidante, antiinflamatorio

5 o-Terpineol Antimicrobiano, relajante

6 Limoneno Antioxidante, repelente natural

7  Canfeno Hipolipidémico, protector articular

8 pB-Mirceno Antioxidante, potencial anticancerigeno

9 o-Pineno Antiséptico, broncodilatador

10 Humuleno Antiinflamatorio, modulador inmunolégico

Nota: Los compuestos presentados en el Tabla 2 es referencial ya que corresponden a
estudios especificos.
Fuente: (Al-Asmari et al., 2017)

1.1.7. Mecanismo de accion antimicrobiana

El aceite esencial de tomillo (7hymus vulgaris) contiene en mayor porcentaje de timol
(35,8%), p-cimeno (19,5%), y-terpineno (9,7%) y acetato de bornilo — carvacrol (4,3%)
(Acevedo et al., 2007), como se observa también en la Tabla 2 la presencia de estos
compuestos son los principales responsables de la actividad antimicrobiana. Su accion es
similar entre ellos al ser compuestos altamente hidrofobos, el carvacrol se insertan entre
los fosfolipidos de la membrana celular bacteriana alterando la permeabilidad formando
poros que permiten la fuga de iones, el timol por otra parte forma enlaces de hidrogeno

con las proteinas de la membrana celular lo que permeabiliza la membrana y afecta



directamente a la funcion de las enzimas que se encuentran en la misma como las ATPasas
y ATPsintasas resultando en una disminucién en la energia necesaria para que las células
bacterianas realicen procesos vitales resultando en muerte bacteriana (Garcia-Garcia &

Palou-Garcia, 2008).

1.1.8. Microencapsulacion de compuestos bioactivos

La microencapsulacion es una técnica que permite proteger sustancias sensibles mediante
su inclusidon en matrices poliméricas, formando particulas de tamafio micro o nanométrico
aproximadamente entre 0,2 y 5000 pm (Rios-Aguirre & Gil-Garzon, 2021). Esta
tecnologia mejora la estabilidad frente a factores como luz, oxigeno y temperatura, y
permite una liberacion controlada. En el caso del aceite de tomillo, la microencapsulacion
facilita su incorporacion en productos carnicos, reduce su volatilidad y prolonga su efecto
antimicrobiano (Tocto-Yajahuanca et al., 2024). El secado por aspersion (Spray drying)
es el mecanismo mds conveniente para realizar microencapsulaciones a nivel de
laboratorio, planta piloto e industrial, el proceso se puede resumir en 4 etapas, atomizacion
de la emulsion inyectada al tambor en donde se produce el secado a altas temperaturas, lo
que forma particulas que almacenan en su interior los compuestos de interés (Reyes,

2021).

Tao etal., (2014) probaron la microencapsulacion con goma arabiga y maltodextrina como
material encapsulante del aceite esencial de Allium sativum (20%), resultando en una
disminucioén en el recuento final de E. coli, anaerobios reductores y anaerobios reductores
de sulfito (Clostridium spp), en matriz carnica almacenada a 8 °C en el transcurso de 6

dias.

1.1.9. Microencapsulacion basada en emulsiones

Una emulsion se refiere a la mezcla entre dos liquidos que naturalmente no se unen sin la
ayuda de un agente emulsionante y ha estado presente en la industria alimentaria en la
generacion de nuevos y atractivos productos. Hoy en dia ha tomado fuerza debido a la
generacion de sistemas de microencapsulacion de aceites esenciales, compuestos

bioactivos, vitaminas, entre otros (Matos et al., 2020).
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Existen varios tipos de emulsiones:

Emulsiones convencionales

En una emulsion se diferencian dos fases una llamada dispersa y otra continua, la fase

dispersa es aquella que forma pequefas gotas y la continua es el medio en donde se estas

estan distribuidas, su clasificacion depende de la fase a la cual pertenecen. Entonces es

posible tener una emulsion de agua en aceite (w/0) y aceite en agua (o/w).

Figura 2. Tipos de emulsiones simples. A) Aceite en agua. B) Agua en aceite.

Fuente: (Pérez-Esteve & Gomez-Llorente, 2020)
Emulsiones dobles o multiples
Este tipo de emulsiones tienen como caracteristica principal atrapar un compuesto
ya sea afin al agua o no, formando pequefias capsulas dentro de la fase continua
que es igual a la sustancia dentro de la capsula. De igual forma que las emulsiones
convencionales se diferencian dos, agua/aceite/agua o aceite/agua/aceite. En
particular suele necesitarse dos tipos de emulsionantes uno del tipo hidrofilico y
otro hidrofobico (Pérez-Esteve & Gomez-Llorente, 2020).
Emulsiones multicapa
Este tipo de emulsiones normalmente tienen como fase dispersa gotas de aceite
cargadas, las cuales al agregar polielectrolitos con carga opuesta se adsorban y
formen capas nano laminadas alrededor de las gotas de aceite. A diferencia de las
demds emulsiones esta disminuye la oxidacion de los lipidos y brinda mejor
estabilidad, en la industria alimentaria y farmacéutica es de gran interés por sus

posibles aplicaciones (Pérez-Esteve & Gomez-Llorente, 2020).



1.1.10. Material polimérico microencapsulante

El material de encapsulacion aplicado en el ambito alimentario es la maltodextrina, goma
arabiga, gelatina, almidon modificado, alginato de sodio, cloruro de calcio, quitosano,
lecitina y aceite de palma hidrogenado. De acuerdo con la matriz alimentaria a la cual se
aplica, se utilizan dichos materiales en concentraciones y relaciones especificas que
permitan obtener una emulsion del tipo aceite en agua (Calderon-Oliver & Ponce-

Alquicira, 2022).

