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Resumen 

Garantizar seguridad alimentaria es un asunto relevante que conlleva a proveer 
alternativas innovadoras que de manera natural prolonguen vida útil del producto y 
garanticen su inocuidad. Este trabajo propone el desarrollo de un recubrimiento comestible 
a partir de quitosano adicionado con biocompuestos antimicrobianos como aceite esencial 
de orégano (AEO) encapusulado y nisina. Estos compuestos presentan principios activos 
reconocidos por su actividad antimicrobiana y son considerados productos seguros y 
naturales para aplicar en alimentos. Inicialmente fue evaluada la concentración mínima 
inhibitoria (CMI) mediante micro dilución donde se evaluaron diferentes concentraciones 
de nisinia y AEO encapusulado analizando su efecto inhibidor frente a dos cepas ATCC 
de Clostridium perfringens y E. coli O157:H7 , los resultados obtenidos demostraron que 
la CMI del AEO encapsulado fue de 0,50 % (v/v) para E. coli O157:H7 y la CMI del AEO 
para Clostridium perfringens fue de 0,25% (v/v)  y la CMI de nisina fue de 250 UI/mL para 
inhibir ambas cepas ATCC evaluadas, por otro lado el quitosano inhibió las cepas 
Clostridium perfringens y E. coli O157:H7 a una concentración de 2% (p/v).Una vez 
elaborada la película comestible a partir de quitosano se sometió a pruebas de 
caracterización con el fin de evaluar sus propiedades; para cumplir con este objetivo se 
aplicó un modelo factorial de dos niveles utilizando un programa estadístico el cual 
estableció 9 diferentes formulaciones para las películas a las cuales se les determinó: 
permeabilidad al vapor de agua, determinación del contenido de humedad, determinación 
porcentaje de elongación  y fuerza tensil. Como resultado se obtuvo que el contenido de 
humedad de las películas disminuye a medida que aumenta la concentración del bioactivo 
nisina, las propiedades mecánicas de la película se vieron afectadas con el aumento de 
concentración de bioactivo nisina en la formulación de la película. Las diferentes 
concentraciones de AEO encapsulado no afectan las características de la película y se 
demostró que tanto nisina como AEO encapsulado presentan gran capacidad de inhibición 
frente a los microorganismos evaluados Clostridium perfringens y E. coli O157:H7 por lo 
cual la formulación escojida para trabajar con alimentos fue: 250 UI/mL concentración de 
nisina, 2% p/v  concentración de quitosano y 0.50 %v/v concentración de AEO 
encapsulado. El recubrimiento comestible a base de quitosano, AEO encapsulado y nisina 
prolongó en 5 días la vida útil de las carnes de hamburguesa respecto a la carnes de 
hamburguesa evaluada sin recubrimiento comestible debido a que mantuvo sus 
características de calidad microbiológica, pH y Aw a través de los 12 días de evaluación 
demostrando que los antimicrobianos utilizados en esta investigación son una alternativa 
para el reemplazo de aditivos sintéticos como los nitratos y nitritos. Adicionalmente en el 
análisis sensorial los consumidores no encontraron diferencias significativas (p>0,05) 
entre carne de hamburguesa elaborada sin recubrimiento y carne de hamburguesa 
elaborada con el  recubrimiento comestible desarrollado en esta investigación.  
 
Palabras claves: recubrimiento, carne de hamburguesa, aceites esenciales, nisina. 
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Abstract 

Ensuring food safety is a relevant issue that leads to providing innovative alternatives that 
naturally extend product shelf life and ensure product safety. This work proposes the 
development of an edible coating from chitosan added with antimicrobial biocomposites 
such as encapsulated oregano essential oil (OEA) and nisin. These compounds present 
active principles recognized by their antimicrobial activity and are considered safe and 
natural products to be applied in food. Initially, the minimum inhibitory concentration (MIC) 
was evaluated by micro-dilution where different concentrations of nisinia and encapsulated 
AEO were assessed by analyzing their inhibitory effect against two ATCC strains of 
Clostridium perfringens and E. coli O157:H7 , the results obtained showed that the MIC of 
the encapsulated AEO was 0.50% (v/v) for E. coli O157:H7 and the MIC of the AEO for 
Clostridium perfringens was 0.25% (v/v) and the MIC of nisin was 250 IU/mL to inhibit both 
ATCC strains evaluated, on the other hand the chitosan inhibited the Clostridium 
perfringens and E strains. Once the edible film was made from chitosan, it was subjected 
to characterization tests to evaluate its properties; to fulfill this objective, a two-level factorial 
model was applied using a statistical program which established 9 different formulations 
for the films to which they were determined: water vapor permeability, moisture content 
determination, elongation percentage and tensile strength. As a result it was obtained that 
the moisture content of the films decreases as the concentration of the nisin bioactive 
increases, the mechanical properties of the film were affected with the increase of 
concentration of nisin bioactive in the film formulation. The different concentrations of 
encapsulated AEO do not affect the characteristics of the film and it was demonstrated that 
both nisin and encapsulated AEO present great inhibition capacity against the 
microorganisms evaluated Clostridium perfringens and E. coli O157:H7. Therefore, the 
formulation chosen to work with food was: 250 UI/mL concentration of nisin, 2% w/v 
concentration of chitosan and 0.50 %v/v concentration of encapsulated AEO. The edible 
coating based on chitosan, encapsulated AEO and nisin extended in 5 days the shelf life 
of hamburger meat compared to hamburger meat evaluated without edible coating 
because it maintained its characteristics of microbiological quality, pH and Aw through the 
12 days of evaluation showing that antimicrobials used in this research are an alternative 
for the replacement of synthetic additives such as nitrates and nitrites. Additionally, in the 
sensory analysis, consumers did not find significant differences (p>0.05) between 
hamburger meat produced without coating and hamburger meat produced with the edible 
coating developed in this research.  
 
Keywords: coating, hamburger meat, essential oils, nisin 
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Introducción 

Los productos cárnicos procesados tienen tiempos cortos de almacenamiento; según la 

FDA (Food and Drug Administration) las carnes de hamburguesa tienen un periodo de 

almacenamiento de 1 a 2 días en temperatura de refrigeración (4°C), por lo cual son 

considerados alimentos perecederos los cuales durante los periodos de almacenamiento 

y distribución pueden experimentar fuertes variaciones de tipo organoléptico (olor, color, 

sabor, textura) y cambios de tipo físico químico (humedad, pH, peso). Dichos cambios son 

causados por diferentes factores, uno de ellos como respuesta al metabolismo y 

crecimiento de microorganismos,  los cuales encuentran en las carnes un ambiente óptimo 

de crecimiento,  debido principalmente a la disponibilidad de nutrientes, entre otros 

factores. En este sentido, las carnes de hamburguesa son más susceptibles al crecimiento 

microbiano que las carnes intactas, debido a que durante la operación de molido de la 

carne se altera su estructura y los microorganismos pueden emplear el plasma muscular 

para su desarrollo (Santos et al., 2008).  

Para garantizar la conservación de productos cárnicos se deben adicionar conservantes 

sintéticos como los nitritos, cloruro de sodio, entre otros, los cuales permitirán su 

preservación. Este tipo de conservantes representan grandes beneficios en la industria 

cárnica como: proteger del deterioro bacteriano, los nitritos particularmente tienen otros 

efectos sobre los alimentos: retrasan el proceso de oxidación de los lípidos, con la 

consecuente disminución del característico olor de enranciamiento, produce una mayor 

firmeza en la textura, y provee al producto cárnico un importante efecto antimicrobiano 

(especialmente frente a Clostridium perfringens y sus toxinas). Los nitritos son adicionados 

para obtener un mayor rendimiento en peso, debido a que tienen capacidad fijadora de 

agua, estas sustancias son las responsables del color rojo de los embutidos. Los nitratos 

y nitritos se usan en cantidades muy pequeñas porque son considerados cancerígenos, 

sin embargo, son utilizados para evitar el deterioro de los productos (Bryan et al., 2012). 
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El uso en exceso de estos conservantes puede generar efectos adversos en el consumidor. 

Los nitritos principalmente se asocian con la producción de metahemoglobina en sangre, 

produce cianosis con síntomas de bajo nivel de oxígeno, debilidad, disnea, cefaleas, 

taquicardia (Almudena y Lizaraso, 2001).La Ingesta Diaria Aceptable (IDA) de nitratos 

recomendada por el comité conjunto de la FAO/OMS es de 0-3.7 mg/kg peso corporal, 

puesto que la toxicidad de los nitratos proviene de su conversión en nitritos y su posible 

formación endógena en N-nitrosocompuestos (Almudena y Lizaraso, 2001). 

 

Se han producido repetidamente intoxicaciones debido a la adición excesiva de nitrito 

sódico en las carnes para su conservación; principalmente producen en el consumidor, 

según la cantidad de ingesta intoxicaciones ligeras de 1-2 g, intoxicación grave e 

intoxicación mortal 4 g. Por ello, la sal para salazones no debe nunca contener más de 0.5-

0.6% de nitrito sódico, y la cantidad de sal empleada no debe sobrepasar los 15 mg por 

cada 100 g de carne tratada (Almudena y Lizaraso, 2001).  

 

Es por esto que los recubrimientos comestibles surgen como una alternativa natural para 

prolongar y mantener el tiempo de vida útil de la carne de hamburguesa en periodos de 

almacenamiento, garantizando la conservación y calidad de los productos obtenidos de 

forma respetuosa con el medio ambiente y de manera natural minimizar el uso de aditivos 

sintéticos (Sanchez et al., 2014). El uso de recubrumientos genera diferentes efectos 

positivos sobre el alimento y pueden ser utilizados en infinidad de alimentos; debido a que 

es una película que envuelve al producto y a su vez puede ser consumido; La función 

principal del recubrimiento es mantener la calidad de los productos recubiertos retrasando 

las principales causas de alteración a través de diferentes mecanismos, controlando la 

pérdida de humedad, que puede provocar modificación de la textura, turgencia, 

ralentizando cambios químicos que pueden afectar al color, aroma o valor nutricional del 

alimento. Actúa como barrera al intercambio de gases que puede influir en gran medida en 

la estabilidad de los alimentos sensibles a la oxidación de lípidos, vitaminas y pigmentos, 

mejorando la estabilidad microbiológica (Sánchez et al., 2008).  

 

El quitosano es un polisacárido, normalmente obtenido de la quitina proveniente de 

crustáceos y se ha utilizado como recubrimiento para prolongar la vida útil y mejorar la 
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calidad de diferentes tipos de alimentos, ya que presenta una permeabilidad selectiva 

frente a los gases, una ligera resistencia al vapor de agua, y propiedades antifúngicas y 

antibacterianas debida a su capacidad de ligarse a las moléculas de agua e inactivar las 

enzimas microbianas (Munteanu et al., 2014). 

 

En la matriz polimerica del recubrimiento es posible incorporar compuestos naturales con 

actividad antimicrobiana reportada procedentes de plantas, organismos marinos, insectos 

o microorganismos como alternativas viables al uso de productos químicos. La matriz 

polimerica del recubrimiento puede servir de vehículo para diferentes sustancias como 

antimicrobianos, vitaminas, nutrientes, saborizantes, antioxidantes, colorantes u otros 

ingredientes funcionales que interactúan con el alimento para mejorar su estabilidad, 

seguridad, calidad y funcionabilidad.Como fuente de bioactivos se destacan los aceites 

esenciales de orégano y bacteriocinas como la nisina los cuales preferiblemente deben 

estar encapsulados con el objetivo de disminuir la velocidad de evaporación o de 

transferencia del material central hacia el medio ambiente externo  y reducir la interacción 

entre el material  central y el ambiente externo (Zaneti et al., 2018). El proceso de 

encapsulación previene la agregación, favorece el proceso de mezclado, asegura que el 

material central se encuentre uniforme en la mezcla y enmascara el sabor del material 

central (Sandoval y Rodríguez 2011). 

 

Las películas y recubrimientos antimicrobianos pueden reducir, inhibir o retardar el 

crecimiento de los microorganismos presentes en los alimentos (Aider, 2010). La 

contaminación microbiana reduce la vida útil de los alimentos y aumenta el riesgo de 

contraer enfermedades transmitidas por alimentos en el consumidor (Durango, 2011), 

ocasionando  tambien pérdidas de alimentos. La oferta nacional disponible de alimentos 

es de 28,5 millones de toneladas en Colombia del cual se pierden y se desperdician un 

total de 9,76 millones de toneladas lo cual equivales al 34% del total de los 9,76 millones 

de toneladas de pérdidas y desperdicios 269.000 corresponde a productos cárnicos. Del 

total de alimentos perdidos y desperdiciados, el 64 % corresponde a pérdidas que se 

ocasionan en las etapas de producción, postcosecha, almacenamiento y procesamiento 

industrial. El 36 % restante corresponde a desperdicios que se generan en las etapas de 

distribución y consumo de los hogares (Estadisticas departamento nacional de planeación 

2.019).  
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Mediante la implementación de un recubrimiento comestible a partir de quitosano, aceite 

esencial de orégano encapsulado y nisina se pretende prolongar el tiempo de vida útil de 

las carnes de hamburguesa favoreciendo la cadena de distribución de consumo de carnes 

de hamburguesa conservando sus características de calidad fisicoquímica, microbiológica 

y sensorial hasta llegar al consumidor;  adicionalmente se estudia esta alternativa porque 

los productores se enfrentan a la demanda actual de ofrecer alimentos con la menor 

adición de aditivos sintéticos como los nitritos. 

 

Por lo cual el objetivo de esta investigación fue determinar la concentración minima 

inhibitoria del aceite esencial de óregano encapusulado mediante complejos de inclusión 

por β-ciclodextrina y nisina frente a dos cepas bacterianas: una Gram positiva Clostridium 

perfringens y una Gram negativa E.coli O157:H7 en la matriz polimerica de quitosano, con 

el fin de elaborarar un recubrimiento comestible como alternativa natural para mantener 

y/o prolongar  el tiempo de vida útil de la carne de hamburguesa durante 12 dias 

evaluación. Este trabajo fue redactado en forma de artículo científico divido en cuatro 

capítulos. El primer capitulo corresponde a un articulo de revisión acerca del uso de 

antimicrobianos de origen natural como quitosano, nisina y aceite esencial de orégano 

como alternativa a la utilización de conservantes sintéticos en alimentos. En el según 

capitulo se encuentra la evaluación de la capacidad mínima inhibitoria del aceite esencial 

de orégano encapsulado, nisina y quitosano. El tercer capitulo corresponde a la evaluación 

de las propiedades de la películas comestibles obtenidas a partir de quitosano con la 

inclusión de aceite esencial de orégano encapsulado y nisina y el cuarto capitulo relaciona 

el efecto del recubrimiento comestible a partir de quitosano, con adición de aceite esencial 

de orégano encapsulado y nisina en carne de hamburguesa durante el periodo de vida útil. 
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Capítulo 1. Artículo de revisión: uso de 
antimicrobianos de origen natural como 
quitosano, nisina y aceite esencial de 
orégano como alternativa a la utilización de 
conservantes sintéticos en alimentos. 

1.1 Resumen 

La conservación de los alimentos puede definirse como el conjunto de tratamientos que 

prolongan la vida útil de los alimentos, manteniendo, en el mayor grado posible, sus 

atributos de calidad, incluyendo características organolépticas y valor nutritivo debido a 

que dichas características al ser alteradas por la presencia de microorganismos pueden 

generar implicaciones económicas a los fabricantes, a los distribuidores y adicionalmente 

puede generar problemas de seguridad alimentaria en el consumidor. 

 

La demanda actual de alimentos naturales, frescos y saludables requiere la búsqueda de 

alternativas naturales que mantengan las características de calidad de los alimentos hasta 

llegar al consumidor. El uso de conservantes químicos como benzoatos, nitritos y nitratos, 

anhídrido sulfuroso, se ha asociado con intoxicaciones, cáncer y otras enfermedades 

degenerativas, es por esto que se ha despertado interés por el uso de agentes 

antimicrobianos de origen natural que permitan inhibir la posible carga microbiana 

ofreciendo productos semejantes al producto fresco pero con menos aditivos. Los 

antimicrobianos continúan estando entre los aditivos alimentarios más importantes, los 

cuales se adicionan sobre los alimentos para prologar su tiempo de vida útil y de esta 

manera ofrecer al consumidor un producto seguro y con la mínima alteración en su valor 

nutritivo.  

Los antimicrobianos de origen natural como aceites esenciales de orégano (AEO),  

quitosano y nisina, dada su actividad antimicrobiana reconocida los hace viables para su 

uso como conservantes alimentarios; adicional a ello, son de fácil adquisición debido a que  

provienen de fuentes renovables y son considerados aditivos seguros. Por lo cual esta 

revisión proporciona información sobre las propiedades de los componentes 

antimicrobianos del AEO y nisina, su compatibilidad al ser agregados sinérgicamente, su 
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funcionalidad sobre el biorecubrimiento comestibles elaborado a partir de quitosano, el 

recubrimiento surge como una alternativa a los procesos industriales establecidos para la 

conservación de carne de hamburguesa de manera natural con el fin de mantener y 

prolongar su tiempo de vida útil. 

 

Palabras clave: Antimicrobiano, conservantes naturales, conservantes sintéticos, 

deterioro en los alimentos. 

1.2 Abstract 

Food preservation can be defined as the set of treatments that extend the shelf life of food, 

maintaining, to the greatest extent possible, its quality attributes, including organoleptic 

characteristics and nutritional value because these characteristics when altered by the 

presence of microorganisms can generate economic implications for manufacturers, 

distributors and additionally can generate food safety problems in the consumer. 

The current demand for natural, fresh and healthy foods requires the search for natural 

alternatives that maintain the quality characteristics of the food until it reaches the 

consumer. The use of chemical preservatives such as benzoates, nitrites and nitrates, 

sulphur dioxide, has been associated with intoxication, cancer and other degenerative 

diseases, which is why there is interest in the use of naturally occurring antimicrobial agents 

to inhibit possible microbial load by offering products similar to fresh produce but with fewer 

additives. Antimicrobials are still among the most important food additives, which are added 

to food to extend its shelf life and thus provide the consumer with a safe product with 

minimal alteration in its nutritional value.  

Antimicrobials of natural origin such as essential oils of oregano (EOO), chitosan and nisin, 

given their recognized antimicrobial activity, make them viable for use as food 

preservatives; in addition, they are easily purchased because they come from renewable 

sources and are considered safe additives. Therefore, this review provides information on 

the properties of the antimicrobial components of EOA and nisin, their compatibility when 

added synergistically, their functionality on edible bioremediation made from chitosan, the 

coating emerges as an alternative to the established industrial processes for the 

preservation of hamburger meat in a natural way in order to maintain and extend its shelf 

life. 
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1.3 Recubrimientos comestibles como alternativa para de 
conservación para alimentos  

Durante siglos, la necesidad imperiosa de proteger los alimentos ha llevado al uso de 

diferentes tipos de tecnologías de embalaje. Hoy, este fenómeno es particularmente 

importante cuando se trata de envasado de alimentos. En el informe que elaboró el Instituto 

Sueco para la alimentación y la biotecnología en 2011 para la FAO, se estimó que se 

perdía o desperdiciaba aproximadamente una tercera parte de los alimentos comestibles 

producidos para el consumo humano a escala mundial, que representaba 

aproximadamente 1,300 millones de toneladas anuales de alimentos distribuidos asi: el 

30% cereales, entre el 40 y el 50% raíces, frutas, hortalizas y semillas oleaginosas, el 20% 

carne y productos lácteos y el 35 % pescados.  La FAO calcula que dichos alimentos serían 

suficientes para alimentar a 2,000 millones de personas. La estimación abarcaba todas las 

etapas desde la producción agrícola hasta el consumo, mientras que el índice de pérdida 

de alimentos (IPA) se centra en las pérdidas hasta el nivel minorista, pero sin incluirlo. 

Hasta la fecha, este estudio de la FAO de 2011 es el único que proporciona estimaciones 

mundiales en todos los niveles de la cadena de suministro alimentario y que comprende 

todos los sectores de la producción alimentaria (FAO, 2019). La FAO estima que el 6% de 

las pérdidas mundiales de alimentos se dan en América Latina y el Caribe y cada año la 

región pierde y/o desperdicia alrededor del 15% de sus alimentos disponibles, a pesar de 

que 47 millones de sus habitantes aún viven día a día con hambre. Lo anterior representa 

sólo una fracción de las pérdidas y desperdicios totales, ya que éstas ocurren en todos los 

eslabones de la cadena alimentaria: el 28% ocurre a nivel del consumidor; el 28% a nivel 

de producción, el 17% en mercado y distribución y el 22% durante el manejo y 

almacenamiento y el 6% restante a nivel de procesamiento (FAO, 2019).  

 

En vista de este escenario, el empaque juega un papel clave en la producción y 

almacenamiento de alimentos (Dobrucka, 2013). Los principales polímeros utilizados para 

la elaboración de empaques para alimentos son los polímeros sintéticos, específicamente 

los materiales termoplasticos debido a sus soluciones versátiles para una variedad de 
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necesidades. Los cuales exhiben características altamente ventajosas, como 

transparencia, buena presentación, resistencia a la transferencia, sellado al calor y buena 

relación resistencia / peso. Además, los empaques plásticos son generalmente 

económicos y eficientes, mostrando propiedades como: resistencia a la tracción, actúan 

como barrera para el oxígeno y controlan la trasnferencia de temperatura (Hu y Wang 

2016). Aunque todas estas ventajas de los polímeros son conocidas, los envases sintéticos 

han comenzado a ser cuestionados debido a las crecientes preocupaciones ambientales. 

 

Por lo cual surge una alternativas en la formulacion de envases comestibles los cuales 

están exentos de productos químicos sustancias sintetizadas y están enriquecidos con 

sustancias naturales que aportan beneficios para la salud y mantienen características 

nutricionales y sensoriales (Falguera et al., 2011). Por lo tanto, los envases comestibles se 

han convertido en una de las principales áreas de investigación en envases de alimentos 

en países como Estados Unidos y Japón (Coma, 2008). 

 

Un recubrimiento comestible es un material de envoltura muy delgada empleado en la 

industria de alimentos, que se puede ingerir debido a que proviene de polímeros 

biodegradables que ayudan a incrementar la calidad y la vida útil de los alimentos (Krochta, 

2002). El envasado comestible ha sido impulsado por el aumento de la demanda de los 

consumidores de alimentos seguros, de alta calidad, reduciendo el impacto ambiental 

ocasionado por los residuos de los envases sintenticos (Zhang et al., 2015). 