> Maltodextrina

Es un polisacarido obtenido mediante hidrolisis del almidon usando enzimas
como alfa-amilasa termoestable o dcidos que rompen las cadenas de glucosa
en unas mas cortas. Posee caracteristicas que benefician a los procesos de
encapsulado tales como su sabor y aroma neutros, viscosidad baja en
soluciones con alta concentracion de s6lidos y costos accesibles. Por otra parte,
es de facil disolucion en agua (hidrofilica) y carece de partes lipofilicas
haciendo que la maltodextrina por si sola no sea un buen emulsionante, por
ello generalmente se utiliza en conjunto con otros emulsionantes (Akhavan

Mahdavi et al., 2016).

» Goma arabiga

La goma arabiga se forma por el exudado de la corteza de los arboles llamados
Acacia Senegal cuando sufren dafios fisicos, es un polimero ramificado
compuesto por monosacaridos como la galactosa, arabinosa, acido urénico y
compuestos nitrogenados aproximadamente alrededor del 2% (Fernandes et
al., 2014). Entre sus caracteristicas mas importantes se encuentra su facil
solubilidad en agua, emulsionante, espesante, aglutinante y estudios
mencionan su capacidad para formar peliculas y microcépsulas ya que posee
una parte hidrofilica y otra lipofilica unidas covalentemente (Mudgil &

Mudgil, 2024).
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1.1.11. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) permite analizar la
presencia de sustancias quimicas de interés, sus caracteristicas y estructura. Como
resultado del FTIR se obtiene un espectro de absorcidon infrarrojo cuyos picos y forma
muestran la concentracion molecular y la estructura de los compuestos, cada molécula
como proteinas, lipidos, carbohidratos, y demds macromoléculas, poseen su propio
espectro infrarrojo, entonces, la absorcion de radiacion de un enlace especifico se produce
justamente cuando la frecuencia vibracional de la onda electromagnética es similar a la
del propio enlace proporcionando picos de absorcion de grupos de compuestos especificos

(Valderrama et al., 2017).

1.1.12. Aplicacion del aceite de tomillo microencapsulado en carne de pollo

El aceite esencial de tomillo (7Thymus vulgaris) posee una notable actividad
antimicrobiana gracias a compuestos como timol, carvacrol, p-cimeno y y-terpineno. Estas
moléculas interfieren en la estructura de la membrana celular bacteriana, provocando
desequilibrios que afectan la viabilidad de microorganismos como Staphylococcus
aureus. En conjunto, generan una accion sinérgica que debilita la integridad celular y
favorece la inhibicion microbiana. Esta propiedad lo convierte en un agente natural
prometedor para la conservacion de alimentos, especialmente cuando se aplica mediante
técnicas como la microencapsulacion, que prolongan su estabilidad y eficacia en matrices

carnicas (Montero-Recalde et al., 2018c).

Ademés, al aplicarse en distintas concentraciones, se busca determinar su eficacia frente
a Staphylococcus aureus durante el almacenamiento. Este enfoque permite comparar los
tratamientos y establecer cudl ofrece mejores resultados en términos de reduccion

microbiana, sin comprometer la calidad sensorial del producto.

1.1.13. Evaluacion de vida util y capacidad inhibidora

La vida util de la carne de pollo se define como el tiempo durante el cual el producto

conserva sus caracteristicas microbiologicas, fisicoquimicas y sensoriales dentro de
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parametros aceptables. En esta investigacion, se evaluara la capacidad inhibidora del
aceite de tomillo micro encapsulado mediante andlisis microbiologicos especificos,
determinando la reduccion de aerobios mesoéfilos y Staphylococcus aureus en funcion del
tiempo y la concentracion aplicada, sobre el recuento de las unidades formadoras de
colonias. Los resultados permitirdn identificar el tratamiento mas eficaz y estimar el
periodo optimo de conservacion bajo condiciones de refrigeracion, contribuyendo al

desarrollo de soluciones naturales y funcionales para la industria alimentaria

1.2.0bjetivos
1.2.1. Objetivo general

e Evaluar la capacidad inhibidora del aceite de tomillo (ZThymus vulgaris)
microencapsulado en la conservacion de la carne de pollo (Gallus gallus

domesticus).
1.2.2. Objetivos especificos

e Verificar la eficiencia de microencapsulacion del aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) microencapsulado en la reduccion de la carga microbiana
(Aerobios mesofilos y Staphylococcus aureus) de la carne de pollo.

e Determinar el tiempo de vida til del mejor tratamiento aplicado a la carne de pollo

a la temperatura de 4 °C (Gallus gallus domesticus).
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CAPITULO IL.- METODOLOGIA

Este proyecto de investigacion conto6 con el financiamiento de la Universidad Técnica de
Ambato, a través del programa Canje de Deuda entre Ecuador y Espana, bajo el titulo:
“Fortalecimiento de la Unidad Operativa de Investigacion en Tecnologia de Alimentos
(UOITA) para impulsar la investigacion, la tecnologia y la innovaciéon en el sector
alimentario, con el objetivo de fomentar la creaciéon y el desarrollo de empresas
agroindustriales en la zona 3 del pais, y de monitorear la presencia de metales pesados en

cultivos afectados por las cenizas de las erupciones del volcan Tungurahua”.

2.1. Materiales

Tabla 3. Materiales y equipos utilizados

Materiales

Pechuga de pollo con piel
Maltodextrina

Aceite esencial de tomillo
Goma ardbiga

Espatula estéril

Cuchillo estéril

Probeta 100 mL

Micropipeta 100-1000 pl
Puntas para micropipetas 1000 pl
Vasos de precipitacion
Gradillas para tubos de ensayo
Tubos de ensayo con tapas

Cajas de petri estériles de vidrio

vV V.V V VYV V V V V V V VYV V V

Frascos de laboratorio Autoclavable
500 mL

» Bolsas Stomacher, broches de cierre
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> Pinzas

Reactivos

» Agua esterilizada

» Agar Manitol Salado

» Agar PCA

Equipos

Incubadora

Balanzas de precision
Autoclave

Mini Spray dryer
Refrigeradora
Contador de colonias

Microondas

YV V. .V ¥V VYV V VYV VY

Stomacher

2.2. Métodos
2.3.Verificar la eficiencia de microencapsulacion del aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) mediante espectroscopia por transformada de Fourier.