 

Las tecnologías de empaques activos e inteligentes tienen efectos sobre la vida útil de los 

productos alimenticios. El embalaje activo representa un método por el cual se puede 

reducir el desperdicio de alimentos debido a que se pueden incorporar compuestos 

antioxidantes y antimicrobianos en los empaques. Los recubrimientos pueden mejorar la 

vida útil de los productos y disminuir la oxidación en los alimentos. Por lo tanto, los métodos 

de conservación de alimentos antimicrobianos y antioxidantes están bien establecidos; la 

liberación de estos agentes activos se puede controlar durante un período prolongado, 

período para mantener la calidad del producto alimenticio, sin la necesidad de adición 

directa de cualquier sustancia al alimento (Masuelli, 2.018). 
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Los recubrimientos comestibles de origen biológico han sido investigados por las ventajas 

que representan por ejemplo: evitan la pérdida de humedad o la absorción de agua por la 

matriz alimentaria, tambien disminuyen la penetración de oxígeno al material alimenticio y  

evita la pérdida de aromas. Siendo una de las formas más prometedoras para mantener la 

calidad de los alimentos (Martins et al., 2015). 

 

Los recubrimientos comestibles deben presentar ciertas exigencias funcionales que 

permitan controlar o aminorar las causas de alteración de los alimentos a recubrir, algunas 

de estas ventajas y propiedades son: 

• Ser libres de tóxicos y seguros para la salud. 

• Deben requerir una tecnología simple para su elaboración. 

• Ser protectores de la acción física, química y mecánica. 

• Presentar propiedades sensoriales: deben ser transparentes y no ser detectados durante 

su consumo. 

• Deben mejorar las propiedades mecánicas y preservar la textura de los alimentos. 

• Deben Prolongar la vida útil de alimentos a través del control sobre el desarrollo de 

microorganismos. 

• Pueden regular distintas condiciones de interfase o superficiales del alimento, a través 

del agregado de aditivos como antioxidantes, agentes antimicrobianos y nutrientes. 

• Presentan propiedades de barrera como transferencia de distintas sustancias, adecuada 

permeabilidad al vapor de agua, solutos y una permeabilidad selectiva a gases y 

componentes volátiles, desde el alimento hacia el exterior y viceversa (Fernandez et al., 

2015) 

Los recubrimientos comestibles han sido usados para reducir los efectos nocivos de 

diversos factores, como la pérdida de agua, el crecimiento microbiano y el pardeamiento 

enzimático, entre otros. Los recubrimientos también pueden actuar como portadores de 

aditivos alimentarios, como agentes antimicrobianos, antioxidantes, saborizantes, 

colorantes. Además, existe un creciente interés en el desarrollo de envases 

antimicrobianos naturales; impulsado principalmente por la demanda de los consumidores 

por mejorar la calidad y seguridad de los productos alimenticios. El principal grupo de 

biopreservantes, se sugiere para este propósito son las bacteriocinas como la nisina 

(Martins et al., 2015), dicho interés ha dado lugar a la investigación, elaboración y 
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aplicación de recubrimientos comestibles con la incorporación de compuestos fenólicos de 

origen natural con potencial antimicrobiano y antioxidante como los aceites esenciales. 

(Pelaez et al., 2016) 

 

La nisina es una de las bacteriocinas más estudiadas. Es un péptido pequeño (3.5 kDa) 

producida por bacterias, con actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas, 

como: Clostridium y Listeria monocytogenes. La bacteriocina nisina generalmente no es 

activa contra bacterias Gram negativos, hongos y virus. El uso de nisina como conservante 

en alimentos, ha sido reconocido por la FAO, la OMS y la FDA lo han reconocido como 

GRAS "generalmente reconocidas como segura". La aplicación de nisina en 

recubrimientos se ha investigado para controlar el crecimiento microbiano en productos 

alimenticios, el uso de recubrimientos que contienen agentes antimicrobianos podría ser 

más eficiente contra microorganismos indeseables que la adición directa de 

antimicrobianos en el alimento (Martins et al., 2015). 

 

Los aceites esenciales son compuestos naturales extraídos de plantas que exhiben 

propiedades antimicrobianas y antioxidantes, por lo tanto son de gran interés como aditivos 

en la industria alimentaria. El aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.) se 

considera "generalmente reconocidas como seguro" (GRAS) aprobado por la 

administración de alimentos y medicamentos (FDA) el uso y la elección del aceite esencial 

deben considerar la aceptabilidad sensorial del consumidor del producto final. De hecho, 

debido a su fuerte sabor, su uso directo a menudo es limitado. Para superar este problema, 

los aceites esenciales se pueden agregar a recubrimientos comestibles, que se han 

sugerido como un envase de alimentos alternativo para mejorar la seguridad y la calidad 

de los alimentos (Pelaez et al., 2016).  

 

Dentro de los biopolímeros utilizados para la elaboración de recubrimientos se encuentra 

el quitosano, un compuesto polimérico obtenido a través de la hidrólisis alcalina de la 

quitina a elevadas temperaturas, el cual es considerado un polímero de origen animal de 

estructura similar a la celulosa y que se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza 

(Ávila, 2015). Se ha encontrado que el quitosano no es tóxico, es biodegradable, 

biofuncional, biocompatible (Phan et al., 2008). 
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Hasta ahora, el uso de empaques es una necesidad visible a la comercialización de 

alimentos. El objetivo principal del uso de empaque en alimentos es proteger el producto 

del medio circundante para mantener una mayor vida útil de los alimentos y ofrecer mayor 

calidad de los productos alimenticios a los consumidores. Aunque los diseños de empaque 

en la actualidad se han enfocado mayoritariamente en polímeros sintéticos, la conciencia 

ambiental ahora está induciendo el uso de materiales de base biológica como alternativa 

a las producidas a partir de recursos no renovables, en donde los recubrimientos están 

destinados a funcionar como una capa de barrera para prevenir transferencias masivas 

entre el producto y el medio ambiente,  los recubrimientos abordan no solo las 

preocupaciones ambientales y de seguridad, sino también mejoran la calidad de los 

alimentos (Phan et al., 2008). 

1.4 Generalidades de los antimicrobianos naturales  

Los agentes antimicrobianos son compuestos químicos presentes o añadidos en los 

alimentos que retardan el crecimiento microbiano o causan la muerte de los 

microorganismos. Esta definición incluye cualquier sustancia utilizada en la producción, 

procesamiento, tratamiento, empaque, transporte o almacenamiento del alimento 

(Abdulmumeen et al., 2012). 

Muchos de los agentes antimicrobianos producidos actualmente en forma sintética se 

encuentran también en forma natural como componentes de ciertos alimentos. Estos 

compuestos químicos con acción antimicrobiana pueden clasificarse como aditivos 

tradicionales con acción directa o indirecta. Entre los aditivos antimicrobianos con acción 

directa aprobados para ser utilizados en alimentos se incluyen nitratos y nitritos, sorbatos, 

benzoatos así como ésteres, fenoles, ácidos orgánicos y sus derivados los cuáles son 

agregados intencionalmente al alimentos para un fin especifico (Abdulmumeen et al., 

2012). Los agentes antimicrobianos con acción indirecta son sustancias químicas añadidas 

con otros objetivos diferentes a la acción antimicrobiana, como por ejemplo fosfatos y 

antioxidantes fenólicos (Rodríguez, 2011).  

  

Algunos antimicrobianos sintetizados químicamente reconocidos como GRAS  por la FDA 

son: ácido propiónico y propionatos, ácido sórbico y sorbatos, ácido benzoico y benzoatos, 

parabenos, sulfitos, óxido de etileno y propileno, diacetato de sodio, nisina y nitrito de 
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sodio, entre otros. Entre los antimicrobianos naturales más estudiados se encuentran los 

presentes en plantas, hierbas y especias, los cuales son utilizados en alimentos tratando 

de sustituir los antimicrobianos sintéticos, debido a la tendencia de los consumidores por 

productos más naturales (García, 2008). 

El uso de antimicrobianos es una práctica común en la industria de los alimentos; por 

muchos años se han utilizado antimicrobianos sintetizados químicamente (que en algunos 

casos han causado daño en la salud de los consumidores, si se utilizan a grandes dosis  

como en el caso de los nitratos y nitritos), redundando en un rechazo por parte de los 

consumidores de productos procesados, por lo cual ha surgido la necesidad de hacer uso 

de agentes antimicrobianos naturales en la conservación de alimentos como  frutas,  

hortalizas  y cárnicos (Rodríguez, 2011). En esta búsqueda se han encontrado nuevos 

agentes antimicrobianos de origen natural, como sustitutos de los tradicionalmente 

utilizados. Los antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de fuentes como 

bacterias, hongos, plantas, animales, que tienen la capacidad de garantizar la seguridad 

alimentaria debido a sus actividades antimicrobianas ejercidas contra un amplio espectro 

de patógenos transmitidos por alimentos. Por otra parte, los metabolitos secundarios con 

actividad antimicrobiana son producidos por frutas, verduras, semillas, hierbas, especias, 

leche, huevos, tejidos animales y microorganismos como bacterias y hongos. 

Conservantes derivados de plantas / animales, microflora natural o controlada, como las 

bacterias lácticas y correspondientes compuestos antibacterianos como el ácido láctico 

(Pisoschi et al., 2018). 

Los antimicrobianos continúan estando entre los aditivos alimentarios más importantes de 

la actualidad debido a la demanda por parte del consumidor de productos frescos 

mínimamente tratados como son los productos cárnicos procesados, frutas frescas y 

frescas cortadas envasadas bajo diferentes atmósferas, lo cual implica la utilización de 

antimicrobianos de origen natural que puedan extraerse para ser utilizados con el fin de 

prolongar la vida útil del alimento y a su vez proveer seguridad para el consumidor de 

manera natural (Rodríguez, 2011). 

1.4.1 Aditivos alimentarios 
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Están definidos como cualquier sustancia que, normalmente, no se consume como 

alimento en sí, ni tampoco se usa como ingrediente básico en los alimentos, tenga o no 

valor nutritivo, y cuya adición es intencionada al alimento con fines tecnológicos (incluidos 

los organolépticos) en sus fases de fabricación, elaboración, preparación, tratamiento, 

envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento (Carocho et al., 2015). 

 

El uso de aditivos alimentarios está justificado únicamente si ello ofrece alguna ventaja, no 

presenta riesgos apreciables para la salud de los consumidores y cumple una o más de 

las funciones tecnológicas establecidas por el Codex: conservar la calidad nutricional del 

alimento, aumentar la calidad de conservación, mantener estables las características del 

alimentos , mejorar las propiedades organolépticas, a condición de que ello no altere la 

naturaleza, sustancia o calidad del alimento de forma que engañe al consumidor, a 

condición de que el aditivo no se utilice para encubrir los efectos del empleo de materias 

primas defectuosas o de prácticas (incluidas las no higiénicas) o técnicas indeseables 

durante el curso de cualquiera de estas operaciones (Carocho et al., 2015). 

1.4.2 Clasificación de los aditivos alimentarios 

 

El estudio de los aditivos ha sido abordado desde numerosos puntos de vista, en virtud de 

los cuales se han establecido diversos criterios para su clasificación, se clasifica en cuatro 

grupos: 1 sustancias que modifican los caracteres organolépticos, aquellos que eliminen, 

proporcionen, mantengan color, olor y/o sabor de los alimentos , 2 estabilizadores del 

aspecto y caracteres físicos, que permiten proporcionar un aspecto y consistencia 

adecuados a los alimentos (emulgentes, espesantes, espumantes, anti endurecedores, 

humectantes, etc. 3 sustancias que impiden alteraciones químicas y biológicas. Son los 

antioxidantes y los agentes antimcirobianos que se añaden a alimentos y bebidas. 4 

correctores de los alimentos, son aquellos aditivos que, formando parte o no de su 

composición final, se añaden en los procesos tecnológicos para modificar sus cualidades 

plásticas, para extraer, purificar o desnaturalizar los productos alimenticios. Ejemplos de 

correctores son los disolventes, neutralizadores, clarificadores, etc. (Huanca  y Solís, 

2010). 
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1.4.3 Aditivos naturales  

Según la clasificación anterior los aditivos naturales se clasifican en el grupo 3, desde hace 

algunas décadas, los aditivos alimentarios naturales han ido ganando más interés tanto en 

los consumidores  como de los fabricantes de alimentos. En general, el consumidor elegirá 

un alimento sin aditivos, pero si estos no están disponibles, el mismo consumidor elegirá, 

un alimento que contienen aditivos naturales sobre sintéticos En la Figura 1 se muestran 

las principales categorías de aditivos alimentarios junto con los compuestos más utilizados 

de cada categoría.Sorprendentemente no hay una definición de conservantes naturales, 

antioxidantes, colorantes o edulcorantes. Solamente los aromatizantes naturales tienen 

legislación tanto en la UE como en los EE. UU., y esto se transpone a las otras clases de 

aditivos, lo que lleva a interpretaciones erróneas y la confusión de lo que es natural o 

sintético. Existe una creciente necesidad de una legislación transparente con respecto a 

los aditivos naturales, ya que son de creciente interés en países desarrollados (Baines y 

Seal, 2012). 

 

Figura 1. Representación de los aditivos naturales más comunes divididos por categorías 

tomado de (Baines y Seal, 2012). 
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1.4.4 Importancia de la adición de antimicrobianos 

La importancia de los antimicrobianos radica en que la adición de estos a los alimentos 

permite prolongar la vida útil de un alimento y ralentiza el deterioro de los alimentos 

causado por microorganismos presentes, los cual puede causar enfermedades 

(Abdulmumeen et al., 2012). 

 

Los antimicrobianos pueden tener al menos tres tipos de acción sobre el microorganismo; 

1 Inhibición de la biosíntesis de los ácidos nucleicos o de la pared celular, 2 daño a la 

integridad de las membranas, 3 interferencia con la gran variedad de procesos metabólicos 

esenciales. Consecuentemente, algunos agentes antimicrobianos pueden afectar a 

muchos tipos de microorganismos, mientras que otros muestran un espectro de acción 

inhibidor más reducido. Del mismo modo, algunos antimicrobianos pueden ser 

directamente microbicidas, mientras que otros actúan como microbiostáticos (Rodríguez, 

2011). 

1.5 Quitosano 

 

El quitosano es un biopolímero bien conocido que inhibe el crecimiento de una amplia 

variedad de hongos, bacterias patógenas y microorganismos que ocasionan 

descomposición. Con aplicación en industrias biomédicas, químicas y alimentarias debido 

a su actividad antimicrobiana, biocompatibilidad, biodegradabilidad, alta permeabilidad al 

agua, baja toxicidad. El quitosano es un polímero parcialmente desacetilado de acetil 

glucosamina, es un polisacárido catiónico lineal de origen natural. Se obtiene mediante la 

desacetilación alcalina de la quitina, que se puede extraer de una variedad de 

exoesqueletos de crustáceos, paredes celulares de hongos y otros materiales biológicos 

(Munteanu et al., 2014). 

La actividad antimicrobiana del quitosano depende de la concentración, peso molecular y 

grado de desacetilación. El quitosano se puede preparar en soluciones de diversos ácidos 

orgánicos que, al secarse, permiten la formación películas flexibles y transparentes 

películas resistentes que han demostrado ser buenas barreras de oxígeno (Al-Naamani et 

al., 2016). 
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El efecto antimicrobiano del quitosano ha sido ampliamente estudiado y comprobado a 

través del tiempo. Una de las principales razones para que el quitosano posea actividad 

antimicrobiana es la presencia de un grupo amino con carga positiva a pH inferior a 6.3 

(carbono 2) el cual interactúa con las cargas negativas de la pared celular de los 

microorganismos, generando un rompimiento o lisis de estas estructuras, que lleva a la 

pérdida de compuestos proteicos y otros constituyentes intracelulares. El efecto 

antimicrobiano del quitosano varía conforme al microorganismo en estudio, siendo 

diferente para hongos, bacterias Gram positivas y Gram negativas. Lo anterior podría estar 

fuertemente ligado a las estructuras externas características de cada microorganismo. 

(Aider, 2010). El quitosano tiene propiedad quelante, lo que permite que este biopolímero 

se pueda ligar selectivamente a metales presentes en las estructuras externas de los 

microorganismos, inhibiendo así la producción de toxinas. También se ha reportado que el 

quitosano puede inhibir enzimas debido a la interacción quitosano-ADN que altera la 

síntesis de ARN mensajero (Ayala, 2015). 

En 1859 Rougt, obtuvo quitosano por primera vez cuando le realizó un tratamiento a la 

quitina, con una solución de hidróxido de potasio (KOH); a diferencia de la quitina inicial, 

era soluble en ácidos orgánicos, la llamó quitina modificada y en 1894, Hoppe–Seyler, lo 

nombró quitosano (López , 2014). 

 

El quitosano es un polímero, polisacárido lineal compuesto de cadenas distribuidas 

aleatoriamente de β-(1-4)-2-acetamido-D-glucosa y β-(1-4)-2-amino-D-glucosa, este ultimo 

excede casi el 60% (Erginkaya et al., 2018). Se encuentra en estado natural en las paredes 

celulares de algunos hongos; sin embargo, su principal fuente de producción es la hidrólisis 

de la quitina en medio alcalino, usualmente en soluciones de hidróxido de sodio o de 

potasio a altas temperaturas. (Aider, 2010). La composición química de este compuesto 

permite que sea un buen bioadhesivo, biocompatible y biodegradable, además de tener la 

capacidad de formar películas que presentan un gran potencial para ser utilizados como 

empaques de alimentos debido a que es natural, no tóxico (López, 2014). En 2001, el 

quitosano fue clasificado como seguro por la FDA y, por lo tanto, se considera seguro para 

ser utilizado como conservante de alimentos en industria alimentaria; el quitosano se ha 

utilizado ampliamente para el recubrimiento directo de la superficie de la carne y frutas 
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para reducir el deterioro de los alimentos, evitar la pérdida de agua, así como retrasar la 

maduración de frutas (Al-Naamani et al., 2016). 

1.5.1 Propiedades fisicoquímicas del quitosano 

 

La quitina es sometida a un proceso de desacetilación termoquímico en un medio alcalino, 

las condiciones de temperatura, presión, concentración y tiempo determinan el peso 

molecular del quitosano y su grado de desacetilación. El contenido de nitrógeno del 

quitosano puro es aproximadamente del 6,89%, el grupo amino libre en la estructura del 

quitosano le proporciona un comportamiento marcadamente básico, además le confiere 

ciertas características fisicoquímicas de gran interés industrial; sus grupos amino permiten 

que se solubilice fácilmente en medios ácidos (Giraldo, 2015). 

 

 

Figura 2. Estructura química del quitosano tomado de  (Barra et al., 2012) 

1.5.2 Grado de desacetilación 

El grado de desacetilación (GD) permite diferenciar el quitosano de la quitina y determina 

las propiedades químicas, físicas y biológicas del quitosano, El grado de desacetilación 

determina principalmente el contenido de grupos amino libres en el polisacárido. El grado 

de desacetilación de quitosano generalmente se completa después de tratar con solución 

concentrada de hidróxido de sodio o potasio (40–50%) generalmente a 100°C durante 30 

minutos para eliminar algunos o todos los grupos acetilo del polímero normalmente el 

quitosano comercial tiene un grado de desacetilación del 70 al 90% y en algunas 

aplicaciones biomédicas se utiliza con un grado de desacetilación mayor al 95%, la quitina 

con un grado de desacetilación del 75% o superior se conoce como quitosano (Kumari et 

al., 2017). 
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1.5.3 Peso molecular 

Para cualquier polímero, la solubilidad y la viscosidad dependen de su peso molecular, 

pero para el quitosano su efecto se extiende a sus propiedades biológicas, por lo que la 

determinación de su masa atómica adquiere gran importancia. Si se logra conocer el peso 

molecular y la conformación de las moléculas del biopolímero, se pueden estimar una gran 

cantidad de propiedades reológicas y mecánicas, como su coeficiente de fricción y de 

sedimentación, su volumen hidrodinámico, entre otras. Para la determinación del peso 

molecular de los polímeros, existen varios métodos conocidos, como: viscosimetría, 

osonometría de membrana, cromatografía de exclusión molecular SEC por sus siglas en 

ingles (Size exclusion chromatography) o GPC (Gel permeation chromatography) y 

dispersión de luz. 

1.5.4 Solubilidad 

Al introducir el quitosano en estado sólido en una solución ácida se ionizan sus grupos 

amino con los iones H3O+ disponibles en la solución. Al protonarse los grupos amino,el 

quitosano se convierte en un polielectrolito catiónico soluble. Lo que le sucede físicamente, 

es que, al estar ionizadas las aminas, estas son incapaces de formar puentes de hidrógeno 

con los ácidos carboxílicos del monómero, disminuyéndose el impedimento a la rotación, 

adicionalmente, la molécula acetilo es más pesada que la amina y al reducirse la presencia 

de estas, se ofrece una mayor rotación estérica, incrementándose la flexibilidad de la 

cadena polimérica y facilitando que el quitosano pase a ser un fluido. Por otro lado, el paso 

al estado líquido también se da gracias a que se altera el estado de carga del quitosano y 

este se convierte en un poli-ión positivo, y, por lo tanto, empieza a formar parte de los iones 

disueltos en el medio acuoso (Zargar et al.,2015). El quitosano es normalmente soluble a 

un pH menor de 6 y los factores que se deben tener en cuenta cuando se solubiliza son: 

El grado de desacetilación, la distribución de los grupos acetilos y aminos a lo largo de la 

cadena. El grado de ionización es importante también y generalmente el quitosano se 

disuelve alrededor de un valor de 0,5. El mejor solvente para solubilizar el quitosano es el 

ácido fórmico, el más utilizado es el ácido acético, también es soluble en ácido clorhídrico, 

acido láctico , ácido nítrico y ácido cítrico, es insoluble en ácido sulfúrico y fosfórico (Kumari 

et al.,2017). 
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1.5.5 Toxicidad 

El quitosano es considerado no tóxico y como un polímero biológicamente compatible con 

los seres vivos. El quitosano ha sido aprobado en aplicaciones dietarias en Japón, Italia y 

Finlandia. Este tiene un efecto en los ácidos biliares usados por el cuerpo para emulsificar 

contenidos insolubles como lípidos y colesterol en el estómago, previniendo su flujo a 

través de la mucosa intestinal y precipitándolos en el intestino delgado. La FDA aprueba 

el uso del quitosano en apósitos para heridas, también en el tratamiento de aguas; sin 

embargo, ciertas modificaciones implementadas en el quitosano podrían hacerlo más o 

menos tóxico por causa de los residuos de los reactantes que deben ser retirados 

cuidadosamente (Zargar et al., 2015).  

1.5.6 Métodos de extracción del quitosano  

Se han desarrollado varios procedimientos para la obtención de quitosano en los últimos 

años. El método más utilizado es la reacción de conversión de quitina en este polisacárido 

natural principalmente por N-desacetilación alcalina. Dicho proceso se realiza mediante el 

tratamiento directo de la quitina con una solución concentrada de hidróxido de sodio o 

potasio (40-50 %) a una temperatura de 100 °C o más, con hidrólisis de la mayoría o todos 

los grupos acetilos del polímero. Otro de los procedimientos de obtención de este polímero, 

es también la desacetilación de la quitina, pero mediante el uso de reactivos ácidos; sin 

embargo, este método puede provocar la hidrólisis del polisacárido y traer como 

consecuencia, bajos rendimientos del producto final (quitosano). Por esta razón, los 

métodos alcalinos son los procesos comúnmente empleados para la desacetilación de la 

quitina (Kaur et al., 2014). 

 

Es conocida la dificultad que presenta la preparación de quitosano con un grado de 

desacetilación superior al 90 %, sin que produzca degradación de la cadena del polímero. 

Sin embargo, Mima et al. (1983), establecieron un método de preparación de quitosano 

con un grado de desacetilación cercano al 100 % sin tener degradaciones significativas en 

la cadena polimérica. El método consiste en lavar sucesivamente el producto intermedio 

con agua, dos o más veces durante el tratamiento alcalino a un tiempo menor a 5 horas 

para una concentración de NaOH del 47 % a una temperatura de 110°C. El quitosano 

también ha sido preparado a partir de caparazones de camarón tigre Penaeus monodon 

desacetilando la quitina dos veces, con disoluciones de NaOH al 50 % bajo vacío durante 
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30 min a 100 °C, obteniendo productos con grado de desacetilación entre 43 y 54 % en 

cada lavado. El proceso termoquímico consiste en someter la quitina a 230 °C en una 

solución alcalina al 10 % durante 1 min a presión reducida. Una descompresión repentina 

en el proceso y posterior tratamiento durante 24 h, a una temperatura de 4 °C permite 

alcanzar una desacetilación completa de la quitina (Rodríguez et al., 2009). 

1.5.7 Usos del quitosano 

En la actualidad, el mercado para productos del quitosano recae principalmente, entre 

otros, en nutracéuticos, protectores de alimentos en general, formulaciones para 

cosméticos, aplicaciones médicas, usos en la agricultura, floculación, textiles, pulpa y papel 

(Barra et al., 2012). A continuacion en la tabla N°1 se pueden envidenciar algunas de las 

aplicaciones del quitosano. 

 

Tabla 1. Algunas aplicaciones del quitosano tomado de (Zargar, 2015)  

APLICACIÓN EJEMPLO 

Biomedico y 
farmaceutico 
 

Tratamiento de quemaduras mayores, preparación de piel 
artificial, suturas quirúrgicas, lentes de contacto, membranas de 
diálisis sanguínea y vasos  sanguíneos artificiales, como 
antitumorales, anticoagulantes sanguíneos, antigastritis, agentes 
hemostáticos, hipocolesterolémicos y antitrombogénicos, en 
fármacos y sistemas de administración de genes y en terapia 
dental 

Productos 
cosméticos 

Productos para el cuidado de la piel y el cabello, El quitosano es 
la única goma catiónica natural que se convierte viscoso al ser 
neutralizado con ácido. Estos materiales se emplean en cremas, 
lociones y lociones ondulantes permanentes.  

Ingeniería de 
tejidos 
 

Crecimiento y proliferación celular en cartílago traqueal, nervio, 
materiales de reparación y regeneración de tejido óseo para la 
reparación del cartílago. Esponjas de sulfato de quitosano y 
condroitina en la regeneración ósea cápsulas de alginato de 
quitosano y calcio con el objetivo de desarrollar un páncreas 
artificial para el tratamiento de la diabetes mellitus. 

Agricultura  Fertilizante y fungicida para el recubrimiento de semillas y frutas, 
provocando los siguientes efectos: (a) protección de las plantas 
contra plagas y enfermedades en la pre y post cosecha, (b)  
control biológico, (c) apoyo de relaciones simbióticas (d) 
crecimiento y desarrollo de las plantas. 
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Medios 
cromatográficos y 
analítico 

Inmovilización de enzimas, como matriz en cromatografía de 
afinidad, permeación de gel y como sustratos enzimáticos. 
 

Aditivos para 
alimentos y 
piensos. 

Aclarante de frutas y bebidas. 
Extensor de sabor natural 
Agente de control de textura 
Agente emulsionante 
Agente espesante y estabilizador 
Estabilización del color 
 
Aditivo para piensos para ganado y peces, y preparación de 
fibras dietéticas. 

Ingeniería del agua 
 

Tratamiento de aguas residuales, recuperación de iones 
metálicos y pesticidas, eliminación de fenol, proteínas, 
radioistopes, PCB y colorantes, recuperación de materiales 
sólidos del procesamiento de alimentos, desechos, eliminación 
de petróleo y productos derivados del petróleo de las aguas 
residuales, como adsorbente para la eliminación del color de los 
efluentes del tinte, captura de metales del agua residual, 
eliminación del color de efluentes de fábrica textil. 
 

Agente 
antimicrobiano  

Bactericida  
Fungicida  

Bioempaques  Transferencia controlada de humedad entre alimentos y el 
ambiente. 
Liberación controlada de sustancias antimicrobianas. 
Liberación controlada de antioxidantes. 
Liberación controlada de nutrientes y/o sabores. 
Reducción de la presión parcial de oxígeno. 
Control de temperatura 
Pardeamiento enzimático controlado 
Membranas de ósmosis inversa 

Calidad nutricional 
 

Fibra dietética  
Efecto hipocolesterolémico  
Aditivo para ganado y peces  
Reducción de la absorción de lípidos.  
Producción de proteína unicelular  
Agente antigastritis  
Ingrediente de alimentación infantil 

Purificación de 
agua  

Recuperación de iones metálicos, pesticidas, fenoles y PCB 
(bifenilo policlorado) 
Eliminación de colorantes. 

Otras aplicaciones  Inmovilización de enzimas 
Encapsulación de nutracéuticos 
Cromatografía 
Reactivos analíticos 
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1.5.7.1 Mecanismo de acción del quitosano como 
antimicrobiano 

La actividad antimicrobiana del quitosano es de amplio espectro y por lo tanto es capaz de 

actuar contra un número considerable de bacterias (Gram positivas y Gram negativas), 

hongos filamentosos y levaduras. Durante años se han llevó a cabo investigaciones con el 

fin de conocer el mecanismo mediante el cual el quitosano ataca los microorganismos y 

los principales factores que influyen en este. De esta forma, se ha encontrado que la 

actividad antimicrobiana es una característica que depende de diversos factores entre los 

que cuentan: los factores microbianos, factores intrínsecos del quitosano, estado físico y 

factores ambientales. (Kong et al., 2010). 

 

Las bacterias Gram negativas poseen una membrana externa que contiene 

Lipopolisacáridos (LPS), los cuales le confieren un carácter hidrofílico y poseen además 

grupos aniónicos (fosfatos y carboxilos) que le brindan estabilidad a través de su 

interacción con grupos catiónicos de la célula. Se convierte la membrana externa entonces, 

en una barrera contra compuestos hidrofóbicos, haciendo resistente a las bacterias contra 

antibióticos de este tipo y contra drogas tóxicas. Por su parte, la pared celular de las 

bacterias Gram positivas se componen de peptidoglicano y ácido teicoico, este último es 

un polímero polianiónico responsable de la estabilidad estructural de la pared. La actividad 

antibacterial del quitosano depende entonces de las características superficiales de las 

células (Giraldo, 2015). 

 

Se ha encontrado que el quitosano reduce la rata de crecimiento de las bacterias, además, 

afecta los procesos de generación de energía dentro de la célula, causando un inadecuado 

funcionamiento de todo el aparato celular (Martínez et., al 2010). De esta forma, se han 

planteado tres modos de operación con el fin de explicar las propiedades antimicrobianas 

del biopolímero, los cuales se describen brevemente a continuación: 1. El quitosano es un 

polímero en cuya estructura existe un número de cargas positivas que se debe a la 

presencia de grupos amino. Estas cargas positivas interactúan con las cargas negativas 

de las macromoléculas constituyentes de la membrana celular, interfiriendo con el 

intercambio de nutrientes, vital para la célula. Las cargas positivas del quitosano compiten 

además con el Calcio por los sitios electronegativos en la membrana celular, causando 



Capitulo 1 37 

 

 

inestabilidad de la misma y comprometiendo su integridad, generando liberación de 

material intracelular y finalmente la muerte de la célula (Kong et al., 2010). En el caso del 

quitosano de alto peso molecular soluble en agua y el quitosano sólido (incluyendo nano 

partículas), se presenta una interacción del biopolímero con la superficie celular que altera 

su permeabilidad o puede formarse una capa impermeable que impide el transporte de 

solutos esenciales para la célula. 2. El quitosano puede actuar como un agente quelante 

creando nuevos compuestos a partir de metales esenciales para la célula, impidiendo que 

ésta los aproveche, causando descompensación celular por la ausencia de nutrientes y 

consecuentemente la muerte del microorganismo (Martínez et al., 2010) 3. El quitosano 

soluble en agua y de bajo peso molecular (incluyendo nano partículas ultra finas) es capaz 

de penetrar la pared celular, ingresar al núcleo de las células, interactuar con el ADN e 

inhibir la síntesis de ARN mitocondrial, impidiendo la transcripción del ADN, la síntesis de 

proteínas y desestimulando la acción de varias enzimas (Kong et al., 2010)  

 

En estudios realizados por Ponce et al. (2008), se demostró el efecto inhibitorio de 

cubiertas comestibles con quitosano y romero (Rosmarinus officinalis L.) al 1%, sobre el 

crecimiento de L. monocytogenes en la superficie de calabazas (Cucurbita moschata 

Dutch). Asimismo, este recubrimiento logró inhibir 5 mm más el halo de crecimiento de esta 

bacteria en comparación con el resto de otras cubiertas probadas como fueron las 

combinaciones de quitosano y olivo (Olea europea L) y quitosano y chile (Capsicum annum 

L.). Otra combinación que demostró buenos resultados fue la reportada por Pranoto et al. 

(2005), estos autores realizaron un recubrimiento a base de quitosano y aceite de ajo. Los 

resultados se mostraron favorables debido a que este recubrimiento controló el crecimiento 

de los microorganismos Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus. 

Vargas et al. (2006), elaboraron un recubrimiento de quitosano y ácido oleico, para cubrir 

fresa observándose que la incidencia de microorganismos se redujo hasta en un 80% al 

término de la evaluación en comparación con los frutos no tratados. En este mismo estudio, 

la combinación de quitosano y ácido oleico no solo presentó efectos fungicidas y 

bactericidas, sino que, además, fue un método alternativo para extender la vida de anaquel 

de zanahorias cortadas, reduciendo su respiración, la pérdida de peso y manteniendo el 

color (Guzman et al., 2015). 

 

El uso de la quitina y su transformación en quitosano son amplios, este hecho continuara 

generando cada vez mas investigación, mayor especialización y un gran dinamismo en el  
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desarrollo de productos con nichos de mercado muy especifico y de alto valor agregado 

(Barra et al., 2012).  

1.6 Nisina  

La nisina es una bacteriocina reconocida como GRAS desde 1988 por la FDA, es 

producida por Lactococcus lactis subsp lactis e inhibe el crecimiento de microorganismos 

Gram positivos; esta bacteriocina es una alternativa como antimicrobiano natural en 

matrices alimentarias para disminuir la carga microbiana durante los procesos de 

elaboración. La nisina es la bacteriocina comercial más importante y la primera aprobada 

para su uso en la industria alimentaria. La nisina producida por Lactococcus lactis, es un 

péptido pequeño policíclico con un peso molecular de 3.4 kDa, se encuentra conformada 

por 34 aminoácidos, con residuos deshidratados (dehidrolanina y dehidrobutirina) y cinco 

anillos de lantionina (Espitia y Peña 2015). 

 

En 1969, la nisina fue reconocida por la Organización de las Naciones Unidas para la 

Alimentación y la Agricultura/Organización mundial de la salud, FAO/WHO, por sus siglas 

en inglés, como un conservante en alimentos, pero fue hasta el año 1988 cuando la FDA 

aprobó su uso como un aditivo, estableciéndolo en el Código Federal de Regulaciones 

(CFR) título 21, apartado 184 de la sección 184.1538 “Preparación de nisina”. Su uso se 

permite en productos enlatados y quesos fermentados para la inhibición del crecimiento de 

Clostridium  y en procesos de pasteurización para inhibir L. monocytogenes, estableciendo 

un límite máximo de 250 ppm en el producto terminado, límite establecido por los métodos 

estándares del instituto británico, el cual establece los métodos para la estimación y 

diferenciación de nisina en alimentos (FDA, 2020). 

 

Debido a ello, la nisina ha sido uno de los conservantes más utilizados en la industria 

alimentaria, además sus características la convierten en un aditivo adaptable a la 

naturaleza de los alimentos; es aplicable en bebidas como vinos y cerveza, inhibiendo la 

fermentación de la levadura y evitando el deterioro del producto; en algunos jugos de 

frutas, es utilizada para inhibir el crecimiento de Bacillus; en lácteos, su principal aportación 

es la inhibición de L. monocytogenes por su alta estabilidad térmica y en productos 
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enlatados la inhibición de Clostridium; siendo éstas sus principales aplicaciones (Beristain 

et al., 2012). 

 

1.6.1 Estructura  

Los lantibióticos constituyen una única familia de péptidos de los cuales el recurso es 

sintetizado ribosomalmente seguido por modificaciones postraduccionales. Estas 

modificaciones incluyen la introducción de estructuras insaturadas poco comunes como 

deshidroalanina, deshidrobutirina y la formación del típico enlace tioéster intracelular 

llamado lantionina. Dichas estructuras están formadas de un derivado de cisteína, de un 

grupo sulfhidrilo para el doble enlace y de un residuo deshidratado como se observa en la 

Figura 3, dando origen a las características policíclicas estructurales propias de los 

lantibióticos. Los lantibióticos contienen los aminoácidos lantionina o metilantionina con 

puentes tioéter, así como dehidroalanina (Dha) no saturada y dehidrobutirina (Dhb) 

(Beshkova y Frengova, 2012). La lantionina (Lan) es la combinación de dos alaninas 

unidas por un enlace disulfuro, la ß- metil lantionina es la unión de un ácido amino butírico 

y una alanina por un enlace disulfuro (Balciunas et al., 2013). La Dha y Dhb son el resultado 

de modificaciones de residuos que consisten en la deshidratación de la serina y la treonina 

respectivamente. La reacción de estos aminoácidos con el grupo tiol (SH) de un residuo 

de cisteína, produce un enlace tioeter y crea un anillo entre el péptido modificado, cuando 

la fusión es con treonina (Thr) y Cys el residuo se llama βmetillantionina y ß-metil-lantionina 

(con Dhb) (Gutiérrez, 2018)  

 

Figura 3. Estructura molecular de la nisina, tomado de (Gutiérrez, 2018). 

 

La nisina es el prototipo de un grupo de bacteriocinas denominadas lantibióticos, moléculas 

que poseen en general un espectro antimicrobiano mayor que el del resto de las 

bacteriocinas, siendo así más importantes para el control de microorganismos patógenos. 
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La actividad de la nisina se mide en Unidades Reading (UR) o Unidades Internacionales 

(UI), que corresponde a la actividad lítica sobre un microorganismo específico de la nisina 

comercial británica y está basada en la actividad antimicrobiana de 1 µg de un lote estándar 

de nisina comercial. La nisina seca se conserva durante años en solución acida. 

Comercialmente se presenta en forma de preparados estandarizados a 1x106 UR con un 

2.5% de substancia pura. La nisina es una molécula catiónica debido a la combinación de 

tres residuos de lisina y uno de histidina (dependiendo de la variante de nisina) junto con 

la ausencia de glutamato y aspartato. Los grupos de cadena lateral de histidina tienen un 

pKa de 6,5, y las de lisina de 10,0; esto hace que la carga neta de la nisina dependa del 

pH. La nisina es más soluble a pH ácido, y se hace menos soluble conforme se acerca a 

la neutralidad. La nisina es insoluble en solventes no polares (Uribe, 2011). 

 

Los concentrados de nisina se mantienen estables por largos períodos si se mantienen 

secos, en la oscuridad y a temperaturas no superiores a 25ºC. A pH 3.0, se pierde menos 

del 5% de actividad, después de un tratamiento térmico de 115 ºC durante 20 minutos; a 

valores de pH por encima y por debajo de este hay una marcada disminución de la 

actividad: 28.5% de pérdida a pH 2 y el 21.4% de pérdida a pH 4. Conforme se acercan 

los valores de pH a la neutralidad se observan mayores pérdidas de actividad. A pH alto, 

se ha sugerido que los residuos de deshidroalanina (Dha) y deshidrobutirina (Dhb) se 

vuelven más susceptibles a modificaciones debido a la presencia de nucleófilos, 

disminuyendo así la estabilidad y la solubilidad de la molécula. En términos prácticos, la 

nisina suele estar protegida por los demás ingredientes alimentarios y no será dañada su 

actividad por procesos como la pasteurización o la esterilización. Esto se ilustra mediante 

la utilización satisfactoria de la nisina en productos con valores de pH altos y sometidos a 

tratamientos térmicos como conservas vegetales (Gharsallaoui et al., 2016). 

1.6.2 Mecanismo de acción 

El modelo más aceptado que muestra el mecanismo de acción dual de la nisina propone 

que inicialmente la bacteriocina se une a la pared celular mediante atracciones 

electrostáticas, lo cual se facilita debido a la carga positiva de este péptido y las cargas 

negativas de los componentes de la pared celular bacteriana (figura 4, etapa 1). 
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Posteriormente, la nisina se une al lípido II, principal transportador de las subunidades de 

peptidoglucano y utiliza esta molécula para anclarse a la membrana celular (figura 4, etapa 

2) (Sanchez et al 2019). Luego, la bacteriocina cambia su orientación con relación a la 

membrana y se inserta en esta última, lo que involucra la translocación de su extremo 

carboxilo terminal a través de la membrana. Finalmente, la unión de diversos péptidos en 

el sitio de inserción provoca la formación de un poro transmembranal que permite la salida 

de moléculas importantes como aminoácidos y ATP, lo que lleva a la bacteria a una rápida 

muerte celular (Uribe, 2011). 

 

Figura 4  Modelo: Mecanismo de acción dual de la nisina de Lactococcus lactis tomado 
de (Uribe,  2011). 

1.6.3 Nisina como agente conservante de alimentos 

 

La necesidad de ofrecer alimentos “frescos” mínimamente procesados y el creciente 

rechazo del consumidor actual hacia los aditivos químicos han llevado a la industria 

alimentaria a reconsiderar el potencial antimicrobiano de las bacterias lácticas como una 

nueva estrategia de conservación (Gharsallaoui et al., 2016). 

 

Esta bacteriocina ha sido utilizada para la preservación de diversos alimentos 

principalmente productos lácteos, como lo reportado por Castro et al., 2009, donde 
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utilizaron nisina en la fabricación de queso blanco. Se logro reducir aproximadamente 3 

log de la concentración inicial a los 10 de días de refrigeración del queso. Arques en 2008, 

evaluó la actividad antimicrobiana de nisina en un producto lácteo semisólido elaborado en 

España, lograndose una mejor preservación al combinarla con ruterina y el sistema 

enzimático de lactoperoxidasa, disminuyengo 2 log de la concentración inicial de L. 

monocytogenes (Soto, 2014). 

 

De todas las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lácticas, las 

bacteriocinas aparecen como las más adecuadas desde un punto de vista tecnológico para 

ser utilizadas como conservantes grado alimentario. En principio, su naturaleza peptídica 

permite la degradación por las enzimas digestivas, resultando así presuntivamente inocuas 

para el consumidor y en algunos casos, su espectro de acción incluye a los potenciales 

patógenos y alterantes asociados a los alimentos (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes, Clostridium spp., entre otros). Por último, sus propiedades físico-

químicas las hacen resistentes a los tratamientos térmicos y cambios de pH que sufren los 

alimentos durante su fabricación y almacenamiento , además, su pequeño tamaño permite 

la difusión en sistemas semisólidos, propios de la mayoría de los productos alimentarios 

(Gharsallaoui et al., 2016). 

 

Adicionalmente, La nisina también se utiliza para disminuir la intensidad del tratamiento 

térmico de los alimentos enlatados, para controlar la fermentación maloláctica en vinos y 

para evitar el crecimiento de bacterias lácticas durante la fabricación de la cerveza. En la 

actualidad la nisina se utiliza ampliamente como conservador de alimentos, ya que está 

aprobado en más de 80 países, donde se le ha otorgado el estatus GRAS (Uribe, 2011).

  

Tabla 2. Caracteristicas generales de la nisina tomada de (Uribe, 2011) 

Características                                                          Descripción 

Microrganismo que la produce Lactococcus lactis subsp. lactis 

Biosíntesis Modificación enzimática post-trasduccional 
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Variantes Nisina A, Nisina Z 

Peso molecular 3353 Daltons (por monómero) 

Estructura 34 péptido de aminoácidos. Contiene 

aminoácidos como: lantionina,  metil 

lantionina, y deshidroserina y 

deshidrotreonina. 

Propiedades Catiónica con una carga positiva de 3 (2 de la 

nisina Z). Anfifílicas: hidrofóbica en el N-

terminal e hidrofílica en la C-terminal 

Estabilidad Óptima a pH 3 

Actividad Bactericida y bacteriostática contra una 

amplia gama de bacterias Gram positivas. 

Inhibidora de esporas de bacterias Gram 

positivas. 

Métodos de aplicación                                             En solución o como polvo, mezclado con los 

alimentos, a menudo se usa en combinación 

con tratamientos térmicos.                                     

Principales aplicaciones Jugos pasteurizados, carne, productos 

cárnicos, productos de pescado, fórmulas 

infantiles rehidratadas, etc. 