2.3.1. Obtencion del microencapsulado de aceite esencial de tomillo (Thymus

vulgaris) mediante Spray Drying

El aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) (AET) se obtuvo de ISABRUBOTANIK
S.A. empresa ubicada en la via Indoamérica km 6, Ambato y el material encapsulante que
se utilizo tales como la goma arabiga y maltodextrina se adquirieron en tiendas locales de
quimica como La Casa del Quimico situada en la ciudad de Ambato provincia de

Tungurahua.

Luego, se pesaron cada uno de los materiales encapsulantes como la maltodextrina, goma

arabiga y aceite esencial de tomillo en relacion 3:2:1 (30 g: 20 g: 10 g (AET)) tomando
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en cuenta el 30% de solidos en la emulsion. Posteriormente mediante un homogeneizador
de alta velocidad (Ultra-Turrax®, IKA TI10) se procedi6 asegurando una correcta
emulsion del tipo aceite en agua (o/w) cuyas fases estén bien distribuidas y presente buena
estabilidad. Luego, usando el secador por aspersion (Mini Spray Dryer BUCHI-B290) se
inyecto la emulsion mediante la boquilla de aspersion con dimensiones de entre 0.5 — 1.0
mm atomizando la solucién dentro del sistema de secado a una temperatura seteada a 160
°C logrando el secado inmediato de las particulas las mismas que son arrastradas por flujo

de aire inmediatamente al recipiente de recoleccion.

Para verificar la eficiencia de la microencapsulacion del aceite esencial de Thymus
vulgaris, se desarroll6 un andlisis espectroscopico infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR) que permiti6 verificar si el principio activo (AE de tomillo) se encuentre en el

nucleo del microencapsulado.

2.4.Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) microencapsulado en la reduccion de la carga microbiana

(Aerobios mesofilos y Staphylococcus aureus) de la carne de pollo.

2.4.1. Preparacion de materia prima

La cane de pollo se adquiri6 en el Mercado Sur de la ciudad de Ambato, posteriormente
se colocd en refrigeracion hasta el momento de su uso. Se peso 30 gramos para cada uno
de los tratamientos y se almaceno en congelacion, ya que es importante velar por la

homogeneidad de las unidades experimentales.

Se prepararon todos los materiales para su esterilizacion usando una autoclave de
laboratorio semiautomatico seteado a una temperatura de 121 °C por 20 min ademas se

desinfecto el area y utensilios de trabajo.
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Tabla 4. Preparacion de soluciones de los tratamientos del aceite esencial de tomillo

microencapsulado
Tratamientos Concentracion del Tiempo [min]
aceite esencial de tomillo [%]
T1 0.06 2
T2 0.06 3
T3 0.06 5
T4 0.08 2
T5 0.08 3
T6 0.08 5
T7 0.10 2
T8 0.10 3
T9 0.10 5
Control Sin tratamiento

2.4.2. Analisis Microbiologico (Aerobios mesoéfilos y Staphylococcus aureus)

e Se sumergio las muestras de pollo en las soluciones correspondientes a cada
tratamiento tras la disolucion del microencapsulado por completo.

e Luego, se colocod 30 gramos de muestra dentro del Stomacher a 250 rpm por 30
seg para homogenizar.

e Se procedid a preparar las diluciones seriadas transfiriendo 1 mL en 9 mL de agua
peptonada hasta alcanzar una dilucion 1072, procurando agitar los tubos de ensayo
por alrededor de entre 8 y 10 segundos a velocidad media.

e Posterior a ello, se coloc6 un volumen de 1 mL en cajas Petri vacias estériles
seguido del agar correspondiente para Aerobios mesofilos (PCA) vy

Staphylococcus aureus (Manitol salado) a 45 — 50 °C.
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e Por ultimo, se incubaron a 37 °C durante 24 horas y se procedi6 a realizar el

recuento de las colonias.

2.5.Determinar el tiempo de vida util del mejor tratamiento aplicado a la carne de

pollo a la temperatura de 4 °C (Gallus gallus domesticus)

2.5.1. Diseiio Completamente Aleatorizado (DCA)

Se utilizé un disenio completamente aleatorizado con 9 tratamientos y 3 réplicas, lo que
significa 27 unidades experimentales. Mas el grupo control, carne sin tratamiento. Una
vez realizado el recuento y célculo de la eficiencia germicida. Se aplicé un analisis de
varianza (ANOVA) y las diferencias significativas entre tratamientos se determinaran

mediante la prueba de Duncan, tanto para Aerobios mesofilos y Staphylococcus aureus.

Tabla 5. Variables experimentales

Variables independientes Variables dependientes
Concentraciones Eficiencia germicida (EG)
(0,06%:; 0,08%; 0,1%) (%)
Tiempos

(2 min; 3 min; 5 min)

2.5.2. Calculo de la eficiencia germicida (Capacidad de inhibicion)

El calculo se realizd mediante la siguiente ecuacion, que permitioé observar en porcentaje

los tratamientos que poseen mejor actividad de inhibicion que otras.

No — Ni
EG(%) = N— * 100
0

(Ecuacion 1).
Donde:

¢ No = recuento inicial sin tratamiento
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e N =recuento final con tratamiento

2.5.3. Determinacion de la vida util

La estimacion de la vida util se llevd a cabo mediante la comparacion entre muestras de
carne de pollo sometidas al tratamiento y muestras control sin tratamiento. Para ello, se
prepar6 la solucidon correspondiente al tratamiento maés estadisticamente mds efectivo
(Tratamiento 9), utilizando seis porciones de carne de pollo de 30 gramos cada una, las
cuales fueron sumergidas en dicha solucion. Posteriormente, se realizo la homogenizacion
con el equipo Stomacher y se efectuaron diluciones seriadas hasta alcanzar la dilucion
102, La siembra por inmersion se efectud en tres réplicas para el recuento de aerobios
mesofilos y tres réplicas para Staphylococcus aureus, tanto en las muestras control como

en las muestras tratadas con el microencapsulado (Escobar, 2024).

18



CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Verificar la eficiencia de microencapsulacion del aceite esencial de tomillo

(Thymus vulgaris) mediante espectroscopia por transformada de Fourier.

3.1.1. Microencapsulacion del aceite esencial de tomillo mediante secado por

aspersion.

Se obtuvo un polvo fino de color blanco uniforme con el 20 % de aceite esencial como
principio activo ubicado en los nticleos de las microcdpsulas. La apariencia granulada se
atribuye a la tendencia de los biopolimeros a formar aglomerados, consecuencia de su
naturaleza higroscopica y afinidad por la humedad. La microencapsulacion realizada
mediante Mini Spray Dryer BUCHI-B290 proporciono como resultado un rendimiento del
79,46%, usando el 50% de maltodextrina (MD) junto con el 30% goma arabica (GA) y
20% de aceite esencial de tomillo (AET). De acuerdo con Pilicheva et al. (2021) menciona
que el rendimiento puede variar entre 74% a 81% dependiente de las proporciones
especificamente de GA y MD. Menciona ademas que la maltodextrina evita en gran
medida la adherencia de las particulas en la pared de la camara de secado. Por lo que el
valor de rendimiento obtenido refleja un correcto manejo y control del proceso de secado

por aspersion y de acuerdo con la literatura satisfactorio.

Figura 3. Microencapsulado de aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris).

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.2. Analisis de los espectros infrarrojos (FTIR)

A continuacién, se muestran y se comparan los espectros de absorcion infrarrojo realizado
mediante el equipo de espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier
(FTIR PerkinElmer Spectrum Two™) de todas las muestras utilizadas con el proposito de

evidenciar la eficiencia del microencapsulado.

A. Aceite esencial de tomillo (7hymus vulgaris)
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C. Micro — encapsulado de aceite esencial de tomillo
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Figura 4. Espectros de absorcion infrarroja de las muestras utilizadas para la
microencapsulacion. A) Aceite esencial de tomillo; B) Mezcla de polimeros encapsulantes
(maltodextrina + goma arabiga); C) Microencapsulado del aceite esencial de tomillo;

D) Espectros de las muestras analizadas superpuestas (A; B; C).

Las figuras presentadas detallan los picos que evidencian las formas vibracionales de los
distintos grupos funcionales correspondientes a cada grupo funcional presente en el aceite
esencial de tomillo (Figura 4a), lo que permite discernir cualitativamente entre los
principales componentes de interés antimicrobiano, carvacrol, timol y p-cimeno, estos
poseen rangos de vibracion de sus grupos funcionales entre 1500 a 1400 cm’! para
p-cimeno, y 1600 a 1585 para la vibracion del doble enlace C=C del anillo bencénico para
el caso del carvacrol y timol, ambos poseen la misma férmula quimica (CioH140), sin
embargo la posicion del grupo hidroxilo -OH difiere respecto a la posicion en el anillo
bencénico (Isdbmeros) (Valderrama et al., 2017). Tal como se observa en la Figura 4a
rangos de frecuencias de entre 1619,35 cm™a 1113,97 cm™ en FTIR pertenecen al grupo
funcional éter y puede incluir grupos fenolicos y aromaticos (Cardenas Melgarejo et al.,
2007), es fundamental recalcar la presencia de dichos principios activos en el aceite
esencial de tomillo ya que confiere fiabilidad a la investigacion sobre su efecto

antimicrobiano.

En relacion con los demés espectros FTIR, corresponden a la combinacion de
biopolimeros (goma ardbiga (GA) + maltodextrina (MD)) (Figura 4b), siguiendo con el
micro — encapsulado con porcentaje del 20% de aceite esencial de tomillo (Figura 4c) y

finalmente la superposicion de las lineas espectrales de cada una (Figura 4d).

El andlisis permite identificar la semejanza que poseen el grupo de espectros FTIR, en
concreto, el espectro referente a la combinacion de los biopolimeros en ausencia de aceite
esencial de tomillo (Figura 4b) y el espectro correspondiente al micro — encapsulado con
aceite esencial de tomillo, verificando la eficiencia en el proceso de microencapsulacion
ya que denota ausencia de picos espectrales con rangos entre 1400 a 1600 cm™ los cuales
corresponden a los compuestos propios del aceite esencial como carvacrol, timol y

p-cimeno, éteres, grupos fendlicos y aromaticos (Barba-Ostria et al., 2024).
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3.2.Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) microencapsulado en la reduccion de la carga microbiana

(Aerobios meséfilos y Staphylococcus aureus) de la carne de pollo.

Los resultados obtenidos evidencian que el aceite esencial de tomillo microencapsulado
ejercid un efecto inhibidor sobre la carga microbiana de aerobios mesofilos presentes en
la carne de pollo, aunque la magnitud de esa reduccion depende de la concentracion y
tiempo de exposicion, los valores registrados en la Tabla 5 muestran que las
concentraciones evaluadas de 0,08% y 0,010% generaron una disminucion de la carga
bacteriana, particularmente en EAT 0,10%/5 min (3,62+ 0,11 Log UFC/g) se evidencid
un efecto mas consistente y pronunciado, indicando que hay una reduccién mas marcada
y estable, este resultado se alinea con los estudios de Di Rosario et al., (2025) y Gaba et
al., (2022) quienes explican que las concentraciones superiores de aceites esenciales
permiten una saturacion mas efectiva en la interfaz carne — solucidn, favoreciendo la
interaccion entre los compuestos fendlicos y la membrana bacteriana. Asimismo, en el
estudio de (Karam et al., 2020) se ha demostrado que el aumento de la concentracion de
timol potencia la disrupcion de la bicapa lipidica, induce fugas celulares y dificulta la

reparacion de dafios estructurales, incrementando la sensibilidad de bacterias mesofilas.