 

1.7 Aceite esencial de orégano 

1.7.1 Aceites esenciales y su aplicación  

Los aceites esenciales son componentes de plantas; están compuestos de una mezcla de 

terpenos, terpenoides, aldehídos y alcoholes, de los cuales un porcentaje alto es volátil; 

estos compuestos son los responsables de su actividad antimicrobiana. Los estudios sobre 

aceites esenciales cobran más auge, ya que un porcentaje considerable de ellos, fueron 

nombrados como sustancias GRAS en el año 2005 por la FDA (Espina et al., 2011) 
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1.7.2 Fuentes de obtención de aceites esenciales 

Existen diversos tipos de aceites esenciales que han sido reportados con efectos 

antimicrobianos. Los aceites esenciales pueden variar en algunas de sus propiedades 

físicas por ejemplo: densidad, viscosidad, rendimiento y sobre todo, en la composición de 

compuestos volátiles con actividad antimicrobiana. El tipo de material vegetal del cual se 

extraiga el aceite esencial afectará las características del mismo, pero también la 

diversidad de lugares, formas y condiciones de cultivo de la hierba, fruta o especia afectará 

la composición del aceite esencial y por lo tanto su actividad antimicrobiana. (Olivares y 

López, 2013). El orégano es la especia más comúnmente estudiada con actividad 

antimicrobiana (Morshedloo et al., 2018) 

 1.7.3 Capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales  

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales podría deberse a la presencia de 

sustancias bioactivas. Estas sustancias difieren unas de otras dependiendo del tipo y parte 

de la planta de la que provengan, del hábitat, temporada de cosecha y métodos de 

extracción utilizados entre otros. Aunque está comprobado que los aceites esenciales 

tienen un efecto antimicrobiano marcado frente a bacterias y hongos, se ha demostrado 

en numerosos estudios la capacidad de disminución en el crecimiento de agentes 

patógenos pero no se ha logrado definir con total seguridad el mecanismo de acción sobre 

las células de los microorganismos. Por lo cual se han propuesto números teorias, se cree 

que la acción antimicrobiana de estos aceites se debe a su habilidad de penetrar en el 

interior de la célula, a través de la membrana, y ejercer una actividad inhibitoria en sus 

propiedades funcionales y lipofílicas. Muchos autores atribuyen esta función a los 

compuestos fenólicos de los aceites, que penetran a través de las membranas de las 

células microbianas, causando fugas del contenido del interior de la célula (iones y 

contenido citoplasmático. Estos compuestos tienen la habilidad de alterar la permeabilidad 

de la célula, de dañar las membranas citoplasmáticas e interferir en el sistema de 

generación de energía celular (ATP), y finalmente puede llevar a la muerte celular 

(Serrano, 2015).       
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1.7.4 Orégano 

El orégano  (Origanum vulgare) pertenece a la familia Lamiaceae, y es una planta herbácea 

vivaz muy aromática sus hojas (tanto frescas como secas) se emplean como condimento 

en numerosas recetas culinarias por el excelente sabor que le confieren a las comidas 

(Morshedloo et al., 2018). Se ha demostrado que el orégano contiene aceites esenciales, 

por lo que no solo es benéfico para la salud humana, sino que además puede sustituir los 

aditivos sintéticos de los alimentos. El aceite esencial de orégano tiene actividad 

antirradicalaria y esta propiedad se le atribuye a los mono fenoles: carvacrol y timol, 

principales quimiotipos, cada una con enzimas específicas que dirigen su biosíntesis 

(Acevedo et al., 2013). 

 

Se caracterizan por su efecto altamente antioxidante debido a su contenido de ácidos 

fenólicos y flavonoides. Estos tejidos tienen actividades altamente antisépticas y 

antimicrobianas debido a su contenido de carvacrol, timol, gama terpenos y paracimeno. 

Posee propiedades como: la reducción de edemas, la replicación y la transcripción del 

virus de la inmunodeficiencia humana, es hipoglucemiante, es antioxidante e induce una 

acción antiapoptótica, tiene acción protectora de los queratinocitos ante la acción de los 

rayos ultravioleta y tiene acción citotóxica para diversas células cancerosas. Propiedades 

importantes para su uso como antimicrobiano natural (García et al., 2010).  

1.7.5 Aceite esencial de orégano 

El aceite esencial de orégano es el primer antiséptico natural y tiene amplio poder 

microbicida, puede bloquear el crecimiento de hongos, así como también inhibe el 

crecimiento de la mayoría de bacterias. El aceite de orégano contiene carvacol y timol 

compuestos que  trabajan juntos con efecto sinérgico para potenciar las propiedades 

antisépticas. Su eficacia es aumentada por su seguridad, debido a que no es tóxico (Solís, 

2011).  

 

Sus componentes timol y carvacrol tienen notable acción antioxidante y antibacteriana, 

ambos considerados importantes para su uso como aditivos alimentarios. El efecto 

sinérgico de los aceites esenciales o sus componentes pueden ser un campo prometedor 

que podría conducir a la optimizaciónde actividad antioxidante y antibacteriana (Gavaric et 

al., 2015). Existen diversos estudios sobre la composición química del aceite esencial de 
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óregano, la investigación propuesto por Gavaric et al 2015, demuestra un análisis detallado 

realizado mediante cromatografía de gases/masas en donde identificaron el 95,2% de los 

componentes del total de aceite esencial de óregano identificaron monoterpenos se 

dilucidaron como la clase principal de compuestos (59,9%). Carvacrol fue dominante 

(53.4%), seguido de borneol (6.1%), linalool (4,8%) y timol (4,5%). Cantidad considerable 

de sesquiterpenos hidrocarburos (8,8%) y sesquiterpenos oxigenados (8,2%) se 

determinaron, con β-bisaboleno (4.5%) y cariofileno óxido (4.5%) como las principales 

sustancias, este estudio coincidió con otros estudios proppuestos por Bozin et al 2006 y 

Mockute et al 2001 antibacteriana (Gavaric et al., 2015) 

 

1.8    Conservantes sintéticos utilizados en productos cárnicos 
procesados 

Los conservantes químicos retardan o evitan cambios en los alimentos generados por 

microorganismos, enzimas o por reacciones químicas. Los conservantes sinteticos se usan 

solo o combinados con otras sustancias. Pero para una mayor efectividad se acompañan 

con otros tratamientos (Prado y Viteri 2017). 

 

La causa fundamental de alteración de los alimentos, y el factor que limita la vida útil de 

muchos de ellos, son los microorganismos (bacterias, levaduras y/o hongos). El problema 

del deterioro microbiano de los alimentos tiene implicaciones económicas evidentes, tanto 

para los fabricantes (deterioro de materias primas y productos elaborados antes de su 

comercialización, pérdida de la imagen de marca, etc.) como para distribuidores y 

consumidores (deterioro de productos después de su adquisición y antes de su consumo). 

Se calcula que más del 20% de todos los alimentos producidos en el mundo se pierden 

por acción de los microorganismos. Por otra parte, los alimentos alterados pueden resultar 

muy perjudiciales para la salud del consumidor. Por ejemplo la toxina botulínica, producida 

por la bacteria Clostridium botulinum en las conservas mal esterilizadas, embutidos y en 

otros productos, es una de las substancias más venenosas que se conocen (miles de 

veces más tóxica que el cianuro). Las aflatoxinas, producidas por el crecimiento de ciertos 

hongos, son potentes agentes cancerígenos (Prado y Viteri 2017). 
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Aditivos con actividad conservante más utilizados  

A continuación en la tabla 3 se menciona el listado de los aditivos con actividad 

conservante más utilizados en industria alimentaria con sus características, aplicaciones, 

efectos y limitantes. 

Tabla 3 Aditivos con actividad conservante más utilizados (Vargas et al., 2014) 

Nombre Característica  Aplicación  Efectos y límites 

Ácido sórbico  Ácido graso 

insaturado muy poco 

soluble en agua, 

presente en algunos 

vegetales.  

Pan envasado 

Concentrado de 

Zumos.  

Postres a base de 

leche.  

Quesos fundidos en 

lonchas, etc. 

Aperitivos a base de 

cereales. 

Metabolicamente se 

comporta como los 

demás ácidos 

grasos, es decir se 

absorbe y se utiliza 

como una fuente de 

energía IDA: 

(25mg/Kg peso). 

Ácido benzoico  Actividad 

antimicrobiana 

descubierta en 1875. 

Presente de forma 

natural en canela o 

ciruelas. 

Bebidas 

aromatizadas 

cerveza sin alcohol, 

mermeladas, 

confituras, salsas de 

tomate o pimientos. 

Se absorbe 

rápidamente en el 

instestino 

eliminándose tabien 

con rapidez en la 

orina. No tiene 

efectos acumulados 

IDA: (5mg/kg peso).  

Anhidrido sulfuroso  Uno de los más 

antiguos 

conservantes. Eficaz 

en medio acido 

contra bacterias, 

mohos y levaduras  

Zumo de uva, 

mostos vinos y 

vinagre. Cefalópodos 

y crustáceos frescos 

y congelados. 

Destruye la tiamina 

(Vitamina B), el 3-8 

% de los enfermos 

de asma son 

sensibles a los 

sulfitos. IDA: 0,7 

mg/kg peso. 
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Nitratos y Nitritos  Impide el crecimiento 

de microorganismos 

patógenos como 

Clostridium forma un 

compuesto rosa 

brillante con el 

pigmento de la 

carne. 

Productos cárnicos 

adobados. 

Productos cárnicos 

embutidos  

El nitrato se una a la 

hemoglobina e 

impide el trasporte 

de oxigeno. IDA 

nitratos: 0.006 mg/kg 

Peso. 

IDA: nitrato 3,7 

mg/kg peso. 

1.8.1 Los nitratos y nitritos  

Dentro de los aditivos sintéticos se encuentran los nitratos y los nitritos los cuales son 

ingredientes de "curado".Su efecto más reconocido es el desarrollo del color rojo o rosado 

de curado; se usan frecuentemente para la conservación de embutidos. Los nitratos se 

emplean como aditivos en la fabricación de productos cárnicos curados y, en menor 

medida, en la conservación del pescado y en la producción de queso. Los nitratos 

favorecen el enrojecimiento y la conservación al desarrollar un efecto bactericida (Gassara 

et al., 2016).Los nitratos pueden ser metabolizados por enzimas humanas. Sin embargo, 

las actividades de reducción de nitrato por bacterias pueden convertir nitrato en nitrito y 

otros compuestos de nitrógeno  que puede afectar el estado fisiológico y la salud humana. 

Después de la ingestión, el nitrato es fácilmente absorbido por el tracto gastrointestinal 

superior. Más del 25% del nitrato se excreta activamente en la saliva, y el 20% de las 

bacterias lo reducen en óxido nitroso. El óxido nítrico es un compuesto biológicamente 

activo que juega un papel en la expansión y defensa contra las bacterias patógenas 

alrededor de los dientes (Parvizishad et al., 2017). 

 

 El nitrato potásico y el nitrato sódico forman parte de las diversas sales curantes 

normalmente, se agregan 2,5 partes de nitrato a cada 100 partes de sal común. Sin 

embargo, cantidades elevadas confieren un sabor amargo a la carne (Sucu et al., 2018) 

Por la acción de bactericidas el nitrato es reducido a óxido nitroso, que se presentan en 

estado gaseoso. Este gas reacciona con el pigmento rojo del músculo formando una 

sustancia inestable de color rojo claro. Al someter la carne al calor durante el ahumado o 

la cocción, este color rojo se vuelve más estable. Se puede acelerar el proceso añadiendo 

nitritos en lugar de nitratos (Gassara et al., 2016).  



Capitulo 1 49 

 

 

 

Además de proporcionar color adecuado a la carne, los nitritos tienen otros efectos sobre 

los alimentos: retrasan el proceso de oxidación de los lípidos, con la consecuente 

disminución del característico olor de enranciamiento, producen una mayor firmeza en la 

textura, y proveen a los alimentos de un importante efecto antimicrobiano (especialmente 

frente a Clostridium  y sus toxinas). Sin embargo, el nitrito es un producto altamente tóxico. 

Para la preparación de productos cárnicos sólo está permitido utilizar una concentración 

de aproximadamente 15 miligramos (mg) de nitrito sódico para cada 100 g de carne 

(Cantwell y Elliot, 2018). En el organismo, el nitrato se convierte en nitrito, reconocido como 

un potente agente toxico y cancerígeno, especialmente de hígado, estomago, páncreas 

riñones, esófago y vejiga. El uso de nitratos y nitritos como aditivos alimentarios constituye 

una práctica regular, aunque controvertida. Desde hace años, esta aplicación se ha visto 

asociada a distintos problemas de salud de los consumidores. Entre ellos, quizás el más 

importante, es la implicación de estos aditivos en la formación de nitrosaminas, productos 

con acción cancerígena demostrada,  que no se forman de manera automática en cualquier 

circunstancia, ya que necesitan unas condiciones potenciadoras, entre las que destacan 

un pH ácido y generalmente calor o tiempo (Song et al., 2015). 

 

La Ingesta Diaria Aceptable (IDA) de nitratos recomendada por el comité conjunto de la 

FAO/OMS es de 0-3.7 mg/kg de peso corporal. Puesto que la toxicidad de los nitratos 

proviene de su conversión en nitritos y su posible formación endógena en N -

nitrosocompuestos, deberá tenerse en cuenta también la IDA de nitritos, fijada en 0-0,06 

mg/kg de peso corporal, los N-nitrosocompuestos son agentes teratógenos, mutágenos y 

probables carcinógenos, altamente peligrosos para la salud humana. Se originan como 

consecuencia de la reacción de las aminas secundarias (aromáticas y alifáticas) con el 

ácido nitroso (Velásquez et al., 2014). 

 

Los riesgos más importantes derivados de la ingesta de nitratos y nitritos en forma elevada 

son dos: el aumento de metahemoglobinemia, formación de nitrosaminas en adultos 

demostrada su acción cancerígena (Song et al., 2015). 

 

La intoxicación por la ingesta de nitratos y nitritos puede ser mortal, de hecho se conocen 

varios casos fatales por ingestión de embutidos con cantidades muy altas de nitritos, 

producidos (Ma et al., 2018). Aunque esta sal  desempeña las funciones de dar sabor al 
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producto, actuar como conservante, solubilizar las proteínas y aumentar la capacidad de 

retención del agua de las proteínas; se constituye también en un eficaz agente 

antimicrobiano, esencialmente por su efecto depresor sobre la actividad del agua de los 

productos. A pesar de estas acciones favorables durante la elaboración de los embutidos, 

la sal constituye un elemento indeseable ya que favorece en enranciamiento de las grasas. 

Así mismo se sabe que los riesgos que con lleva el consumo excesivo de sal traen 

consecuencias negativas para la salud. La sal aumenta la presión arterial, la hipertensión 

es el factor de riesgo más vinculado a la cardiopatía isquémica y al ictus y, por tanto, existe 

un riesgo latente (Velásquez et al., 2014). 

 1.8.2 Efecto de mezclas de antimicrobianos 

Cuando se combinan dos o más antimicrobianos, pueden suceder varios efectos. El efecto 

aditivo ocurre cuando la actividad antimicrobiana del compuesto no aumenta ni disminuye 

con la presencia de otro agente. El segundo efecto es el sinergismo, “el efecto que se 

observa en combinación es mayor que la suma de los efectos observados de los agentes 

probados individualmente”. El sinergismo se refiere al incremento de la actividad 

antimicrobiana de un compuesto con la presencia de un segundo agente antimicrobiano. 

Por último, también puede ocurrir el efecto antagónico. El antagonismo ocurre cuando la 

actividad antimicrobiana de un compuesto es reducida con la presencia de un segundo 

agente antimicrobiano (Raybaudi et al., 2016). Un método para saber el tipo de interacción 

que siguen los antimicrobianos es el uso de isobologramas. Estos diagramas se realizan 

usando los datos de CMI (concentraciones mínimas inhibitorias) directamente o calculando 

las CFI (concentraciones fraccionarias inhibitorias). Si los dos compuestos son aditivos, el 

resultado es una línea recta entre los ejes X y Y. Sinergismo indica una desviación a la 

izquierda de la línea de aditividad, antagónico es una desviación de la curva hacia la 

derecha de la línea de aditividad (Valdés et al.,2017). 

 

Auque el futuro de los antimicrobianos de origen natural, se encuentra determinado por la 

actitud del consumidor actual ante los conservadores químicos. Los antimicrobianos de 

origen natural, se consideran como fuentes potencialmente seguras, pero su uso real en 

los productos alimenticios, se ha establecido para pocos casos (Rodríguez ,2011). 
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 1.8.3Eficacia de los agentes antimicrobianos 

Para la aplicación de los antimicrobianos de origen natural, se necesita comprobar su 

eficacia in vitro, en medios microbiológicos y en productos alimenticios. Las pruebas in vitro 

proporcionan información valiosa acerca de la efectividad de un compuesto, y pueden ser 

evaluados de igual manera, las variables que afectan a la actividad antimicrobiana, de la 

cual depende del tipo, género, especie y microorganismo a probar (Guo et al., 2014). Por 

ejemplo, las esporas bacterianas son más resistentes al efecto de los antimicrobianos, el 

tipo de pared celular tambien es un factor a considerar. Una variable asociada a la 

efectividad de un agente antimicrobiano en los alimentos, es el número inicial de los 

microorganismos en el sistema, debido a que la mayoría de los antimicrobianos son 

bacteriostáticos más que bactericidas. Los agentes antimicrobianos de origen vegetal no 

contribuyen al desarrollo de cadenas de resistencia o alteran el ambiente del alimento de 

manera que crezcan otros organismos patógenos (Valdés et al., 2017).  

 

Algunos factores intrínsecos y extrínsecos o variables asociados a la aplicación de los 

agentes antimicrobianos a los alimentos se determinan en las pruebas in vitro. Estas 

incluyen temperatura, atmósfera, pH, potencial de óxido-reducción y actividad de agua. 

Para el éxito de estas pruebas, se requiere que estos factores sean controlados. Las 

variaciones de la preparación del antimicrobiano se deben a la pureza del disolvente 

utilizado, así como del método de esterilización por ejemplo: Calor, filtración por membrana 

(Guo et al., 2014).   El tiempo de exposición debe ser cuidadosamente controlado para 

establecer resultados significativos. El número inicial de microorganismos debe ser 

consistente para obtener resultados reproducibles. El efecto de la temperatura es muy 

importante durante la incubación y la exposición. En la mayoría de los casos, el incremento 

de la temperatura de la exposición incrementa la actividad de de antimicrobiano. La 

temperatura de incubación debe ser la óptima para el microorganismo a probar. La 

composición de la atmosfera, juega un rol muy importante, es necesario definir si el 

microorganismo es anaerobio o no. La actividad de los antimicrobianos se ve afectada de 

igual manera por el pH, generalmente la actividad antimicrobiana de los ácidos orgánicos 

se atribuye principalmente a su forma no disociada. Estas pruebas demuestran los 

problemas potenciales que se pueden encontrar en los sistemas alimenticios. Para el éxito 

de dichas pruebas, es necesario que las propiedades del agente antimicrobiano, se 
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especifiquen dentro de un esquema de aplicación para conocer los propósitos del mismo 

(Rodríguez, 2011).  

1.8.4 Recubrimientos en cárnicos procesados  

Los recubrimientos en cárnicos procesados pueden proporcionar una reducción de la 

pérdida de humedad durante el almacenamiento, prevención de goteo de jugo y 

disminución en mioglobina que genera oxidación de carnes rojas. Los recubrimientos 

comestibles antimicrobianos puede ser una herramienta prometedora para proteger la 

carne de la contaminación de patógenos al prevenir crecimiento microbiano por contacto 

directo del paquete con su superficie. La liberación gradual de una sustancia 

antimicrobiana desde el recubrimiento hasta la superficie de los alimentos durante un 

período prolongado de tiempo puede ser más ventajoso que incorporar el antimicrobiano 

en los alimentos (McHugh et al., 2012) 

 

Los estudios que utilizan películas de quitosano incorporadas en productos cárnicos 

demostraron que la oxidación de lípidos se reduce, lo que sugiere que puede deberse a la 

actividad antioxidante del quitosano (Gunl y Koyun, 2013) , así como su característica de 

baja permeabilidad al oxígeno ha obtenido resultados similares cuando otros compuestos 

se incorporaron como aceites esenciales (Siripatrawan y Noipha, 2012) Sin embargo, 

incluso cuando el recubrimiento puede conferir protección contra la oxidación de lípidos, 

otras características pueden haber cambiado, lo que lleva a la modificación sensorial 

atributos que hicieron que la comida fuera inaceptable para los consumidores (Sanchez et 

al.,2014). 

La aplicación de recubrimientos sobre la superficie de la carne en algunos casos podría 

aumentar la estabilidad del color rojo de la carne, En otros estudios, utilizando películas de 

quitosano incorporada con el aceite esencial de orégano no influyó negativamente en el 

sabor de muestras de pollo, extendiendo la vida útil de los filetes de pollo 14 días, 

manteniendo características sensoriales aceptables según lo reportado por (Petrou et al., 

2012). 
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Los beneficios potenciales del uso de biorecubrimientos para la industria cárnica son 

prevención de la pérdida de humedad, evitando cambios en la textura, el sabor y el color, 

produciendo un impacto económico significativo al aumentar el peso vendible de los 

productos. Otras ventajas incluyen reducción del goteo, reduciendo el uso de almohadillas 

absorbentes en el fondo de las bandejas entre otras (Sanchez et al., 2014). 

1.9 Conclusiones 

La utilización de quitosano, aceites esencial de orégano y nisina como conservantes 

naturales considerados GRAS característicos por su bio-actividad, resultan ser una 

alternativa natural para reducir el uso de aditivos sintéticos debido a que tanto las aditivos 

naturales como los sintéticos cumplirían la misma función, que es la de inhibir el 

crecimiento de microorganismos patógenos o causantes del deterioro de los alimentos , 

ofreciendo al consumidor alimentos mínimamente procesados y seguros para su consumo. 

En la mayoría de las ocasiones los conservantes naturales, como lo son los aceites 

esenciales, también aportan características deseables en el alimento desde el punto de 

vista sensorial del producto. Por otro lado, el uso de aditivos sintéticos como los nitritos y 

nitratos para la conservación de alimentos es una práctica que, aunque reglamentada,  

puede causar daño en las personas que consumen con mayor frecuencia este tipo de 

alimentos, por eso se hace necesario la búsqueda de otro tipo de aditivos que conserven 

los alimentos y que a su vez no esten relacionadas con intoxicaciones a los consumidores. 

Después de realizar la revisión bibliográfica de estos conservantes considerados 

antimicrobianos se considera pertinente desarrollar un recubrimiento comestible a partir de 

quitosano para carnes de hamburguesa con la adición de nisina y aceite esencial de 

orégano y evaluar cómo se comportan sinérgicamente dentro de la matriz alimentaria. 
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 Capítulo 2. Evaluación de la capacidad 
mínima inhibitoria del aceite esencial de 
orégano encapsulado, nisina y quitosano. 

2.1 Resumen  

Las enfermedades trasmitidas por alimentos son consideradas un grave problema de salud 

pública en Colombia; relacionados con el consumo de alimentos contaminados con 

microorganismos los cuales generan síntomas gastrointestinales e incluso puede generar 

complicaciones que conducen a la muerte, lo cual hace interesante explorar en  

alternativas innovadoras como los recubrimientos comestibles a base de polisacáridos 

como el quitosano que pueden servir de vehículo para compuestos antimicrobianos como 

el aceite esencial de orégano (AEO) y nisina; ambos compuestos presentan principios 

activos reconocidos por su actividad antimicrobiana y son considerados productos seguros 

y naturales para aplicar en alimentos con el objetivo de ser utilizados en reemplazo de 

aditivos de origen sintético como nitrato y nitritos. El objetivo de esta investigación fue 

evaluar la concentración mínima inhibitoria (CMI) del AEO, nisina y quitosano, mediante 

microdilución, donde se evaluaron diferentes concentraciones prestablecidas de quitosano 

nisina y AEO encapsulado mediante la formación de complejos de inclusión, se utilizó β-

ciclodextrina como agente encapsulante. Se midió la CMI a cada tratamiento por separado 

frente a cepas patógenas ATCC de Clostridium perfringens y E. coli o157:H7 tomando un 

inoculo de 105 UFC /mL inoculadas en cajas de 96 pozos,  las cuales se incubaron a 35°C 

por 24 horas. Como prueba confirmatoria se sembró 20 µl del contenido del pozo en cajas 

petri con agar Muller Hinton dejando incubar por 24 horas a 37 °C; posteriormente se 

realizó la lectura en donde se observó el crecimiento de los microorganismos determinando 

el agente y concentración que inhibe completamente el crecimiento y definiendo así la CMI. 

Los resultados obtenidos demostraron que la CMI del AEO fue de 0,50 % (v/v) para E. coli 

O157:H7 y la CMI del AEO para Clostridium perfringens fue de 0,25% (v/v) ,  la CMI de 

nisina fue de 250 UI/ml (6,25 mg/kg) para inhibir cepas ambas cepas ATCC evaluadas, por 
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otro lado el quitosano inhibio las cepas Clostridium perfringens y E. coli o157:H7  a una 

concentración de 2% (p/v). 

 

Palabras Claves: Concentración mínima inhibitoria, Clostridium perfringens, E. coli 

O157; H7, cepas  

2.2 Abstract  

Foodborne diseases are considered a serious public health problem in Colombia; related 

to the consumption of food contaminated with microorganisms which generate 

gastrointestinal symptoms and can even generate complications that lead to death, which 

makes it interesting to explore innovative alternatives such as edible coatings based on 

polysaccharides such as chitosan that can serve as a vehicle for antimicrobial compounds 

such as essential oil of oregano (AEO) and nisin; Both compounds have active ingredients 

recognized for their antimicrobial activity and are considered safe and natural products to 

be applied in food with the objective of being used in replacement of additives of synthetic 

origin such as nitrate and nitrites. The objective of this research was to evaluate the 

minimum inhibitory concentration (MIC) of EOA, nisin and chitosan, by means of 

microdilution, where different preset concentrations of chitosan nisin and encapsulated 

EOA were evaluated by means of the formation of inclusion complexes. β-cyclodextrin was 

used as the encapsulating agent. MIC was measured at each treatment separately against 

pathogenic ATCC strains of Clostridium perfringens and E. coli o157:H7 by taking an 

inoculum of 105 CFU/mL inoculated into boxes of 96 wells, which were incubated at 35°C 

for 24 hours. As a confirmatory test, 20 µl of the well contents were seeded in petri dishes 

with Muller Hinton agar, and incubated for 24 hours at 37 °C. Subsequently, the reading 

was taken where the growth of the microorganisms was observed, determining the agent 

and concentration that completely inhibits growth and thus defining the MIC. The results 

obtained showed that the MIC of the AEO was 0,50 % (v/v) for E. coli O157:H7 and the 

MIC of the AEO for Clostridium perfringens was 0,25% (v/v), the MIC of nisin was 250 IU/ml 

(6,25 mg/kg) to inhibit both ATCC strains evaluated, on the other hand the chitosan inhibited 

the Clostridium perfringens and E. coli O157:H7 strains at a concentration of 2% (w/v). 
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Keywords: Minimum inhibitory concentration, Clostridium perfringens, E. coli O157; H7, 

strains  

2.3 Introducción 

La carne de hamburguesa es clasificada como un producto cárnico procesado, 

homogenizado o picado o ambas, formado sometido o no a tratamiento térmico elaborado 

a base de carne y con la adición de sustancias de uso permitido (ICONTEC 1325, 2008). 

Este alimento es, desde el punto de vista microbiológico, más susceptible que los 

productos cárnicos enteros y embutidos, debido a que el área superficial expuesta al 

entorno es mayor, facilitando la penetración y disponibilidad de oxígeno a los 

microorganismos, por lo que se deben implementar buenas prácticas de manufactura 

durante las operaciones de procesado, molido y adición de condimentos (García et al., 

2012).   

 

Ingerir alimentos contaminados con microorganismos patógenos pueden afectar la salud 

del consumidor en forma individual o colectiva denominadas ETA´S enfermedades 

transmitidas por alimentos,  sus síntomas más comunes son diarreas y vómitos, pero 

también se pueden presentar otros síntomas como choque séptico, hepatitis, cefaleas, 

fiebre etc. En Colombia a la semana 51 de 2018 se notificaron al sistema de vigilancia 

(Sivigila) 881 brotes, mientras que para la misma semana del año 2017 se notificaron 859 

brotes y en el 2016 fueron 668 brotes, en comparación con el año anterior se observa un 

incremento del 2,5%.El queso estuvo presente en el 19,4% de los brotes, el pollo en el 

10,7%, los alimentos mixtos en el 9,6%, las comidas rápidas (9,6%), la carne de res y cerdo 

(6%), pescados y mariscos (7,8%), jugos en el 2,6% (Ospina et al., 2018).   

Dado que un 6% de los brotes son causados por el consumo de carnes de res y cerdo, es 

necesario estudiar alternativas tecnológicas que prolonguen y/o mantengan el tiempo de 

vida útil de las carnes de hamburguesa (Fernández, 2.006). El consumo de carne de bovino 

en Colombia (kg/persona/año) es de 18,6 en 2.019 (Estadísticas FEDEGAN 2019). Es 

importante resaltar que muchos de los productos cárnicos consumidos aún se realizan de 

manera artesanal o sin la vigilancia necesaria por el ente regulador no aplicando las 

normas vigentes como la resolución 2674 de 2.013  y el decreto 1500 del 2007 el cual 

establece los requisitos sanitarios y de inocuidad en la elaboración de productos cárnicos 

y sus derivados en Colombia, una alimento que se elabora con el incumplimiento de la 
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normatividad es propenso a ser contaminado por agentes oportunistas y patógenos para 

los humanos, dentro de los cuales es importante nombrar Salmonella sp , E.coli, Listeria 

monocytogenes y Clostridium perfringens (Delgado y Vergara 2014).  

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, esta bacteria es 

utilizada como indicador de posible contaminación fecal en agua y alimentos debido a que 

se encuentra abundantemente en heces de humanos y animales,  E. coli O157:H7 es 

reconocido como uno de los serotipos más representativos de E. coli esta bacteria es 

capaz de producir dos tipos de toxina shiga, Stx1 y Stx2, que ocasionan diarrea, colitis 

hemorrágica y síndrome urémico hemolítico. Desde que E. coli O157:H7 fue reportada por 

primera vez en Estados Unidos en 1982 como agente causal de un brote que afectó al 

menos a 47 personas en Oregón y Michigan por el consumo de carne de hamburguesa 

poco cocida, ha sido ampliamente asociada a varios casos y muertes alrededor del mundo 

(Soto et al., 2016). En 2013 se publicó un estudio en el cual se determinó E. coli y se 

identificó el serotipo O157:H7 en carne de cerdo comercializada en diferentes 

supermercados de la ciudad de Cartagena de Indias Colombia, durante agosto y 

septiembre de 2008. De 60 muestras analizadas se obtuvo 36 con E. coli en niveles no 

aceptables según las exigencias del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y 

Alimentos (INVIMA) para productos cárnicos, se identifico el serotipo O157:H7 en 17 

muestras (Soto et al., 2016). 

Por otro lado los productores se enfrentan a la demanda actual de ofrecer alimentos 

mínimamente procesados lo cual incluye  la menor adición de aditivos sintéticos como los 

nitritos. En los productos cárnicos el nitrito juega un papel importante como agente de 

curado y conservante, ya que aporta características de color y textura y como agente 

inhibidor de microorganismos como Clostridium perfringens (Delgado y Vergara  2014).  

Clostridium perfringens es un bacilo anaerobio, Gram positivo, formador de esporas. Causa 

aproximadamente un millón de enfermedades cada año, convirtiéndola en la segunda 

causa bacteriana más común de enfermedades transmitidas por alimentos en los Estados 

Unidos (Scallan et al., 2011). C. perfringens también se clasifica entre las principales 

causas de brotes de enfermedades bacterianas transmitidas por alimentos en otros países, 

incluidos Australia, Japón, Inglaterra y Gales (Komatsu et al., 2012;). Los brotes causados 

por C. perfringens se asocian comúnmente con el consumo de productos contaminados 
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de carne y aves de corral, típicamente las esporas de C. perfringens se desarrollan en 

alimentos crudos o  cocinados en condiciones anaerobias; cuando se ingieren los 

alimentos las células vegetativas esporulan y dan origen a la  enterotoxina causante de la 

ETA (Juneja et al., 2010).  

 

Para evitar la proliferación de estos microorganismos es necesario adicionar aditivos como 

los nitritos los cuales a altas concentraciones tienen la capacidad de inhibir el crecimiento 

de algunos microrganismos aerobios los cuales a concentraciones mayores de 50 ppm 

detienen su crecimiento y comienzan a morir después de un periodo de ocho días de 

maduración pero para algunas bacterias como Clostridium perfringens y Esporas de 

Bacillus se requiere de concentraciones mayores de nitritos, se requieren 300 ppm de 

nitritos para provocar su muerte por lisis celular (Bazán, 2008).  

El uso de nitratos y nitritos como aditivos alimentarios constituye una práctica regular, 

aunque controvertida. Desde hace años, el uso de nitratos y nitritos se han visto implicados 

en la formación de nitrosaminas, productos con acción cancerígena demostrada (Vargas 

et al., 2014).  

Por lo tanto, es probable que el uso de antimicrobianos naturales se esté convirtiendo en 

una alternativa viable para disminuir riesgos para la salud (Pisoschi et al., 2018). Para 

utilizar estos antimicrobioanos naturales es necesario definir la concentración mínima 

inhibitoria la cual está definida como, la concentración más baja en que en condiciones de 

laboratorio definidas mediante el uso de un agente antimicrobiano impide el crecimiento de 

bacterias antes de un periodo de tiempo definido, se efectúan sobre microorganismos que 

se sospecha causan enfermedades, tambien se usa si se considera que el microorganismo 

exhibe resistencia a agentes antimicrobianos frecuentemente utilizados en el alimento 

(Ramírez y Marín ,2009). En la técnica de dilución en caldo, son utilizados tubos o 

microplacas (micro dilución) que contienen concentraciones crecientes del antimicrobiano. 

El organismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las micro placas 

y la MIC es determinada después de la incubación (Ramírez y Marín ,2009).  

La nisina representa la única bacteriocina aprobada en más de 50 países. Se sintetiza por 

Lactoccocus lactis y actúa contra bacterias Gram positivas y formadoras de esporas 

(Lucera et al., 2012). La nisina ha demostraron ser capaces de retrasar la oxidación de 

lípidos, inhibe la perdida de color, ayuda a prolongar el tiempo de vida útil en 
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almacenamiento y garantizada seguridad alimentaria (Sultana et al., 2014). Por otro lado 

se ha demostrado que el aceite esencial de orégano reduce significativamente los lípidos 

y oxidación de proteínas,  mejora la estabilidad del color de la carne de pechuga de pollo 

cruda y cocida. Los aceites esenciales de orégano presentaban propiedades 

bacteriostáticas y bactericidas. Los aceites esenciales de orégano actúan alterando la 

permeabilidad de las células microbianas, permitiendo así la pérdida de biomoléculas 

desde el interior de las células, ocasionando muerte celular (Hayek et al., 2013). 

 

Los antimicrobianos incorporados en la matriz polimérica pueden prevenir el crecimiento 

de microorganismos patogenos, retrasar procesos de rancidez dada la grasa presente en 

las carnes, incluso mejoran la calidad nutricional de alimentos recubiertos (Soliva et al., 

2012). El quitosano es un polímero en cuya estructura existe un número de cargas 

positivas que se debe a la presencia de grupos amino. Estas cargas positivas interactúan 

con las cargas negativas de las macromoléculas constituyentes de la membrana celular, 

interfiriendo con el intercambio de nutrientes, vital para la célula. (Martinez et., al 2010). 

Los antimicrobianos adicionados a la matriz polimérica preferiblemente deben estar 

encapsulados con el objetivo de disminuir la velocidad de evaporación o de transferencia 

del material central hacia el medio ambiente externo  y reducir la interacción entre el 

material  central y el ambiente externo. Además, algunos antimicrobianos son sensibles al 

calor, luz y humedad, otros son altamente  reactivos y tienden a oxidarse y volatilizarse 

como es el caso de los aceites esenciales. El proceso de encapsulación previene la 

agregación, favorece el proceso de mezclado, asegura que el material central se encuentre 

uniforme en la mezcla y enmascara el sabor del material central (Sandoval y Rodríguez 

2011). 

 

La técnica utilizada para encapsular el aceite esencial de orégano fue la técnica de 

complejos de inclusión, la cual es una técnica de encapsulación a nivel molecular que 

utiliza la β- ciclodextrina como agente encapsulante. Dada su estructura molecular cíclica, 

la  β-ciclodextrina posee un centro hidrofóbico, mientras que la superficie exterior es 

hidrofílica. Los complejos se forman en el centro hidrofóbico  y se realizan en medio acuoso 

para facilitar su precipitación y separación; finalmente se seca por métodos convencionales 

(Sandoval y Rodríguez 2.011).  
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El objetivo de este trabajo fue determinar la concentración minima inhibitoria del aceite 

esencial de óregano encapusulado mediante complejos de inclusión por β-ciclodextrina y 

nisina frente a dos cepas bacterianas: una Gram positiva Clostridium perfringens y una 

Gram negativa E.coli O157:H7 en la matriz polimerica de quitosano. 

2.4 Materiales y Métodos 

2.4.1 Materiales 

Quitosano de bajo peso molecular (Sigma-Aldrich St Louis, USA) sustancia 

antimicrobianas nisina proveniente del Lactococcus lactis (CIMPA S.A), aceite esencial de 

orégano (AEO) Origanum vulgare L., Labiatae (Domus vita), dos cepas bacterianas ATCC, 

american type culture collection cepa Gram negativa 12900 E.coli  O157:H7  y una cepa 

Gram positiva  ATCC 12915 Clostridium. Perfringens   

Reactivos grado alimentario ácido clorhídrico HCl 0,02 N, Hidroxido de sodio 1N, β-

ciclodextrina, Agar Muller Hinton (BD Difco Sparks, MD, USA), caldo Muller Hinton II (BD 

Difco Sparks, MD, USA),  escala McFarland 0,5, alcohol al 96% (v/v), ácido láctico 1% (v/v).  

2.4.2 Preparación antimicrobianos: 

 

Preparación de la nisina se preparó una solución stock de nisina a una 

concentración de (10000 UI/ml) disolviendo 1g de nisina comercial en 100 ml de 

HCl 0,02 N. La solución obtenida se ajustó a pH de 4,9 con NaOH 1N, se esterilizó 

a 121°C 15 PSI por 15 minutos, la solución madre fue refrigerada a 4°C durante 24 

horas antes de su uso (Rosales et al., 2012). A partir de esta solución se preparó 

la solucion de trabajo,  1000 UI/ml equivalente a 25 mg/kg.   

 

2.4.3 Encapsulación del aceite esencial de orégano  

 

Se pesaron 0,5 g de β- ciclodextrina y 0,5 g de aceite esencial de orégano en un vidrio de 

reloj, posteriormente se transfirieron a un mortero y se adicionaron 3 ml de agua destilada, 
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se maceró con el fin de formar una dispersión homogénea. Posteriormente se dejó secar 

parcialmente en estufa de convección de aire forzado (65°C X  30 min)  (Fuenmayor, 2018). 

2.4.4 Preparación del quitosano 

Se utilizó quitosano de bajo peso molecular obtenido de manera comercial, se preparó 

pesando concentraciones de soluciones de quitosano de 8,0 % (v/v) disuelto en ácido 

láctico 1% (v/v) pesando 8 gramos de quitosano disueltos en 200 ml de solución de ácido 

láctico bajo agitación continua a 40°C (Rico, 2013). A partir de esta solución se preparó la 

solucion de trabajo, 4,0% (p/v). 

2.4.5 Preparación del inóculo  

Se trabajó con cepas ATCC (American Type Culture Collection) E.coli  O157:H7 codigo 

12900 y cepa ATCC Clostridium. Perfringens código 12915, almacenadas a 4°C, 

posteriormente activadas en agar Muller Hinton, (BD Difco Sparks, MD, USA). 

2.4.6 Preparación de la suspensión microbiana  

 

El inoculo de las dos cepas ATCC (E.coli  O157:H7 y C. perfringens) fueron ajustadas por 

turbidez comparadas con escala de McFarland 0.5 que corresponde a (5 x 105) UFC/ml en 

80% de solución salina (Bonou J et al., 2016).  

2.4.7 Preparación de las diluciones de nisina, quitosano 
y AEO encapulado  

A partir de la preparación de la solución madre de nisina, quitosano, aceites esencial de 

orégano encapsulado se preparon  soluciones de trabajo, las cuales corresponden a la 

concentración inicial, a partir de estas concentraciones se realizaron las diluciones 

seriadas.  
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Tabla 4 Concentración inicial de compuestos antimicrobianos para la preparación de las 
placas de micro dilución. 
 

Antimicrobiano Tratamiento Concentración Inicial  

nisina 1A 1000 UI/ml (25 mg/kg)  

AEO 1B 100% (v/v) 

quitosano 1C 4% (p/v) 

 

En la tabla 4 se pueden apreciar las concentraciones iniciales establecidas de los 

antimicrobianos nisina (concentración inicial 1000 UI/ml (25 mg/kg)), aceites esenciales de 

Orégano encapsulado a (concentración inicial 100% (v/v/) y quitosano (concentración 4% 

(p/v) con esta concentración se preparó el primer pozo de micro dilución correspondiente 

a la fila 1 según el tratamiento a que corresponda A, B y C. 

Tabla 5 Concentraciones de nisina, AEO y quitosano según la dilución realizada  
 

Antimicrobiano   Tratamiento  Concentraciónen UI/mL Equivalente en 
mg/kg 

Nisina 1A  
2A Dilución (1/2) 
3A Dilución (1/4) 
4A Dilución (1/6) 
5A Dilución (1/8) 
6A Dilución (1/10) 

1000 
500 
250 
125 
60 
30 

25 
12,5 
6,25 
3,12 
1,56 

               0,78 

 

Antimicrobiano   Tratamiento  Concentración % (v/v) 

AEO 1B  

2B Dilución (1/2) 

3B Dilución (1/4) 

4B Dilución (1/6) 

5B Dilución (1/8) 

6B Dilución (1/10) 

1,0 

0,50 

0,25 

0,12 

0,06 

0,03 

 

Antimicrobiano   Tratamiento  Concentración % (p/v) 
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Quitosano 1C 

2C Dilución (1/2) 

3C Dilución (1/4) 

4C Dilución (1/6) 

5C Dilución (1/8) 

6B Dilución(1/10) 

4 

2 

1 

0,5 

0,25 

0,12 

 

2.4.8 Preparación de la microplaca y determinación de la 
mínima concentración inhibitoria y prueba de 
confirmación  

Se utilizo una placa de 96 pozos distribuida en filas y columnas, las columnas se 

encuentran enumeradas del número 1 al 12, las filas están nombradas con letras de la A 

a la H, como se observa en la figura, para esta investigación se usaron dos repeticiones 

de la columna 1 a la 6 replica 1 y de la 7 a la 12 replica 2 correspondiente a los duplicados 

de la replica 1  

 

Figura 5. Esquema de la placa de 96 pozos 

 

Cada pozo tiene una capacidad de 200  µl, en cada pozo se distribuyeron 100 µl de caldo 

Muller Hinton. La preparación de cada pozo varió según como se muestra a continuación: 

los pozos del 7 al 12 corresponden a replicas.  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

E

F

G

H
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En los pozos 1A y 7A de la primera fila se adicionó 90 µl de la solución madre de nisina a 

una concentración 1000 UI/ml (25 mg/kg). Posteriormente se agregó en la segunda fila en 

los pozos 1B Y 7B 90 µl de solución madre de aceite esencial de orégano encapsulado a 

una concentración de 100 % (v/v), paso seguido se agregaron 90 µl de la solución de 

quitosano a una concentración 4% (p/v) en la tercera fila en los pozos 1C y 7C,  La fila D 

se tomó como control positivo agregando unicamente 190 µl de caldo Muller Hinton en los 

pozos 1D y 7D. Finalmene la fila E se tomó como control negativo adicionando 100 µl de 

caldo 90 µl de alcohol al 96% (v/v) en los pozos 1E y 7E. 

 

A partir del pozo 1 correspondiente a la fila 1 se realizaron diluciones seriadas de 100 µl 

de la fila 1 a la 6 y se realizó el duplicado de la columna 7 a la 12 también realizando 

dilución seriada de 100 µl. A cada pozo después de realizadas las diluciones se adiciono 

10 µl de cepa. 

 

Se prepararon dos placas de 96 pozos una por cada cepa ATCC utilizada (E.coli  O157:H7 

y C. perfringens), se aplicó esta metodología realizando algunas variaciones según la 

propuesta por J. Bonou (Bonou J et al., 2.016).  

 

Posteriormente los microplacas fueron incubadas a 35°C por 24 horas. Como prueba 

confirmatoria se sembró 20 µl de cada pozo en cajas petri de agar Muller Hinton el cual 

también se dejó incubar a 35°C durante 24 horas,  pasado el tiempo de incubación se 

realizó la comparación del crecimiento microbiano determinando  el pozo que contiene la 

menor concentración del agente que inhibe completamente el crecimiento lo cual define la 

concentración minima inhibitoria (Ramírez y Marín 2009). 

 

La figura 6 evidencia el esquema del montaje de los 92 pozos según el tratamiento con su 

respectivo valor de concentración. El tratamiento 1A corresponde a nisina 1B corresponde 

a aceites esencial de orégano encapusulado, 1C Corresponde a quitosano, 1D 

corresponde al control positivo la cual únicamente contiene caldo muller hinton y 1E Control 

negativo alcohol al 96%  todos los pozos contienen 10 µl de la cepa evaluada y 100 ml de 

caldo Muller Hinton.  
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Figura 1. Esquema del montaje de los 96 pozos según el tratamiento con su respectivo 

valor de concentración según dilución realizada 

 2.5 Resultados y discusión  

Pasado el tiempo de incubación de las microplacas, se procedió a realizar la prueba de 

confirmación la cual consistió en tomar un inoculo 20 µl  de cada pozo. Posteriormente se 

sembró cada pozo en agar Muller Hinton y se dejó incubar nuevamente 24horas a 35°C, 

con el fin de determinar la presencia de crecimiento microbiano en cada uno de las placas 

correspondiente a cada pozo. En la figura 7 se evidencian los resultados del crecimiento 

microbiano de cada pozo determinando en que dilución se presentó crecimiento 

microbiano y en los que no se presentó crecimiento por parte de los microrganismos 

evaluados E. coli O157:H7 y Clostridium perfringens mostrando la mínima concentración 

inhibitoria para cada uno de los antimicrobianos frente a las cepas de estudio.  