Tabla 6. Efecto inhibidor del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris)

microencapsulado en carne de pollo a diferentes concentraciones y tiempo

Aerobios Mesofilos

Concentraciones AET Microencapsulado
Tiempo [minutos] Dilucion

0,06% 0,08% 0,10%
2 102 4,10 £ 0,06 3,23+ 1,86 3,88 +2.24
3 102 4,06 + 0,02 4,05+ 0,01 4,05 + 0,04
5 102 4,04 +2.33 4,12 +0,03 3,62+0,11

Nota: Resultados= [Log (UFC/g)] + Desviacion estandar (n = 3).
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Figura 5. Efecto inhibidor en aerobios meso6filos del Microencapsulado AET.

Los valores de eficincia germicida obtenidos muestran que el aceite esencial de tomillo
(AET) microencapsulado presenta una actividad antimicrobiana variable frente a acrobios
mesofilos, donde el valor alto observado a los 2 minutos con AET 0,08% (90%) sugiere
que hay una interaccion rapida inicial del aceite desde una fraccion de microcapsulas, lo
cual ha sido reportado en sistemas con recubrimientos delgados donde una parte del
compuesto activo se encuentra proximo a la superficie del microencapsulado y se difunde
con mayor velocidad hacia el medio, cabe destacar que la liberacion posterior a mayores
tiempos indica que la liberacion posterior es menos eficiente posiblemente por una
estructura mas densa o con mayores interacciones hidrofobicas que retardan la difusion
(Smaoui et al., 2021). Por otra parte, la concentracion de 0,06% mostr6é un incremento
progresivo alineado a sistemas donde la interaccion del compuesto activo es mas
controlada lo que favorece una respuesta antimicrobiana mas sostenida, especialmente

done la matriz carnica es mas humedad (Milagres de Almeida et al., 2023).

En relacion a AET 0,10% el comportamiento revela que la mayor actividad (5 min

75,39%) es consistente a la actividad del timol y carvacrol los cuales permeabilizan las
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membranas de bacterias y generan una desestabilizacion constante en tiempos

prolongados de exposicion (Moharreri et al., 2021).

Tabla 7. Eficiencia germicida (EG) (Aerobios mesoéfilos) del aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) microencapsulado en carne de pollo a diferentes concentraciones y

tiempo.

Aerobios Mesofilos

Concentraciones AET Microencapsulado
Tiempo [minutos] Dilucion

0,06% 0,08% 0,10%
2 102 25,69 +9,6748 90+ 1,66F 55,59 + 0,42
3 107 31,96 + 3,554 3353+ 1,56 3431+6,128
5 107 35,29 + 0B 21,96 £ 5,714 75,29 + 6,68P

Nota: Resultados expresados como media aritmética EG =+ desviacion estandar (n = 3). Las

letras indican diferencias significativas entre niveles que no comparta una misma letra, con un

95,0% de confianza (p < 0.05).

A partir de los valores obtenidos para Staphylococcus aureus, se observa que el
incremento de la concentracion del aceite esencial de tomillo microencapsulado genera
una disminucion progresiva en los recuentos microbianos, especialmente a AET 0,10%
donde la reduccion alcanza su mayor intensidad desde los primeros minutos de contacto.
Esta tendencia coincide con lo reportado por Martinez et al. (2021) que describen la alta
sensibilidad de S. aureus frente a compuestos fendlicos como el timol y carvacrol, cuyas
propiedades lipofilicas facilitan su insercion en la membrana citoplasmatica, provocando
pérdida de la integridad estructural y escape de componentes celulares. Ademas, la
respuesta observada coincide con lo reportado por Kong et al. (2025) quienes explican
que el mecanismo antimicrobiano de aceites esenciales ricos en monoterpenos se
manifiestan de forma independiente de la concentracion y tiempo de exposicion. El
comportamiento diferencial entre las concentraciones para S. aureus también puede
atribuirse a la naturaleza del tejido carnico, donde proteinas, lipidos y la humedad pueden

reducir parcialmente la disponibilidad del compuesto activo, sin embargo, aun bajo estas
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condiciones, el tratamiento AET 0,10 % (5 min) sugiere que una mayor permanencia del

aceite favorece la difusion hacia sitios donde se aloja S. aureus, potenciando el dafio

celular (Radiinz et al., 2020).

Tabla 8. Efecto inhibidor del aceite esencial de tomillo (7Thymus vulgaris)

microencapsulado en carne de pollo a diferentes concentraciones y tiempo.

Staphylococus Aereus

Concentraciones AET Microencapsulado
Tiempo [minutos] Dilucion

0,06% 0,08% 0,10%
2 107 3,88 £ 0,05 3,90 £ 0,07 3,07 £ 0,06
3 102 3,74 +2,16 3,85+2,22 3,51+0,11
5 102 3,73 +£0,09 3,19+0,10 2,92 +1,77

Nota: Resultados = [Log (UFC/g)] + Desviacion estandar (n = 3).

4,50

Log (UFC/g)
}')
i
(e}

Staphylococus Aereus

2,50
2 3 5

Tiempo (min)

0,06% 0,08% =@=0,10%

Figura 6. Efecto inhibidor en S. Aureus del Microencapsulado AET.
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Los valores de la eficiencia germicida para Staphylococus aureus se reportan en la Tabla
9 y se evidencia que muestran una relacion directamente proporcional entre el aumento
de la concentracion del aceite esencial de tomillo micro — encapsulado y el tiempo de
exposicion, especialmente en AET 0,10 %, donde la actividad antimicrobiana alcanza

niveles superiores al 85% desde los 2 minutos y supera el 90% a los 5 minutos.

Dicho comportamiento coincide con Zhang et al. (2022) quienes evidenciaron que
Staphylococus aureus es altamente susceptible a monoterpenos fendlicos como timol y
carvacrol, los cuales alteran la permeabilidad de la membrana, generan pérdida de
protones y provocan despolarizacion celular, lo que ocasiona el colapso funcional. La
marcada diferencia de AET 0,10% respalda la accién dependiente de dosis, donde una
mayor concentracion incrementa la presion antimicrobiana y acelera la desestabilizacion
estructural de la célula bacteriana, ademas, la micro — encapsulacion contribuye a proteger
los compuestos activos frente a procesos oxidativos, asimismo, mejora la liberacion

gradual lo que potencia su interaccion con S. aureus (Fakhariha et al., 2025).