 

En la figura 7 se evidencia que el crecimiento microbiano para la placa evaluada para E.coli 

0157:H7 , nisina presento una concentración mínima inhibitoria con la concentración de 

250 UI/ml (6,25 mg/kg) correspondiente a la dilución 10-3, el aceite esencial de orégano 

presentó un concentración mínima inhibitoria con la concentración de 0,50% (v/v)  

correspondiente a la dilución 10-2,  el quitosano presento un concentración mínima 

inhibitoria con la concentración de 2% (p/v)  correspondiente a la dilución 10-2.  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Nisina (IU/ml) A 1000 500 250 125 62.50 31.25 1000 500 250 125 62.50 31.25

AEO % (v/v) B 1.00 0.50 0.25 0.13 0.06 0.03 1.00 0.50 0.25 0.13 0.06 0.03

Quitosano % (p/v) C 4% 2% 1% 0.5% 0.3% 0.1% 4% 2% 1% 0.01 0.00 0.00

Control + D

Control - E

F

G

H
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En la figura 7 también se puede evidenciar el comportamiento de Clostrodium perfringens 

frente a los diferentes tratamientos en donde nisina demostró concentración mínima 

inhibitoria con la concentración de 6,25 mg/kg  (250 UI/ml) correspondiente a la dilución 

10-3, el aceites esencial de orégano presento un concentración mínima inhibitoria con la 

concentración de 0,25% (v/v) correspondiente a la dilución 10-3 el quitosano presento un 

concentración mínima inhibitoria con la concentración de 2% (p/v)  correspondiente a la 

dilución 10-2. 

 

 

 

                                    
E.coli 

O157:H7   

                       

    D1  D2  D3  D4  D5  D6   

Dilución 
==>    1 7  2 8  3 9  4 10  5 11  6 12   

                       

          
250 

UI/ml          
  

Nisina    No No  No No  No No  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

       0,50%               

AEO    No No  No No  Si Si  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

       2%               

Quitosano    No No  No No  Si Si  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

                       

Control +    Si Si  Si Si  Si Si  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

Control -    No No  No No  No No  No No  No No  No No   
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Clostridium 
perfringens   

                       

    D1  D2  D3  D4  D5  D6   

Dilución 
==>    1 7  2 8  3 9  4 10  5 11  6 12   

                       

          
250 

UI/ml          
  

Nisina    No No  No No  No No  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

          0,25%            

AEO    No No  No No  No No  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

       2%               

Quitosano    No No  No No  Si Si  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

                       

Control +    Si Si  Si Si  Si Si  Si Si  Si Si  Si Si   

                       

Control -    No No  No No  No No  No No  No No  No No   

                                        

 

Figura 2. Concentración mínima inhibitoria en cada uno de los tratamientos después de la 

prueba confirmatoria en agar Muller Hinton para las dos cepas ATCC evaluadas E. 

coli O157:H7 y Clostridium perfringens.  

 

Mediante los resultados obtenidos se observa que efectivamente todas las sustancias 

(nisina, aceite esencial de orégano y quitosano) presentan capacidad inhibitorio sobre los 

microorganismos E. coli O157:H7 y Clostridium perfringens.  

 

Según el codex alimentario la nisina es eficaz contra las bacterias Gram positivas y también 

se ha demostrado su eficacia contra bacterias Gram negativas, el uso de nisina en 

productos cárnicos picados se permite según el codex alimentario a una concentración 

máxima de 500 UI/ml lo que equivale a 12,5 mg/kg, (Codex alimentario, 2015). Lo sugerido 

por el Codex alimentario concuerda con esta investigación en donde no se obtuvo 
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crecimiento microbiano a la concentración de 500 UI/ml (12,5 mg/kg) lo cual concuerda 

tambien con estudios realizados por (Younes et al., 2017) y lo recomendado por el codex. 

En este investigación se obtuvo que la nisina inhibe el crecimiento de Clostridium 

perfringens a una concentración de 250 UI/ml (6,25 mg/kg) estableciendo así la CMI 

inhibitoria de nisina frente a un bacteria Gram positiva como lo es Clostridium perfringens 

figura 8, lo cual también concuerda con estudios realizados por Avila et al (2014) donde 

obtuvieron valores que variaron de 3,75 UI/ml (0,10 mg/kg) a 250 UI/ml (6,25 mg/kg)  CMI 

inhibitoria de nisina frente a cepas de Clostridium botulinum, por otro lado Hofstetter et al 

(2013) han reportado valores CMI de nisina de 250 UI/ml (6,25 mg/kg) iguales a los 

encontrados en esta investigación para Clostridium difficile, Comparando dichos resultados 

con los obtenidos en este estudio, se puede observar que el valor de la CMI hallada por 

dichos autores es igual o similar demostrando la capacidad de nisina de inhibir la cepa 

ATCC 12915 de Clostridium perfringens analizada en esta investigación. 

 

Por otro lado los resultados obtenidos para E. coli O 157:H7 en esta investigación demostró 

una CMI 250 UI/ml (6,25  mg/kg) como se puede observar en la figura 8, lo cual concuerda 

con estudios realizados por Murdock et al (2007) quienes encontraron una CMI  de 125 

UI/ml (3,12 mg/kg) para E. coli O 157:H7 y concuerda con estudios realizados por por 

Shahbazi, Y. (2015) que estableció una concentración mínima inhibitoria de 250 UI/ml  

(6,25  mg/kg) mostrando inhibición E. coli O 157:H7  aunque esta se evaluó sinérgicamente 

con lactoferrina. 

 

El modelo más aceptado que muestra el mecanismo de acción dual de la nisina propone 

que inicialmente la bacteriocina se une a la pared celular mediante atracciones 

electrostáticas, lo cual se facilita debido a la carga positiva de este péptido y las cargas 

negativas de los componentes de la pared celular del microorganismo. Posteriormente, la 

nisina se une al lípido II, principal transportador de las subunidades de peptidoglucano y 

utiliza esta molécula para anclarse a la membrana celular. Luego, la bacteriocina cambia 

su orientación con relación a la membrana y se inserta en esta última lo que involucra la 

translocación de su extremo carboxilo terminal a través de la membrana. Finalmente, la 

unión de diversos péptidos en el sitio de inserción provoca la formación de un poro 

transmembranal que permite la salida de moléculas importantes como aminoácidos y ATP, 

lo que lleva a la bacteria a una rápida muerte celular (Uribe, 2011). 
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Figura 3. Comportamiento del crecimiento microbiano según la cepa evaluada (E.coli 

O157:H7 y Clostrodium perfringens) frente al antimicrobiano nisina. 

 

En la figura 9 se evidencia el comportamiento del crecimiento microbiano según la cepa 

evaluada (E.coli O157:H7 y Clostrodium perfringens) frente al antimicrobiano aceite 

esencial de orégano. E. coli O157:H7 no presento crecimiento en las diluciones 1 y 2 

mientras en la dilución 3 presento crecimiento microbiano por lo cual se establece que la 

concentración mínima inhibitoria del aceite esencial de orégano es de 0,50% (v/v) para la 

cepa de E.coli O157:H7  analizada en esta investigación, Otros estudios han concluido 

además, que son más sensibles las bacterias Gram positivas que las Gram negativas, y 

este efecto está asociado con aceites esenciales que contengan carvacrol y timol los 

cuales tienen mayor rendimiento antibacterial (Figueroa y Narvaez 2018). Los resultados 

encontrados en esta investigación concuerda con los encontrados por Rosales et al (2012) 

que obtuvieron una CMI de aceites esencial de orégano de 0,50% (v/v) para Salmonella 

typhimurium bacteria Gram negativo. 

 

Para la cepa analizada de Clostridium perfringes el AEO tuvo efecto inhibitorio de la 

dilución 1 a la dilución 3, a partir de la dilución 4 se evidencio crecimiento microbiano 

equivalente una concentración de 0,25% (v/v) por lo cual se establece que la concentración 

mínima inhibitoria del aceite esencial de orégano frente a esta cepa de Clostridium 

perfringes es de 0,25% (v/v) como se puede observar en la figura 9. Los resultados 

obtenidos en esta investigación concuerdan con los resultados obtenidos por Ortega A 

(2018) obtuvo una CMI del aceite esencial de orégano de 0,25% (v/v) frente a una cepa 

E.coli O157:H7

Clostridium 
perfringens

1000 500 250 125 62,5 31,25

Nisina (UI/ml)
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Gram positiva de Staphylococcus aureus, el resultado obtenido en esta investigación 

también concuerda con estudios realizados por Rosales et al (2012) quienes usaron una 

concentración de 0,25% (v/v) para inhibir cepas de Staphylococcus aureus y Listeria 

monocytogenes bacterias Gram positiva. Los resultados obtenidos en esta investigación 

concurdan tambien con estudios realizados por Seydim y Sarikus 2006 en donde evaluaron 

la efectividad del aceite esencial de orégano frente a cepas de  E. coli O157:H7, S aureus 

, Salmonella enteritis , Listeria monocytogenes y Listeria Plantarum utilizando 

concentraciones de 0,25% (v/v) y 0,30% (v/v) como CMI. 

 

Figura 4. Comportamiento del crecimiento microbiano según la cepa evaluada (E.coli 
O157:H7 y Clostrodium perfringens) frente al antimicrobiano AEO encapsualado.  

 

La concentración mínima inhibitoria del aceite esencial de orégano obtenida en esta 

investigación concuerdan con los resultados obtenidos por Ortega A (2018) obtuvo una 

CMI del aceite esencial de orégano de 0,25% (v/v) frente a una cepa Gram positiva de 

Staphylococcus aureus , tambien concuerdan con estudios realizados por Petrou et al 

(2012) encontraron una concentración de 0,25% (v/v) de aceite esencial de orégano  para 

inhibir cepas de bacterias mesofilas como Pseudomonas spp y Brochothrix thermosphacta 

 

Numerosas teorías se han propuesto y se cree que la acción antimicrobiana del aceite 

esencial de orégano se debe principalmente a su habilidad a la hora de penetrar en el 

interior de la célula, a través de la membrana, y ejercer una actividad inhibitoria en sus 

propiedades funcionales y lipofílicas. Muchos autores atribuyen esta función a los 

compuestos fenólicos de los aceites, que penetran a través de las membranas de las 

células microbianas, causando fugas del contenido del interior de la célula (iones y 
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contenido citoplasmático). Estos compuestos tienen la habilidad de alterar la permeabilidad 

de la célula, de dañar las membranas citoplasmáticas e interferir en el sistema de 

generación de energía celular (ATP), y finalmente puede llevar a la muerte celular 

(Serrano, 2015).      

 

Según estudios realizados el aceites esencial de orégano ha tenido efecto inhibitorio sobre 

bacterias entéricas tales como Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus 

aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, C. perfringens y C. botulinum (Winward 

et al 2008) El aceites esencial de orégano es de gran interés debido a sus componentes 

como timol, cimeno, mirceno, terpineol, carvacrol, 2-dodecadona, linalol, acido palmítico, 

acetado de linalilo, oxido de cariofileno, entre otros, los cuales han sido estudiados por su 

acción antimicrobiana, la cual posiblemente se debe al efecto sobre los fosfolípidos de la 

capa externa de la membrana celular bacteriana, que provoca cambios en la composición 

de los ácidos grasos (Rodríguez, 2011). Los aceites esenciales tiene diversos modos de 

acción sobre la pared bacteriana logrando romper polisacáridos, ácidos grasos y lípidos, 

permeabilizando la membrana celular; esta permeabilización, conduce a la pérdida de 

iones, al colapso de la bomba de protones y a la disminución del ATP lo cual 

inevitablemente conduce a la muerte celular; también se ha encontrado que a nivel 

citoplasmático puede actuar sobre lípidos y proteínas coagulando dichas moléculas 

(Figueroa y Narvaez 2018).   

 

Por otro lado el quitosano mostro  efecto inhibitorio sobre el microorganismo E. coli 

O157:H7 de la dilución 1 a la dilución 2 pero a partir de la dilución 3 se evidencia 

crecimiento de E. coli O157:H7. Para Clostridium perfringes el quitosano se comportó de 

igual manera tiene efecto inhibitorio en la dilución 1 a la dilución 2, a partir de la dilución 3 

se evidencia crecimiento microbiano de  Clostridium perfringes por lo cual se evidencia que 

la CMI del quitosano para estos dos microorganismos es de 2% (p/v) , estos resultados 

concuerdan con estudios realizados por Valladares K 2017 quien encontro que la 

concentración de 2,5% de quitosano es efectiva para inhibir el crecimiento de bacterias 

mesofilas. El resultado de la presente investigación tambien concuerda con los resultasos 

obtenidos Marcovich et al (2011)  utilizaron quitosano a concentración de 2% (p/v) para 

inhibir el crecimiento de bacterias psicrofilas , bacterias mesofilas y levaduras logrando 
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reducción de 2 a 4,5 log UFC/g , por otro lado Petrou et al (2012) utilizaron una 

concentración de 1,5% (p/v) para inhibir cepas de bacterias mesofilas como, Pseudomonas 

spp y Brochothrixthermosphacta,  Guo et al 2014 utilizaron un concentración de 2% (p/v) y 

5% (p/v) para inhbir bacterias como Listeria innocua , Mohan,et a 2012 utilizaron 

concentraciones de 1% (p/v) y 2% (p/v) de quitosano para inhibir cepas de bacterias 

mesofilas y bacterias luminientes como E.coli el resultado del Comportamiento del 

crecimiento microbiano según la cepa evaluada (E.coli O157:H7 y Clostrodium perfringens) 

frente al antimicrobiano quitosano se observa en la figura 10 .  

 

 

 

Figura 5. Comportamiento del crecimiento microbiano según la cepa evaluada (E.coli 
O157:H7 y Clostrodium perfringens) frente al antimicrobiano quitosano.  

 

El quitosano inhibe el crecimiento de amplia variedad de hongos, bacterias patógenas y 

microorganismos que ocasionan descomposición (Munteanu et al., 2014). Una de las 

principales razones para que el quitosano posea actividad antimicrobiana es la presencia 

de un grupo amino con carga positiva a pH inferior a 6,3 (carbono 2) el cual interactúa con 

las cargas negativas de la pared celular de los microorganismos, generando un 

rompimiento o lisis de estas estructuras, que lleva a la pérdida de compuestos proteicos y 

otros constituyentes intracelulares promoviendo cambios en las propiedades de la 

permeabilidad de la pared de la membrana, lo que provoca desequilibrios osmóticos 

internos y, en consecuencia inhibir el crecimiento de microorganismos y por la hidrólisis de 

los peptidoglicanos en el pared del microorganismo, que conduce a la fuga de electrolitos 

intracelulares como iones de potasio y otros constituyentes proteicos de bajo peso 

molecular (ejemplo: proteínas, ácidos nucleicos, glucosa y lactato deshidrogenasa (Ayala, 

2015). 

E.coli O157:H7

Clostridium 
perfringens

4,0% 2,0% 1,0% 0,5% 0,3% 0,1%

Quitosano % (p/v)
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Con respecto al control positivo se evidenció crecimiento en todas las diluciones para las 

dos cepas debido a que el pozo no contenia ninguna sustancia antimicrobiana únicamente 

contenia caldo Muller Hinton y la cepa, este resultado fue como se esperaba. En el control 

negativo no se observo crecimiento en ninguna de las diluciones, ni en ninguna de las dos 

cepas debido a la acción bactecida que ejerce el alcohol al 96% (v/v) sobre las cepas 

analizadas. 

2.6 Conclusiones  

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano, nisina y quitosano fue 

estudiado in vitro en dos cepas. Una cepa Gram positiva (Clostridium perfringens) y una 

cepa Gram negativa (E. coli O157:H7), se analizaron estos microorganisos debido a que 

están relacionados con la calidad microbiológica de las carnes de hamburguesa. La técnica 

micro dilución en pozos permitió determinar la efectividad de los compuestos 

antimicrobianos frente a estas cepas. Obteniendo como resultado que la CMI del AEO 

encapusulado fue de 0,50 % (v/v) para E. coli o157:H7 y la CMI del AEO para Clostridium 

perfringens fue de 0,25% (v/v)  y la CMI de nisina fue de 250 UI/ml  (6,25 mg/kg) para 

inhibir ambas cepas ATCC evaluadas, por otro lado el quitosano inhibió las cepas 

Clostridium perfringens y E. coli o157:H7  a una concentración de 2% (p/v). Conociendo 

las concentraciones mínimas requeridas para inhibir el crecimiento de los microorganismos 

puede procederse a ser evaluadas en una matriz alimentaria. 

2.7 Referencias  

Ardila M, Vargas A, Pérez J, Mejía L G.3  (2009)  ENSAYO PRELIMINAR DE LA 

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE EXTRACTOS DE Allium sativum, Coriandrum 

sativum, Eugenia Caryophyllata, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis Y Thymus 

vulgaris FRENTE A Clostridium perfringens Biosalud, Volumen 8. 

 

Ávila, M., Gómez-Torres, N., Hernández, M., & Garde, S. (2014). Inhibitory activity of 

reuterin, nisin, lysozyme and nitrite against vegetative cells and spores of dairy-related 



¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.apítulo 2 83 

 

 

Clostridium species. International Journal of Food Microbiology, 172, 70–75. 

doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2013.12.002. 

 

Ayala, German (2015). Efecto antimicrobiano del quitosano: una revisión de la literatura. 

1Departamento de Engenharia de Alimentos, Faculdade de Zootecnia e Engenharia de 

Alimentos, Universidad de Sao Paulo. Av. Duque de Caxias Norte 225. A.A. 13635-900, 

Pirassununga, SP, Brasil. 

 

Balouiri M, Sadiki M, Koraichi S, (2016). Methods forin vitroevaluating antimicrobial activity: 

A review Journal of Pharmaceutical Analysis 6 (2016) 71–79. 

 

Bazan E, (2008). Nitritos y Nitratos: su uso, control y alternativas en embutidos cárnicos 

Laboratorio de Alimentos. Tecnológico de Estudios Superiores de Ecatepe Estado de 

México NACAMEH Vol 2 N°2 pp 160-187.  

 

Bonou J, Ahouandjinou H,  Baba-Moussa F, Adeoti Z, Dougnon V, Metongnon J ,Gbenou 

D, Toukourou F and Baba-Moussa L (2.016) Assessment of the antimicrobial activity of 

essential oils from some Beninese medicinal plants :Influence of different tweens Issues in 

Biological Sciences and Pharmaceutical Research Vol.4(6),pp.43-49. 

Carhuallanqui A, Salazar M, Perez A, Ramos D (2.020) Antimicrobial effect of the essential 

oil of Oregano against Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus. Laboratorio de 

Salud Pública y Salud Ambiental, Facultad de Medicina Veterinaria. Universidad Nacional 

Mayor de San Marcos. Lima- Perú. 

Delgado A & Vergara K (2.014) Determinación de Listeria monocytogenes Y Clostridium 

perfringens en chorizos artesanales y su relación con las prácticas higiénicas utilizadas en 

las diferentes etapas del proceso de elaboración en tres establecimientos en el barrio 

nelson mándela de la ciudad de Cartagena durante el primer periodo del 2014, Corporación 

Universitaria Rafael Núñez facultad de ciencias de la salud programa de bacteriología 

Cartagena, Colombia. 

 

Estadísticas FEDEGAN (2.019) Cifras de referencia del sector ganadero colombiano, 

federación colombiana de ganaderos. 



 Inclusión de aceite esencial de orégano y nisina encapsulados en biorecubrimiento 

comestible a partir de quitosano como alternativa de conservación en carne de 

hamburguesa de res 

 

 

 

Fernández A, Izquierdo P, Valero K, Allara M, Piñero M, Garcia A, (2.006) Efecto del 

Tiempo y Temperatura de Almacenamiento Sobre la Calidad Microbiológica de Carne de 

Hamburguesa Revista científica v16 N 4 Maracaibo.  

 

Figueroa Diana, Narvaez Viviana (2018) Determinación de la concentración mínima 

inhibitoria de las especias en aceite, tomillo (thymus), oregano (origanum vulgare), clavo 

de olor (syzygium) utilizadas en un producto cárnico madurado fermentado frente a 

microorganismos criterio microbiológico según la norma ntc 1325. Universidad católica de 

Manizales facultad ciencias de la salud programa de bacteriología instituto de investigación 

en microbiología y biotecnología agroindustrial. 

 

Fuenmayor C, (2018) Guía práctica de laboratorio Encapsulación de ingredientes, 

nutrientes y extractos técnicas de inclusión de ingredientes nutrientes y extracto en 

matrices poliméricas Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá Facultad de ciencias 

agrarias Posgrado en ciencia y tecnología de alimentos. 

 

Garcia, O., Ruiz, J., & Acevedo, I. (2012). Evaluación físico-química de carnes para 

hamburguesas bajas en grasas con inclusión de harina de quinchoncho (cajanus cajan) 

como extensor. Revista Científica Universidad del Zulia Maracaibo, Venezuela 

 

Guo M, Jin T.Z,Wang L, Scullen O.J, and Sommers C.H (2014) ,“Antimicrobial films and 

coatings for inactivation of Listeria innocua on ready-to-eat deli turkeymeat,” Food Control, 

vol. 40, pp. 64–70. 

 

Hayek, S.A  R. Gyawali, S.A.  Ibrahim, (2013)Antimicrobial natural products, in A. Méndez-

Vilas (Ed.), Microbial pathogens and strategies for combating them: science, technology 

and education, Formatex, Badajoz, Spain, , Vol.2. pp. 910-921. 

 

Hofstetter, S., Gebhardt, D., Ho, L., Gänzle, M., McMullen, L.M., (2013). Effects of nisin 

and reutericyclin on resistance of endospores of Clostridium spp. to heat and high pressure. 

Food Microbiol. 34, 46–51. 



¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.apítulo 2 85 

 

 

 

INSTITUO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACIÓN. (2008) 

Industrias alimentarias Productos Cárnicos procesados no enlatadas, Bogotá: ICONTEC, 

(NTC 1325). 

 

Juneja Vijay K, H. Thippareddi, and Mendel Friedman (2006). Control of Clostridium 

perfringens in Cooked Ground Beef by Carvacrol, Cinnamaldehyde, Thymol, or Oregano 

 

Komatsu H, Inui A, Sogo T, Fujisawa T. Clostridium perfringens. Nihon Rinsho 

(2012);70:1357–1361. 

 

Lucera A, C. Costa, A. Conte, M.A. Del Nobile, Food applications of natural antimicrobial 

compounds (2012)  Front. Microbiol. 3 287. 
 

Marcovich E, Moreira,M. Pereda, N. and S. I. Roura (2011) “Antimicrobial effectiveness of 

bioactive packaging materials fromedible chitosan and casein polymers: assessment on 

carrot, cheese, and salami,” Journal of Food Science, vol. 76, no. 1, pp. M54–M63.  

 

Mohan C.O, Ravishankar C.N, Lalitha K.V, and SrinivasaGopal T.K, (2012).“Effect of 

chitosan edible coating on the quality of double filleted Indian oil sardine (Sardinella 

longiceps) during chilled storage,” Food Hydrocolloids, vol. 26, no. 1, pp. 167–174. 

 

Munteanu, B. S, Paslaru, E., Zemljic, L. F., Sdrobis, A., Pricope, G. M. & Vasile, C. (2014). 

Chitosan coating applied to polyethylene surface to obtain food packaging materials. 

Cellulose Chemistry and Technology, 48 (5-6), 565-575.  

 

Murdock, C. A., Cleveland, J., Matthews, K. R., & Chikindas, M. L. (2007). The synergistic 

effect of nisin and lactoferrin on the inhibition of Listeria monocytogenes and Escherichia 

coli O157:H7. Letters in Applied Microbiology, 44(3), 255–261. doi:10.1111/j.1472-

765x.2006.02076. 

 

Naghmouchi, K., Belguesmia, Y., Baah, J., Teather, R., & Drider, D. (2011). Antibacterial 

activity of class I and IIa bacteriocins combined with polymyxin E against resistant variants 



 Inclusión de aceite esencial de orégano y nisina encapsulados en biorecubrimiento 

comestible a partir de quitosano como alternativa de conservación en carne de 

hamburguesa de res 

 

 

of Listeria monocytogenes and Escherichia coli. Research in Microbiologoy, 162(2), 99–

107. 

 

Ortega Amanda (2018) Determinacion del efecto antmicrobiano de los aceites esenciales 

de tomillo (Thymus vulgaris) y oregno (origanum vulgare) frente a la bacteria 

Staphylococcus aureus ATCC 12600 Universidad politécnica salesiana. 

 

Ospina M, Prieto F, Pacheco O, Quijada H (2018) Enfermedades trasmitidas por alimentos-

ETA Boletín epidemiológico semanal, semana epidemiológica 52 del 23 al 29 de diciembre 

de 2018 gobierno de Colombia Instituto Nacional de Salud.   

 

Ozdikmenli, S., & Demirel Zorba, N. N. (2015). Evaluation of usage of essential oils instead 

of spices in meat ball formulation for controlling Salmonella spp. Food Science and 

Technology International, 22(2), 93–101. 

 

Petrou S, Tsiraki M, Giatrakou V, and Savvaidis I.N, (2012). “Chitosan dipping or oregano 

oil treatments, singly or combined on modified atmosphere packaged chicken breast meat,” 

International Journal of Food Microbiology, vol. 156, no. 3, pp. 264–271. 

 

Pisoschi, A. M., Pop, A., Georgescu, C., Turcuş, V., Olah, N. K., & Mathe, E. (2018). An 

overview of natural antimicrobials role in food. European Journal of Medicinal Chemistry. 

 

Ramírez L, Marín D (2009) Methodologies for evaluating the In vitro antibacterial activity of 

natural compounds of plant origin Scientia et Technica Año XV No 42 Universidad 

Tecnológica de Pereira. 

 

Rico-Rodríguez, F (2013). Estudio de la aplicación de recubrimientos comestibles de 

quitosano y su combinación con aceites esenciales sobre la vida útil del mango (mangifera 

indica l.) mínimamente procesado Universidad Nacional de Colombia. 

 



¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.apítulo 2 87 

 

 

Rodríguez. E (2011). Uso de agentes antimicrobianos naturales en la conservación de 

frutas y hortalizas. Ra Ximhai, 7 (1), 153-170. Recuperado de: 

http://www.redalyc.org/pdf/461/46116742014.pdf. 

 

Rodríguez E (2015). Uso de agentes antimicrobianos naturales en la conservación de 

frutas y hortalizas Revista de Sociedad, Cultura y Desarrollo Sustentable enero-abril, 

año/Vol. 7, Número 1 Universidad Autónoma Indígena de México Mochicahui, El Fuerte, 

Sinaloa. pp. 153-170. 

 

Rosales—Oballos Yolilma, Raybaudi-Massilia Rosa , Mosquera- Melgar Jonathan , Tapia 

de Daza Maria S, Tome Boschian Elisabetta  (2012) Mechanical, barrier and antimicrobial 

properties of chitosan films and alginatesodium films with essential oils and nisin Revista 

de Facultad de Farmacia de la Universidad de los Andes Merida; 54 (2):7-16  

 

Sandoval-Peraza, V.M., Cu-Cañetas, T., Peraza-Mercado, G., & AceretoEscoffié, P.O.M. 

(2016). Introducción en los procesos de encapsulación de moléculas nutracéuticas. En 

M.E. Ramírez Ortiz (Ed.). Alimentos Funcionales de Hoy. Barcelona, España: Omnia 

Science. 181-218. 

 

Sandoval Aldana, A., Rodríguez Sandoval, E., & Ayala Aponte, A. (2011). Encapsulación 

de Aditivos para la Industria de Alimentos. INGENIERÍA Y COMPETITIVIDAD, 5(2), 73 – 

83. 

 

Scallan E, Hoekstra RM, Angulo FJ, Tauxe RV, Widdowson M-A, Roy SL, Jones JL, 

Griffin PM. Foodborne illness acquired in the United States—Major pathogens. Emerg 

Infect Dis 2011; 17:7–15. 

 

Serrano, P. (2015). Emulsiones como sistemas de liberación de antimicrobianos naturales  

en alimentos. Trabajo fin de grado Universidad Politécnica de valencia (España). 

 

Shahbazi, Y. (2015). Ziziphora clinopodioidesEssential Oil and Nisin as Potential 

Antimicrobial Agents againstEscherichia coliO157:H7 in Doogh (Iranian Yoghurt Drink). 

Journal of Pathogens, 2015, 1–7. doi:10.1155/2015/176024.  



 Inclusión de aceite esencial de orégano y nisina encapsulados en biorecubrimiento 

comestible a partir de quitosano como alternativa de conservación en carne de 

hamburguesa de res 

 

 

Soto Z, Pérez L , Estrada D (2016) Bacteria causing of foodborne diseases: an overview at 

Colombia salud Uninorte Vol. 32, N° 1 : 105-122 Universidad Simón Bolívar. Barranquilla 

(Colombia). 

 

Sultana T, J. Rana, S.R. Chakraborty, K.K. Das, T. Rahman, R. Noor, (2014) 

Microbiological analysis of common preservatives used in food items and demonstration of 

their in vitro antibacterial activity, Asian Pac. J. Trop. Dis. 4 452-456. 

 

 

Uribe C, (2011) Efecto del método de secado, temperatura y pH sobre la actividad 

antimicrobiana de Nisina producida por Lactococcus lactis UQ2, UNIVERSIDAD 

AUTÓNOMA DE QUERÉTARO, (MEXICO) Facultad de Química.  

 

Valladares k (2017) Efectividad antimicrobiana de películas de quitosano, poli adipato (co-

tereftalato de butileno) y almidón de yuca en carne fresca Escuela Agrícola Panamericana, 

Zamorano. 

 

Vargas C, López A, Flores L, Brisna M (2014) Evaluación de la concentración de nitratos/ 

nitritos y cloruro de sodio en embutidos expendidos en la ciudad de Tarija Revista ventana 

Científica. v.1 n.7 Tarija. 

 

 Winward, GP; Avery, L.M; Stephenson, T; Jefferson, B. (2008) Essential oils for 

disinfection of grey water. Water research;42:2260-2268. 

 

Younes Maged, Peter Aggett, Fernando Aguilar, Riccardo Crebelli, Birgit Dusemund, Metka 

Filipic, Maria Jose Frutos, Pierre Galtier, Ursula Gundert-Remy, Gunter Georg Kuhnle, 

Claude Lambre, Jean-Charles Leblanc, Inger Therese Lillegaard, Peter Moldeus, Alicja 

Mortensen, Agneta Oskarsson, Ivan Stankovic, Ine Waalkens-Berendsen, Rudolf Antonius 

Woutersen, Matthew Wright, Lieve Herman, Paul Tobback, Fabiola Pizzo, Camilla 

Smeraldi, Alexandra Tard, Adamantia Papaioannou and David Gott  (2017) Safety of nisin 

(E 234) as a food additive in the light of new toxicological data and the proposed extension 

of use EFSA Journal 2017;15(12):5063 European Commission. 



¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.apítulo 2 89 

 

 

Capítulo 3 Evaluación de las propiedades de 
películas comestibles obtenidas a partir de 
quitosano con la inclusión de aceite esencial 
de orégano encapsulado y nisina. 

3.1 Resumen  

Un empaque activo comestible está diseñado para incorporar intencionalmente 

componentes que liberan sustancias en los alimentos envasados con la finalidad de 

proteger el alimento del entorno, mantener calidad y seguridad del alimento empacado.    

El objetivo de esta investigación fue evaluar las propiedades de una película comestible a 

partir de quitosano como matriz polimérica con la inclusión de aceite esencial de orégano 

encapsulado y nisina componentes antimicrobianos como alternativa para disminuir el uso 

de conservantes sintéticos como nitratos y nitritos .Una vez elaborada la película mediante 

el método “casting” utilizando como material de pared quitosano se evaluaron sus 

propiedades mediante un modelo factorial de tres niveles utilizando un programa 

estadístico el cual estableció 9 diferentes formulaciones para las películas a las cuales se 

les determinó : Permeabilidad al vapor de agua, porcentaje de humedad, determinación 

del porcentaje de elongación  y fuerza tensil, en donde se aplicó diseño experimental de 

3x3 en donde se evaluaron las 9 formulaciones por duplicado así: 3 concentraciones de 

nisina (0 UI/mL, 250 UI/mL y 500 UI/mL) , 3 concentraciones de aceites esencial de 

orégano (0%v/v, 0,25%v/v y 0,50% v/v) en una concentración de quitosano (2%pv), se 

compararon los resultados. Se obtuvieron diferencias significativas (p< 0,05) entre las 

concentraciones de nisina, el aumento en la concentración de nisina afectó las 

características físico químicas y mecánicas de la película mientras que el aumento de las 

concentración de AEO no demostró diferencias significativas (p< 0,05) entre los 

tratamientos favoreciendo las características fisicoquímicas y mecánicas de la película. En 

cuento a la actividad antimicrobiana los dos componentes nisina , AEO adicionados en la 

película de quitosano mostraron efecto inhibitorio frente a las dos cepas evaluadas 

Clostridium perfringens bacteria gram positiva , E. coli O157:H7 bacteria gram negativa, 

teniendo en cuenta los resultados obtenidos se escojió la siguiente formulación como 

optima para mantener las características fisicoquímicas , mecánicas y antimicrobianas de 
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la película: 250 UI/mL (625 mg/kg) concentración de nisina, concentración de aceites 

esencial de orégano encapsulado de 0,50 %v/v en una concentración de quitosano (2%pv). 

 

 
Palabras claves: quitosano, aceite esencial de orégano, nisina, propiedades, película 

comestible, caracterización  

3.2 Abstract  

An active edible packaging is designed to intentionally incorporate substances that release 

substances into packaged foods in order to protect food from the environment, maintain 

quality and safety of packaged food. The objective of this research was to evaluate the 

properties of an edible film from chitosan as a polymer matrix with the inclusion of essential 

oil of oregano and nisin as antimicrobials as an alternative to decrease the use of synthetic 

preservatives such as nitrates and nitrites. The AEO was encapsulated with the objective 

of preventing volatilization of its functional components. Once the film was made by means 

of the “casting” method using chitosan as wall material, its properties were evaluated by 

means of a three-level factorial model using a statistical program which established 9 

different formulations for the films to which they were determined: Permeability to water 

vapor, percentage of humidity, determination of the percentage of elongation and tensile 

strength .; where a 3x3 experimental design was applied where the 9 formulations were 

evaluated in duplicate as follows: 3 concentrations of nisin (0 IU / mL, 250 IU / mL and 500 

IU / mL), 3 concentrations of oregano essential oils (0% v / v, 0,25% v / v and 0,50% v / v) 

at a chitosan concentration (2% pv), the results were compared and significant differences 

(p <0,05) were obtained between nisin concentrations, the increase in Nisin concentration 

affected the physical, chemical and mechanical characteristics of the film, while the 

increase in AEO concentrations did not show significant differences (p <0,05) favoring the 

physical, chemical and mechanical characteristics of the film. Regarding antimicrobial 

activity, the two nisin, AEO components added in the chitosan film showed an inhibitory 

effect against the two evaluated strains: Clostridium perfringens, gram positive bacteria, E. 

coli O157: H7, gram negative bacteria, so I chose the following formulation as optimal to 

maintain the physicochemical, mechanical and antimicrobial characteristics of the film: 625 
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mg / kg (250 IU / mL) concentration of nisin, concentration of essential oils of oregano of 

0,50% v / v in a concentration of chitosan (2% pv ). 

 

Keywords: chitosan, oregano essential oil, nisin, properties, edible film, 

characterization 

3.3 Introducción  

 

Un recubrimiento comestible está definido como una sustancia aplicada en el exterior de 

los alimentos, en donde su función principal función es proteger al producto de daños 

mecánicos, físicos químicos y actividades microbiológica que lo deterioren (Velázquez,  

2014). Un biorecubrimiento retarda el deterioro de alimento, aumentando la calidad y 

mantiene su inocuidad este último gracias a la incorporación de compuestos 

antimicrobianos inmersos en la formulación, como aceites esenciales (Masuelli, 2017). 

  

Los recubrimientos comestibles han sido considerados para uso en alimentos ya que 

presentan algunas ventajas sobre las películas sintéticas y además de proteger los 

alimentos, pueden ser consumidos,  debido a que son elaborados a partir de materias 

primas comestibles, contribuyendo con el ambiente debido a que sus procesos de 

degradación tienden a ser más efectivos que en los materiales hechos a base de polímeros 

sintéticos (Rodríguez, 2015). 

 

Los recubrimientos comestibles son capas delgadas de materiales comestibles formados 

directamente sobre la superficie de los productos alimenticios. Las investigaciones sobre 

recubrimientos comestibles han estado impulsados por la demanda del consumidor de 

alimentos seguros, de alta calidad y conciencia ecológica de recursos limitados y el 

impacto ambiental de los residuos de empaques sintéticos (Masuelli, 2017). El papel de 

los biorecubrimientos minimiza la cadena de suministro según Verghese et al. 2015, 

quienes concluyeron que los biorecubrimientos puede reducir el desperdicio de alimentos 

en la cadena de suministro de alimentos significativamente. 

 

En lo referente a polisacáridos utilizados en recubrimientos comestibles, el quitosano tiene 

un enorme potencial debido a sus características fisicoquímicas y especialmente por sus 
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características anti fúngicas y antibacterianas en especial para productos cárnicos,  ya que 

proveen protección eficaz contra la oxidación de lípidos y otros compuestos de origen 

animal (Moreira, 2011). 

 

El quitosano es un carbohidrato natural que proviene de la desacetilación de la quitina 

componente del exoesqueleto de los crustáceos (camarones) principalmente. Presenta 

propiedades para formar películas, además de alta actividad antibacteriana, antifúngica y 

antioxidante (Moreira, 2011).  

 

Los procesos para la preparación de envases activos comestibles son convencionalmente 

el método: casting, extrusión y electrospinning. La técnica casting fue aplicada en esta 

investigación la cual también es conocida como: fundición solvente , es la técnica más 

utilizada, para la preparación de empaques activos comestibles (Mellinas et al., 2016) 

Casting es un procedimiento utilizado ampliamente a escala de laboratorio, el cual se basa 

en un mecanismo de conservación donde los hidrocoloides se dispersaron en una solución 

acuosa y las suspensiones se precipitan después del secado, el solvente se calienta por 

encima de la temperatura de fusión, se homogeniza y se vierte sobre una superficie plana 

mientras se enfría. Los solventes más utilizados son agua y etanol (Masuelli, 2017). 

 

Como componentes activos de los recubrimientos se usan también aceites esenciales los 

cuales son metabolitos secundarios de las plantas. Son líquidos aceitosos aromáticos 

obtenidos de material vegetal (Flores, semillas, hojas, ramas, cortezas etc.), usados 

ampliamente por sus propiedades antimicrobianas. Entre los aceites esenciales más 

usados en alimentos se encuentran el de clavo, cilantro, laurel, albahaca, romero, 

hierbabuena, tomillo y orégano. Los compuestos presentes en los aceites esenciales son 

principalmente terpenos fenólicos , responsables de la actividad antimicrobiana de los 

aceites esenciales los cuales pueden ser letales para la célula microbiana o simplemente 

servir como inhibidores de la producción de metabolitos (Guerrero et al., 2015). 

 

El aceite esencial de orégano es el primer antiséptico natural y tiene amplio poder 

microbicida, puede bloquear el crecimiento de hongos, así como también inhibe el 

crecimiento de la mayoría de bacterias. El aceite de orégano contiene carvacol y timol 
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compuestos que  trabajan juntos con efecto sinérgico para potenciar las propiedades 

antisépticas. Su eficacia es aumentada por su seguridad, debido a que no es tóxico (Solís, 

2011). Pueden favorecer la inocuidad y estabilidad de los alimentos y proveen sabores de 

manera natural reduciendo al mínimo el uso de aditivos sintéticos, la sociedad moderna 

tiene el deseo de consumir alimentos frescos, por lo que se ha incrementado la popularidad 

de los alimentos mínimamente o parcialmente procesados, seguros y con una vida de 

anaquel suficiente para su transporte hasta el consumidor (Rodríguez, 2011). 

 

Por otro lado, la nisina es una bacteriocina producida por Lactococcus lactis subsp. lactis 

presenta actividad antimicrobiana frente a un amplio espectro de bacterias Gram positivas. 

La nisina es ampliamente utilizada en la industria alimentaria como un producto seguro y 

natural (Pranoto et al., 2004). La nisina es codificada como E-234, debido a su naturaleza 

proteica se inactivan por las enzimas proteolíticas del tracto gastrointestinal y no parecen 

ser tóxicas, lo que las convierte en una alternativa natural como conservantes de  alimentos 

frente al uso de conservantes sintéticos (Alcívar y Espinoza 2018). 

 

Las películas activas son alternativas sostenibles y naturales a los envases tradicionales, 

que preservan adecuadamente los alimentos. En el presente capitulo se describe la 

evaluación de las propiedades de la película comestible a partir de quitosano como matriz 

polimerica con la inclusión de aceite esencial de orégano encapsulado y nisina como 

antimicrobianos como alternativa para la conservación de alimentos y a su vez para 

disminuir el uso de conservantes sintéticos como nitratos y nitritos. 

3.4 Materiales y métodos  

3.4 Materiales 

Quitosano de bajo peso molecular (Sigma-Aldrich St Louis, USA) sustancia 

antimicrobianas nisina proveniente del Lactococcus lactis (CIMPA S.A), aceite esencial de 

orégano (AEO) Origanum vulgare L., Labiatae (Domus vita), dos cepas bacterianas ATCC, 

american type culture collection cepa Gram negativa 12900 E.coli  O157:H7  y una cepa 

Gram positiva  ATCC 12915 Clostridium. Perfringens, Tween® 80 (Research products 

international), ácido láctico grado alimentario, glicerol, agar nutritivo (Merck). 
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3.4.1 Elaboración de las películas  

Fueron preparadas 9 formulaciones correspondiente a 3 concentraciones de nisina (0 

UI/mL, 250 UI/mL y 500 UI/mL), 3 concentraciones de aceite esencial de orégano (0%v/v, 

0,25%v/v y 0,50% v/v) en una concentracion de la matriz polimérica quitosano (2%pv). Las 

posibles combinaciones fueron arrojadas por el programa estadístico Statgraphics Plus 

cómo se indica en la tabla 6 aplicando así un diseño experimental de 3x3, con sus 

respectivas replicas.   

 

El recubrimiento se elaboró a partir de 2g  de quitosano en un vaso de precipitado, se 

midieron 100 mL de agua posteriormente se agregó 1 gramo de ácido láctico al 1 % (v/v), 

se homogenizo en ultraturrax a 5000 rpm bajo agitación continua a hasta alcanzar 

temperatura de 40 °C aproximadamente 2 horas. La mezcla se filtró y se  adicionó 0,5 mL 

de glicerol como agente plastificante y 0,5 mL de Tween® 80 como agente tensoactivo a 

67 °C (Rico, 2013). La solución se homogenizó en ultraturrax a 5000 rpm por 5 minutos. 

En la solución anterior se emulsificó el aceite esencial de orégano 150 µL según la 

concentración, y nisina 150 µL según la concentración, con agitación a 800 rpm durante 3 

horas, se desgasificó a 25°C. Las películas se sirvieron en cajas de Petri plásticas de 90 

mm adicionando a cada una un volumen de 12 mL. Las soluciones se secaron a 40°C 

durante 48 horas. Luego se colocaron en un desecador para evitar la ganancia de 

humedad hasta el momento de realizar las pruebas de caracterización. El método 

mencionado anteriormente es conocido como casting (Guerrero et al., 2015). 

Tabla 6 Formulaciones de las películas evaluadas a partir de quitosano con la inclusión 
de aceite esencial de orégano encapsulado y nisina 

  BLOQUE NISIN UI/ml AEO % (v/v) 

1 1 0,0 0,00 

2 1 250 0,00 

3 1 500 0,00 

4 1 0,0 0,25 

5 1 250 0,25 

6 1 500 0,25 

7 1 0,0 0,50 

8 1 250 0,50 

9 1 500 0,50 
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10 2 0,0 0,00 

11 2 250 0,00 

12 2 500 0,00 

13 2 0,0 0,25 

14 2 250 0,25 

15 2 500 0,25 

16 2 0,0 0,50 

17 2 250 0,50 

18 2 500 0,50 

 

3.4.2 Contenido de humedad  

Se usó el método 935.29 (AOAC, 2002) para evaluar la humedad de la película. Para la 

determinación de humedad fueron pesadas las películas una vez elaboradas y 

transcurridas 48 horas (Rico, 2013). 

3.4.3 Permeabilidad al vapor de agua  

Para la determinación de la permeabilidad al vapor del agua (PVA) se determinaron 

gravimétricamente de acuerdo con el método ASTM E96-92 (ASTM, 1992), usando copas 

con un diámetro de 2 cm. Las películas se pusieron sobre las copas que contenían agua 

destilada (100% HR; presión de vapor de 2337 Pa a 20°C). Este montaje se ubicó en un 

desecador a 20°C que contenía sílica gel. Los pesos se tomaron en intervalos de una hora, 

desde la hora 1 hasta la hora 8. (Fajardo et al., 2010). 