Tabla 9. Eficiencia germicida (EG) (Staphylococus aureus) del aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) microencapsulado en carne de pollo a diferentes concentraciones y

tiempo.

Staphylococus Aereus

Concentraciones AET Microencapsulado
Tiempo [minutos] Dilucion

0,06% 0,08% 0,10%
2 102 21,05+ 8224 16,14+ 1341* 87,72+ 1,61°
3 102 42,63 £223% 2632+ 14,89"B 65,61 + 8,76°
5 102 4386+ 11,978 83,51+£3,70° 91,23 + 3,44

Nota: Resultados expresados como media aritmética EG + desviacion estandar (n = 3). Las

letras indican diferencias significativas entre los valores que no compartan una misma letra, con

un 95,0% de confianza (p < 0.05).
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3.3.Determinar el tiempo de vida util del mejor tratamiento aplicado a la carne de

pollo a la temperatura de 4 °C (Gallus gallus domesticus)

El analisis de los resultados obtenidos sobre la eficiencia germicida de cada tratamiento,
aplicado en la carne de pollo se llevd a cabo mediante aplicativos estadisticos
(STATGRAPHICS 19), obteniendo una tabla ANOVA de un factor cuyo valor p <0.05,
lo que demuestra que existen diferencias significativas entre los tratamientos (T1 — T9),
para lo cual, se utilizd la prueba de multiples rangos de Duncan que permite diferenciar
los grupos de tratamientos que difieren uno de otro y representarlos en los graficas de caja
y bigotes que se presentan a continuacion (Figura 7a — 7b), se concluyd con que el
tratamiento 9 (0,1%/5min) es el mejor para ambos grupos de microorganismos analizados

Aerobios mesofilos (MA) y Staphylococcus aureus (S. aureus).

A) Aerobios mesofilos
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B) Staphylococcus aureus

Grafico Caja y Bigotes

o
g
L
& 1oo N D i) D 7
: —— ==
80 [ = C y
)
ﬁ o B . ]
7} - B _
m
B 0 = |a 4B
0F A =
g _
& I
E a0 |- : -
&
8 L
g ot -
3 AT1 AT2Z AT3 AT4 ATS ATE ATT ATE AT
=
i1}

Figura 7. Eficiencia germicida para aerobios mesofilos en tratamientos B.T1-B.T9 (cajas:
IQR; linea: mediana; cruz: media). Letras sobre las cajas indican grupos homogéneos
segun ANOVA de un factor seguido de la prueba de Duncan (a = 0.05). Tratamientos que

comparten letra no difieren significativamente.
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Tabla 10. Evaluacion del recuento microbioldgico en carne de pollo aplicado el mejor

tratamiento.

Almacenamiento (Dias)

Muestra Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9

Aerobios meséfilos  Tratamiento 9 51334 102338 8333AB 49334
(PCA)

Tratamiento 19300¢ 47333F  40000P 39666°
control

Staphylococcus aureus Tratamiento 9 10334 54338 356678 14334
(Manitol salado)

Tratamiento 2800% 11333¢ 13000° 10666¢
control

Nota: Los valores presentados corresponden al promedio de tres réplicas independientes
para cada combinacion de tratamiento y dia de almacenamiento, (UFC/mL). Los valores

medios que no posean una letra comun difieren con una significancia del 95%, (p < 0,05).

Los valores expuestos en la Tabla 10 presentan el recuento microbiano a cero grados
centigrados (UFC/mL) cuyos picos de crecimiento microbiologicos para Aerobios
mesofilos fue entre el tercer dia para el tratamiento 9 (T9) y para el grupo control (GC)
conocido como fase exponencial de crecimiento por su capacidad de adaptacion,
disminuyendo al dia 6 y dia 9 para el tratamiento 9 mostrando un efecto bacteriostatico, a
diferencia del GC que disminuye lentamente. De acuerdo con Buldain et al. (2021) al
inicio poseen facil disponibilidad de agua y nutrientes la cual disminuye al paso de los
dias pasando a la etapa estacionaria y posteriormente muerte. El tratamiento 9 influye en
dicha cinética causando una caida dréstica tras el primer pico de crecimiento bacteriano
asimismo como reducir notoriamente el crecimiento y velocidad como se muestra en las

siguientes figuras 8 y 9, muestra una efectividad a largo plazo.
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Figura 9. Distribucion del recuento microbiano (Staphylococcus aureus) en carne de

pollo, del tratamiento 9 (T9) y control.
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En relacion con la normativa técnica ecuatoriana, la NTE INEN 1338 (2012)establece los
limites de aceptacion y rechazo para la carne cruda. Para el recuento de aerobios
mesofilos, los valores de referencia corresponden am = 1x10° UFC/gy M = 1x10¢ UFC/g.
Para el caso de Staphylococcus aureus, los pardmetros son mas estrictos, debido a su

patogenicidad m = 1x10° UFC/g y M = 1x10* UFC/g.

Al comparar estos criterios con un estudio realizado sobre la vida ttil a 10 °C, Ortiz (2019)
sefala que bajo dicha condicién los aerobios mesofilos pueden incrementar sus recuentos
desde magnitudes de 10° hasta 10° UFC/g en un periodo de dos a tres dias, lo que evidencia
un crecimiento acelerado. En contraste, en el presente trabajo las muestras fueron
almacenadas a 0 °C, lo que permitié constatar un crecimiento microbiano mas lento.
Ademas, el uso de bolsas herméticas tipo ziploc contribuyd a reducir la exposicion
ambiental, manteniendo los recuentos de aerobios mesofilos y Staphylococcus aureus
relativamente estables y, en el caso de los aerobios, dentro de los limites de aceptacion

establecidos por la normativa (Ortiz, 2019).

No obstante, en cuanto a las caracteristicas organolépticas, la carne de pollo presento
cambios perceptibles en olor y textura. A pesar del crecimiento microbiano reducido
(muestra aplicada el tratamiento 9), se detectd un olor desagradable y una textura
ligeramente viscosa entre el dia 10 - 11, lo que indica un deterioro sensorial progresivo,
siendo un claro indicador que, pese a que la carga microbiana no es suficiente para ser
rechazado, no es aceptable. Concordando con lo que menciona Zhang et al. (2016) el cual
evalud la vida util de carne de pollo a temperaturas de 0°C, 3°C, y 10°C con periodos de
vida util de 9-10 dias, 7 dias y 3 dias correspondientemente, los mismos que se analizaron
microbiologica y sensorialmente, ya que si no es aceptable sensorialmente marca el fin de

la vida util incluso si atin no representa un riesgo sanitario.

En definitiva, dado que desde el dia 3 Staphylococus aureus en el tratamiento control
supera los limites de rechazo, el tiempo de vida util del tratamiento control a 0°C fue de 3
dias, ya que el tiempo de vida 1til es definido por el primer microorganismo que supere

los limites aceptables (FAO, 1986). Por otra parte, las muestras aplicadas el tratamiento 9
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se observo un crecimiento mucho mas reducido y lento, tendencia que se muestra en las
figuras 8 y 9 para los dos grupos microbianos, las muestras tratadas presentaron cambios

en su olor y textura entre los dias 10 y 11 culminando con su tiempo de vida util.
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

La verificacion de la eficiencia de microencapsulacion llevada a cabo mediante
espectroscopia infrarroja de la transformada de Fourier permitio evidenciar
cualitativamente el correcto encapsulamiento del compuesto activo dentro de las
microcapsulas. Lo que permitid6 ademds dar fiabilidad de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de tomillo (7hymus vulgaris) obtenido, ya que
se evidenciaron modos vibracionales que corresponden a monoterpenos como el
timol, carvacrol, p — cimeno, principales componentes del aceite esencial de
tomillo.

Se evaluo el efecto de los 9 tratamientos en la carne de pollo cuyas variables
independientes fueron la concentracion (0,06%; 0,08%; 0,1%) y tiempo (2; 3; 5
minutos) dando como resultado un mayor efecto germicida en concentracion de
0,1% y 5 min de exposicion (Tratamiento 9) tanto para Aaerobios mesofilos y
Staphylococcus aureus que mostro mayor vulnerabilidad a los efectos bactericidas
del aceite esencial de tomillo y un descenso drastico de crecimiento microbiano
tras el primer pico de crecimiento microbiano (fase exponencial). Por otra parte,
los grupos homogéneos mostraron diferencias significativas cuya variabilidad fue
disminuyendo acorde avanzaban los tratamientos iniciando por el T1 hasta el T9.
Se determino el tiempo de vida 1til de la carne de pollo tratada con el mejor
tratamiento (T9 = 0,1%/5min) en conjunto con un tratamiento control, resultando
en un tiempo de vida Util de 10 y 11 dias para la muestra aplicada el T9 y 3 dias
de vida util para el tratamiento control definido por la superacion del limite
aceptable sobre el criterio de inocuidad Staphylococcus aureus. Lo que indica el
potencial del aceite esencial de tomillo microencapsulado como alternativa natural
con efectividad antimicrobiana capaz de incrementar la vida util de productos

carnicos.
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ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza (ANOVA) para el recuento de aerobios mesofilos en

muestras de carne de pollo sometidas a nueve tratamientos con AET micro - encapsulado.

Cuadrado Medio Razéon-F Valor-P

Fuente Suma de Cuadrados Gl
Entre grupos 11070,8 8
Intra grupos 449,467 15
Total (Corr.) 11520,3 23

1383,85 46,18 0,0000

29,9645

Anexo 2. Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Casos  Media Grupos Homogéneos
B.T6 3 21,9633 A
B.T1 3 25,6867 AB
B.T2 3 31,96 AB
B. TS 3 33,5267 B
B. T8 3 34,3133 B
B.T3 2 35,29 B
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B.T7 2 55,585
B.T9 3 75,2967
B.T4 2 90,0

C

D

Anexo 3. Andlisis de varianza (ANOVA) para el recuento de Staphylococcus Aureus en

muestras de carne de pollo sometidas a nueve tratamientos con AET microencapsulado.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Razéon-F  Valor-P
Medio

Entre grupos 18839.9 8 2354,98 29,29 0,0000

Intra grupos 1205,95 15 80,3966

Total (Corr.) 20045,8

23

Anexo 4. Pruebas de Multiple Rangos

Método: 95,0 porcentaje Duncan

Casos Media

Grupos Homogéneos

T4 3 16,14
T1 3 21,0533
TS 2 26,315
T2 2 42,63

A

A

AB
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T3 3 43,86 B

T8 3 65,6133 C
T6 3 83,51 D
T7 3 87,72 D
9 2 91,25 D

Anexo 5. Comparacion estadistica de los tratamientos aplicados mediante ANOVA sobre

el crecimiento de aerobios mesoéfilos.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razon-F  Valor-P
Entre grupos 6,55807E9 7 9,36868E8 255,80 0,0000
Intra grupos 5,86E7 16 3,6625E6
Total (Corr.) 6,61667E9 23

Anexo 6. Pruebas de Multiple Rangos (Aerobios mesoéfilos: Comparacion T9 -

Tratamiento control)

Método: 95,0 porcentaje LSD

Casos Media Grupos Homogéneos
A.DIA9 T9 3 4933,33 A
A.DIA 0_T9 3 5133,33 AB
A.DIA 6_T9 3 8333,33 BC
A.DIA3 T9 3 10233,3 C
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DIA 0_A. Mesofilos 3 19300,0 D

Dia 9_ A Mesofilos 3 39666,7 E

DIA 6_A. Mesofilos 3 40000,0 E

DIA 3_A Mesdéfilos 3 473333 F

Contraste Sig.  Diferencia +/- Limites

DIA 0_A. Mesoéfilos - DIA 3_A Mesofilos * -28033,3 3312,54
DIA 0_A. Mesofilos - DIA 6_A. Meséfilos * -20700,0 3312,54
DIA 0_A. Meséfilos - Dia 9 A Mesofilos * -20366,7 3312,54
DIA 0_A. Mesofilos - A.DIA 0_T9 * 14166,7 3312,54
DIA 0_A. Mesofilos - A.DIA 3_T9 * 9066,67 3312,54
DIA 0_A. Mesofilos - A.DIA 6_T9 * 10966,7 3312,54
DIA 0_A. Mesofilos - A.DIA 9_T9 * 14366,7 3312,54
DIA 3_A Mesdéfilos - DIA 6_A. Mesofilos * 7333,33 3312,54
DIA 3_A Mesofilos - Dia 9_ A Mesofilos * 7666,67 3312,54
DIA 3_A Mesofilos - A.DIA 0_T9 * 42200,0 3312,54
DIA 3_A Mesoéfilos - A.DIA 3 _T9 * 37100,0 3312,54
DIA 3_A Mesoéfilos - A.DIA 6_T9 * 39000,0 3312,54
DIA 3_A Mesoéfilos - A.DIA 9 _T9 * 42400,0 3312,54
DIA 6_A. Mesoéfilos - Dia 9 A Mesofilos 333,333 3312,54
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DIA 6_A. Mesoéfilos - A.DIA 0_T9
DIA 6_A. Meséfilos - A.DIA 3 T9
DIA 6_A. Meséfilos - A.DIA 6_T9
DIA 6_A. Meséfilos - A.DIA 9 T9
Dia 9_ A Mesdéfilos - A.DIA 0_T9
Dia 9 A Mesofilos - A.DIA 3 T9
Dia 9_ A Mesofilos - A.DIA 6_T9
Dia 9_ A Mesofilos - A.DIA 9 T9
A.DIA 0 _T9-A.DIA3 T9
A.DIA 0_T9-A.DIA 6_T9
A.DIA0_T9-A.DIAY9 T9
A.DIA3 T9-A.DIA6_T9
A.DIA3 T9-A.DIA9 T9

A.DIA 6_T9- ADIA9 T9

34866,7
29766,7
31666,7
35066,7
345333
29433,3
313333
34733,3
-5100,0
-3200,0
200,0
1900,0
5300,0

3400,0

3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54
3312,54

3312,54

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 7. Comparacion estadistica de los tratamientos aplicados mediante ANOVA sobre

el crecimiento de Staphylococcus aureus.

Fuente Suma de Cuadrados Gl  Cuadrado Medio  Razon-F  Valor-P
Entre grupos 4,8241E8 7 6,89157E7 31,77 0,0000
Intra grupos 3,47067E7 16 2,16917E6
Total (Corr.) 5,17116E8 23

Anexo 8. Pruebas de Multiple Rangos (Staphylococcus aureus: Comparacion T9 -

Tratamiento control)

Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

Casos Media Grupos Homogéneos
B.DIA 0_T9 3 1033,33 A
B.DIA9 T9 3 1433,33 A
DIA 0_S. Aureus 3 2833,33 A
B.DIA 6_T9 3 3566,67 AB
B.DIA 3 T9 3 5433,33 B
Dia 9_S. Aureus 3 10666,7 C
DIA 3_S. Aureus 3 11333,3 C
DIA 6_S. Aureus 3 13000,0 C
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Contraste Sig.  Diferencia +/- Limites

DIA 0_S. Aureus - DIA 3 _S. Aureus * -8500,0 2549,28
DIA 0_S. Aureus - DIA 6_S. Aureus * -10166,7 2549,28
DIA 0_S. Aureus - Dia 9_S. Aureus * -7833,33 2549,28
DIA 0_S. Aureus - B.DIA 0_T9 1800,0 2549,28
DIA 0_S. Aureus - B.DIA 3_T9 * -2600,0 2549,28
DIA 0_S. Aureus - B.DIA 6_T9 -733,333 2549,28
DIA 0_S. Aureus - B.DIA9 T9 1400,0 2549,28
DIA 3_S. Aureus - DIA 6_S. Aureus -1666,67 2549,28
DIA 3_S. Aureus - Dia 9_S. Aureus 666,667 2549,28
DIA 3_S. Aureus - B.DIA 0_T9 * 10300,0 2549,28
DIA 3_S. Aureus - B.DIA 3_T9 * 5900,0 2549,28
DIA 3_S. Aureus - B.DIA 6_T9 * 7766,67 2549,28
DIA 3_S. Aureus - B.DIA 9 _T9 * 9900,0 2549,28
DIA 6_S. Aureus - Dia 9_S. Aureus 2333,33 2549,28
DIA 6_S. Aureus - B.DIA 0_T9 * 11966,7 2549,28
DIA 6_S. Aureus - B.DIA 3 T9 * 7566,67 2549,28
DIA 6_S. Aureus - B.DIA 6_T9 * 9433,33 2549,28
DIA 6_S. Aureus - B.DIA 9 _T9 * 11566,7 2549,28

* 9633,33 2549,28
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Dia 9_S. Aureus - B.DIA 0_T9

Dia 9_S. Aureus - B.DIA 3_T9

Dia 9_S. Aureus - B.DIA 6_T9

Dia 9_S. Aureus - B.DIA 9 T9
B.DIA 0_T9 - B.DIA3 T9
B.DIA 0_T9 - B.DIA 6_T9
B.DIA 0_T9 - B.DIA 9 _T9
B.DIA 3_T9 - B.DIA 6_T9
B.DIA 3 _T9-B.DIA9 T9

B.DIA 6_T9 - B.DIA9 T9

5233,33
7100,0
9233,33
-4400,0
-2533,33
-400,0
1866,67
4000,0

2133,33

2549,28
2549,28
2549,28
2549,28
2549,28
2549,28
2549,28
2549,28

2549,28

* indica una diferencia significativa.

Anexo 9. Microencapsulacion del aceite esencial de tomillo y almacenaje.
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Anexo 12. Analisis de la vida util.
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