La permeabilidad al vapor de agua se calculó según la siguiente ecuación:  
 

𝑊𝑉𝑃 =
∆𝑚

𝑡 ∗ 𝐴 ∗ 𝑃𝑜
∗ 𝐿 

 

Figura 11 Ecuación de permeabilidad al vapor de agua 
 
Donde WVP es la permeabilidad del vapor de agua en g.mm.m-2.h-1.kPa-1; Δm es la 

variación del peso de la sílica gel en g; t es la variación del tiempo en h; A es el área 

expuesta de las películas en m2 y Po es la presión parcial de vapor de agua a 20°C (Šuput 

Z. et al., 2016) 
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3.4.4 Propiedades mecánicas  

El porcentaje de elongación  y fuerza tensil de las películas fue evaluado por el método 

estándar de la ASTM D882. Las pruebas fueron realizadas en un texturómetro TA-TX 

Plus®,  Las películas se cortaron en rectángulos de 10 cm de largo x 2cm de ancho y se 

fijaron con ganchos de tensión al texturómetro. Se aplicó una fuerza de 15 N para evaluar 

su capacidad extensible o resistencia a la deformación y una velocidad transversal de 5 

mm/s para la tensión. Evaluando la fuerza de tensión, elongación al punto fractura y 

elasticidad (Rosales et al., 2012). La fuerza tensil se calculó con base en el área transversal 

original de la muestra usando la ecuación (Figura 12), mientras que el porcentaje de 

elongación (%EL) se calculó usando la ecuación (Figura 13) (Mei et al., 2013). 

 

 

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎 𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑙(𝐹𝑇) =
𝑁

𝐴
 

Figura 12 Ecuación fuerza tensil 

 

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑙𝑜𝑛𝑔𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%𝐸𝐿) = 𝐿 − 𝐿𝑜/𝐿𝑛 ∗ 100 

 

 Figura 13 Ecuación porcentaje de elongación  

 

Donde N, representa la fuerza en la carga máxima en la ruptura (N), A hace referencia al 

área transversal inicial de la película (cm2). 𝐿0 es la longitud inicial de la muestra (cm) y 𝐿 

es la longitud final de la muestra (cm) (Mei et al., 2013). 

3.4.5 Propiedades antimicrobianas de la película  

Para observar el efecto inhibitorio de los atimicrobianos nisina y aceite esencial de orégano 

sobre el crecimiento E.coli O157:H7 y Clostridium perfringens aplicadas en la matriz 

polimérica de quitosano, se realizaron diluciones decimales consecutivas a partir de los 

patrones anteriormente preparados. Se ensayaron siembras de las diluciones 103 y 105, 

sembrando de cada dilución 0,1 ml en superficie, por duplicado, en agar nutritivo 

homogeneizando con un asa de Hockey. Una vez inoculado el respectivo microorganismo, 
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se procedió a impregnar discos de papel filtro (Whatman) de 4 mm de diámetro, con cada 

antimicrobiano según la concentración, distribuyéndolos en las cajas de Petri de manera 

equidistante. Se empleó como control negativo un disco de papel filtro impregnado con 

agua destilada estéril, el cual se ubicó en la segunda caja. Todas las cajas se incubaron a 

37°C durante 24 horas. Al término del tiempo de incubación, se observaron las cajas, 

seleccionando aquellos discos que presentaron un halo de inhibición del crecimiento. Estos 

halos fueron medidos utilizando una regla milimetrada, expresando los resultados de la 

medición, como el radio de toda la zona de inhibición alrededor del disco (substrayendo el 

radio del disco de papel). El promedio aritmético de cada una de las réplicas para cada 

cepa y extracto fue registrado en los resultados (Herrera y García  2006). 

3.5 Diseño experimental y análisis estadístico  

Para esta investigación se aplicó diseño experimental de 3x3 en donde se evaluaron 9  

formulaciones distintas por duplicado así: 3 concentración de nisina ( 0 UI/mL , 250 UI/mL 

y 500 UI/mL) , 3 concentraciones de aceites esencial de orégano (0%v/v, 0,25%v/v y 0,50% 

v/v) en una concentración de quitosano (2%pv),  frente a cada microrganismo evaluado 

E.coli O157:H7 y Clostridium perfringens combinaciones arrojados por el software 

Sigmaplot plus,  posteriormente se realizó un análisis de varianza (ANOVA) , empleando  

test de Tukey para comparar diferencias significativas entre tratamientos según los 

parámetros evaluados: elongación, fuerza tensil, contenido de humedad, permeabilidad al 

vapor de agua y actividad antimicrobiana , utilizando el programa estadístico Minitab 

versión 16. Para los análisis se tuvo en cuenta un intervalo de confianza del 95% (p< 0,05). 

3.6 Resultados y discusión  

3.6.1 Contenido de humedad  

En la Tabla 7 se muestran los promedios de los porcentajes finales de humedad de las 

películas elaboradas con quitosano (2% p/v) con la incorporación de nisina  y aceite 

esencial de orégano encapsulado, en donde se encontraron diferencias significativas 

(p<0,05)  entre las tres concentraciones de nisina , encontrando que a medida que se 

aumentó la concentración de este componente activo disminuye el contenido de humedad 

este comportamiento es normal si se compara con algunos estudios que indican que la 

adición de nisina u otros compuestos bactericidas disminuyen la humedad  (Bodini et al., 
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2013; Bonilla  et al., 2016),resultados similares fueron expuestos por Wang et al. (2018), 

quienes encontraron que con la adición de celulosa nanobacteriana a películas de agar, 

disminuyen el contenido de humedad de la película, argumentando que la interacción entre 

estos dos compuestos bloqueó el paso del agua y su unión a través de puentes de 

hidrogeno. Esto también ha sido reportado por Basch et al. (2013) en películas de almidón 

adicionadas con hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). Con respecto a los aceites esenciales 

se observó que no existieron diferencias significativas estadisticas entre concentraciones 

de AEO encapuslado aunque tambien se aprecia disminución en el contenido de humedad 

de la película. La agregación de aceites esenciales causa la formación de enlaces 

covalentes entre los grupos funcionales de las cadenas de quitosano, dando lugar a una 

disminución en la disponibilidad de los grupos hidroxilo y amino y limitando las 

interacciones del agua por enlaces de hidrógeno, lo cual resulta en una disminución 

gradual del valor de contenido de humedad de las películas comestibles (Bodini et al., 

2013; Bonilla  et al., 2016). , por otro lado Rico (2013) encontró que los AES no presentaran 

diferencias significativas (p<0,05)  efecto sobre los contenidos finales de humedad para 

los tratamientos, indicando que la concentración de aceites esenciales no tiene relación 

con la pérdida de peso de las películas. Los resultados obtenidos en esta investigación son 

positivos debido a que menor porcentaje de humedad de la película limitara el desarrollo 

de bacterias patógenas (PAHO, 2020). 

Tabla 7. Contenido de humedad (%) de las películas de quitosano con adicion de AEO 
encapsulado y nisina. 
 

ACEITE ESENCIAL DE 
ORÉGANO% (v/v) 

  

NISINA UI/ml 

0 250 500 

0 
6,50±0,14 5,65±0,071 4,35±0,354 

0,25 
6,15±0,212 5,10 ±1,414 4,20 ±1,131 

0,50 
 

6,35±0,071 
 

5,25 ±1,344 
 

3,60 ±0,283 
 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes. 
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3.6.1 Permeabilidad al vapor de agua   

En la tabla 8 se evidencia los resultados obtenidos para permeabilidad al vapor de agua. 

Se puede evidenciar una relación inversamente proporcional en donde a medida que se 

aumenta la concentración del componente bioactivo nisina aumenta también la 

permeabilidad al vapor de agua, se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre 

las diferentes concentraciones de nisina. En bibliografia se ha reportado que la interacción 

entre quitosano y otros polisacaridos como la maltodextrina disminuye la cantidad de 

grupos funcionales polares disponibles y por consiguiente reducen los puentes de 

hidrogeno presentes y la velocidad de transmisión del vapor de agua, como consecuencia 

se forma red polimerica mas hidrofobica lo cual se traduce en una mayor impermeabilidad 

(Vásconez et al., 2009).Por otro lado, la permeabilidad del vapor de agua es un factor 

importante para la aplicación de recubrimientos comestibles como sistemas de empaque 

de alimentos. Esto refleja la habilidad de la película para prevenir o reducir la transferencia 

de agua entre el alimento y el ambiente (Homez-Jara et al., 2018). Debido a que con la 

adición del agente antimicrobiano la permeabilidad del agua aumentó, Este 

comportamiento puede ser atribuido a la presencia de los péptidos antimicrobianos de la 

nisina los cuales generan cambios en las interacciones del quitosano e interrupción en la 

matriz del biopolímero resultados similares a los obtenidos por Basch et al. (2013), quienes 

adicionaron nisina y sorbato de potasio a películas de almidón con HPMC, y hubo un 

incremento de la permeabilidad al vapor de agua. Por otro lado al aumentar la 

concentración de AEO encapsulado no se encontraron diferencias significativas (p<0,05)  

lo cual concuerda con resultados obtenidos por Rico (2013) , quien adiciono aceites 

esencial de naranja y limón en concentraciones 0,5% , 1%, 1,5% (v/v) en películas de 

quitosano  reportando como resultado que para las características de permeabilidad de las 

películas no mostraron una relación aparente entre los AES de limón y naranja y la 

permeabilidad al vapor de agua, pues los valores obtenidos fueron similares a los del 

control. Por lo cual concluyó que la permeabilidad al vapor de agua depende 

fundamentalmente de la interacción entre las moléculas de quitosano y otros 

componenetes que conforman la película. Estos resultados favorecen la reducción en la 

pérdida de humedad de los alimentos.       
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Tabla 8. Permeabilidad al vapor de agua (g mm h-1 m-2 kPa-1) de las películas de 
quitosano con adicion de AEO encapsulado y nisina.  
 

ACEITE ESENCIAL 
DE ORÉGANO% 

(v/v) 
  

NISINA UI/ml 

0  250  500 

0  
2,85 ±0,07 3,40±0,00 3,30±0,14 

0,25 
3,20±0,14  3,30±0,28  

 
3,50±0,28  

0,50 
  

2,95±0,21          3,30±0,14 3,50 ±0,14 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes 

3.6.1 Propiedad mecánicas  

Según los resultados obtenidos en la tabla 9 y la tabla 10 para la propiedades mecánicas 

evaluadas: porcentaje de elongacion y fuerza tensil,se puede evidenciar que al aumentar 

la concentracion de las formulaciones disminuye el porcentaje de elongación y fuerza 

tensil. Este comportamiento es esperado debido a la variedad de compuestos que 

componen la película, debido a que algunos de ellos no son completamente miscibles, 

como consecuencia disminuye la cohesión de la estructura polimérica, lo cual conduce a 

la aparición de discontinuidades en la matriz; el fenómeno previamente mencionado se 

puede ver con facilidad en la formación de poros de las películas, también reportado por  

Chang et al., (2014). Encontrando diferencias significativas (p<0,05) entre las diferentes 

concentraciones de nisina, estos resultados concuerdan con estudiso realizados por Basch 

et al. (2013) encontraron que el porcentaje de elongación disminuyó hasta un 89% con 

respecto a las películas de almidón de tapioca, cuando se les adicionó nisina, estos 

resultados tambien concuerda con los resultados obtenidos por Pranoto et al. (2005), en 

donde la incorporación de nisina a películas de quitosano hizo que disminuyera la fuerza 

tensil de 37,03 ± 1,29 a 23,70 ± 6,29 MPa, por otro lado las concentraciones de AEO 

encapsulado no arrojaron diferencias significativas lo cual conincide con los resultados 

obtenidos por Rico (2013) quien encontró que la concentración de AES no tiene efecto 

significativo sobre la fuerza realizada para romper la película, pues tuvieron un 

comportamiento similar al control. 



¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.apítulo 2 101 

 

 

Tabla 9. Fuerza tensil de las películas de quitosano con adición AEO y nisina en (MPa)  

 
ACEITE ESENCIAL DE 

ORÉGANO% (v/v) 
  

NISINA UI/ml 

0 250 500 

0 
5,60±0,07 4,90±0,64 4,30±0,21 

0,25 
4,50±1,13  3,80±1,06 2,60±1,27 

0,50 
 

 5,80±0,78 4,40±0,71 4,50±1,41 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes 

 

Tabla 10. Porcentaje de elongación de las películas de quitosano con adición AEO y nisina 
(%)  
 

ACEITE ESENCIAL DE 
ORÉGANO% (v/v) 

  

NISINA UI/ml 

0 250 500 

0 
1,45±0,21 1,40±0,14 0,70±0,14 

0,25 
1,55±0,21 1,30±0,14 0,75±0,07 

0,50 
1,35±0,07 1,25±0,21 0,65±0,21 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes 

3.6.1 Propiedad antimicrobiana de la película   

En el caso de la capacidad de inhibición como se puede apreciar en la tabla 11 y tabla 12 

se aprecia que entre mayor sea la concentración del antimicrobiano nisina y AEO 

encapsulado se forma un halo de inhibición mayor alrededor del disco contado en mm en 

donde el comportamiento es similar para los cepas evaluadas, pero demostrando una 

mayor efectividad de los compuestos bioactivos sobre la cepa Clostridium perfringens 

bacteria Gram positiva que sobre E. coli O157:H7 bacteria Gram negativa,  lo cual 

concuerda con los resultados obtenidos por (Rosales et al.,2012) quienes evaluaron las 

propiedades antimicrobianas de películas del alginato de sodio y películas de quitosano 
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con nisina , aceite esencial de orégano y aceite esencial de ajo demostraron mayor 

efectividad sobre L. monocytogenes y S. aureus (microorganismos Gram positivos) que 

sobre Salmonella enteritidis (microorganismo Gram negativo), este hecho es atribuido a la 

membrana externa que poseen las bacterias Gram negativas, la cual crea una barrera 

adicional y semipermeable a ciertas sustancias obteniendo así una mayor resistencia 

antimicrobiana, por otro lado se conoce que la nisina actúa principalmente sobre bacterias 

Gram positivas a nivel de la membrana citoplasmática originando poros que causan 

perdida de compuestos citoplasmáticos inhibición del transporte de aminoácidos, 

despolarización de la membrana y en consecuencia muerte celular según resultados 

encontrados por (Raybuadi et al., 2009). Por otro lado los mecanismos de acción de los 

aceites esenciales no está bien definido dada la gran cantidad de compuestos activos que 

posee así que pueden actuar de diversas maneras: degradan la pared celular de las 

bacterias, dañan la membrana citoplasmática y a las proteínas de la membrana celular, 

coagulan del citoplasma entre otros (Rosales et al., 2012).  Observando diferencias 

signficativas (p<0,05) entre todos los tratamiento lo cual indica que los dos bioactivos 

actúan como antimicribianos y a medida que se aumentó la concentración de nisina y AEO 

se generara mayor halo inhibición los microorganismos evaluados en esta investigación. 

 

Tabla 11. Halos de inhibición al crecimiento microbiano reportado en mm frente a E. coli 
O157:H7 
 

ACEITE ESENCIAL DE 
ORÉGANO% (v/v) 

  

NISINA UI/ml 

N: 0 N: 250 N: 500 

0 
 

0,60±0,14 9,65±0,07 28,05±0,07 

0,25 
2,35±0,21 9,90±0,14 30,50±0,14 

0,50 4,30±0,28 11,25±0,07 31,45±0,07 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes 
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Tabla 12. Halos de inhibición al crecimiento microbiano reportado en mm frente a  
Clostridium perfringens 
 

ACEITE ESENCIAL 
DE ORÉGANO% (v/v) 

  

NISINA UI/ml 

N: 0 N: 250 N: 500 

0 
 

0,25±0,07 
 

33,5±0,64 51,7±0,35 

0,25 3,50±0,14 33,6±0,14 52,8±0,14 

0,50 
 

5,60±0,00 33,5±0,64 62,9±0,14 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes 

3.7 Conclusión  

La adición de AEO encapuslado en películas de quitosano no afecta las propiedad 

fisicoquímicas, ni mecánicas de las películas, por otro lado el aumento en la concentración 

de nisina si afecta de manera gradual las características fisicoquímicas y mecanicas  de la 

película a partir de quitosano adicionalmente se encontró que los dos componenetes 

bioactivos representaron capacidad de inhibición frente a los dos cepas evaluadas 

Clostridium perfringens bacteria Gram positiva y E. coli O157:H7 bacteria Gram negativa, 

demostrando mayor capacidad de inhibición por parte de los antimicrobianos a mayor 

concentración de los mismos. Por esta razón se encuentró que al trabajar con 

concentración de AEO encapusaldo de 0,50% (v/v) y 250 UI/mL de nisina mantendría las 

características de la película a base de quitosano, debido a que demostró tener mejores 

propiedades antimicrobianas, fisicoquímicas y mecánicas. Esta formulación puede ser una 

alternativa como recubrimiento en alimentos. 
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Capítulo 4. Efecto del recubrimiento 
comestible a partir de quitosano, con 
adición de aceite esencial de orégano 
encapsulado y nisina en carne de 
hamburguesa durante el periodo de vida útil.  

4.1 Resumen  

Las carnes de hamburguesa son consideradas alimentos perecederos, las cuales desde 

el punto de vista microbiológico son más susceptibles que los productos cárnicos enteros 

y embutidos, debido a que el área superficial expuesta al entorno es mayor, facilitando la 

penetración y disponibilidad de oxígeno a los microorganismos. El objetivo de esta 

investigación fue: determinar el efecto de la aplicación de un recubrimiento comestible en 

carne de hamburguesa. El recubrimietno se elaboró a partir de quitosano, con adición de 

nisina y aceite esencial de orégano encapsulado, se realizó un comparativo entre dos 

tratamientos. Carne de hamburguesa con recubrimiento comestible y carne de 

hamburguesa sin recubrimiento comestible. Se analizaron algunas variables relacionadas 

con la vida útil de la carne de hamburguesa como análisis sensorial, pH, AW, textura y 

análisis microbiológico según la normatividad vigente colombiana. Los resultados indican 

que no fueron encontradas diferencias significativas (p>0,05) entre los dos tratamientos 

para análisis fisicoquímico, sensorial y microbiológico pero lo resultados obtenidos 

demostraron que el recubrimiento comestible a base de quitosano, aceite esencial de 

orégano y nisina permitió mantener la calidad de la carne de hamburguesa estable durante 

los 12 días de evaluación  a diferencia de la carne de hamburguesa evaluada sin 

recubrimiento la cual empezó a perder calidad desde el día 6, lo cual es lo esperado para 

un alimentos perecedero en refrigeración, el recubrimiento elaborado en esta investigación 

puede ser una alternativa para el reemplazo de aditivos sintéticos como los nitratos y 

nitritos.  
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Palabras claves: carne de hamburguesa, vida útil, pH, Aw, análisis microbiológico, análisis 

sensorial, quitosano, aceites esencial de orégano, nisina. 

4.2 Abstract  

Hamburger meats are considered perishable foods, which from a microbiological point of 

view are more susceptible than whole meat and sausage products, because the surface 

area exposed to the environment is greater, facilitating the penetration and availability of 

oxygen to microorganisms. The aim of this research was: to determine the effect of the 

application of an edible coating on hamburger meat. The coating was made from chitosan, 

with the addition of nisin and encapsulated essential oil of oregano. A comparison between 

two treatments was made. Hamburger meat with edible coating, hamburger meat without 

edible coating. Some variables related to the useful life of the hamburger meat were 

analyzed such as sensory analysis, pH, AW, texture and microbiological analysis according 

to the current Colombian regulations. The results indicate that no significant differences 

were found (p>0,05) between the two treatments for physicochemical, sensory and 

microbiological analysis but the results obtained showed that the edible coating based on 

chitosan, oregano essential oil and nisin allowed to maintain the quality of the hamburger 

meat stable during the 12 days of evaluation unlike the hamburger meat evaluated without 

coating which began to lose quality from day 6, which is expected for a perishable food in 

refrigeration, the coating developed in this research can be an alternative for the 

replacement of synthetic additives such as nitrates and nitrites.  

 

Keywords: hamburger meat, shelf life, pH, Aw, microbiological analysis, sensory analysis, 

chitosan, oregano essential oils, nisin. 

4.3 Introducción  

El consumo de carne roja y productos cárnicos se ha incrementado dramáticamente en 

todo el mundo; Entre los alimentos, la hamburguesa es una comida muy popular lista para 

comer y / o lista para cocinar. En este sentido la oxidación de lípidos y el crecimiento de 

microrganismos durante el período de almacenamiento se consideran dos factores 
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importantes que afectan la calidad de este material alimenticio, y están entre las 

preocupaciones de los productores de hamburguesas, ya que pueden presentar efectos 

negativos sobre el olor y el sabor de las carnes de hamburguesa (Mozaffari et al., 2014). 

 

En la industria alimentaria, la industria cárnica tiene como objetivo producir, procesar y 

distribuir la carne de origen animal, siendo ésta la que presenta mayor volumen de 

producción y venta de productos en todo el mundo (Martínez, 2016). El sector agropecuario 

contribuye con el 3,3 % de PIB nacional en Colombia. Por su parte la ganadería contribuye 

con el 2 % de PIB nacional; la ganadería colombiana equivale a 2 veces el sector avícola 

y 3 veces el sector cafetero, genera 810 mil empleos directos. Ademas el consumo de 

carne de bovino en Colombia es de 18,6 (kg/persona/año)  en 2.019 (Estadísticas 

FEDEGAN 2019). 

 

Los productos de origen animal presentan una susceptibilidad mayor a la contaminación y 

al crecimiento de microorganismos que producen degradación y enfermedades en los 

alimentos (Hsi et al., 2015). La carne de hamburguesa es clasificada como un producto 

cárnico procesado, homogenizado o picado o ambas, formado sometido o no a tratamiento 

térmico elaborado, a base de carne y con la adición de sustancias de uso permitido 

(ICONTEC 1325, 2008). Este alimento es, desde el punto de vista microbiológico, más 

susceptible que los productos cárnicos enteros y embutidos, debido a que el área 

superficial expuesta al entorno es mayor, facilitando la penetración y disponibilidad de 

oxígeno a los microorganismos (Fernández et al., 2006). 

 

La vida útil de un alimento a lo largo de la historia se ha intentado definir de muchas 

maneras. Una de estas definiciones es: “La vida útil de un alimento es el período de tiempo 

en el que el producto se vuelve inaceptable desde la perspectiva sensorial, nutricional o 

de seguridad” (EUFIC, 2013). Existen varios factores que afectan a la estimación de la vida 

útil de un producto sin la intervención del consumidor, como son las propiedades 

intrínsecas del propio alimento, los elementos extrínsecos, que engloban aquellos 

proporcionados por el ambiente durante su distribución y su almacenamiento y por último, 

el tipo de almacenamiento (Gordon, 2009). 

 

Los factores intrínsecos son aquellos que poseen los propios productos, entre los que se 

encuentran el pH del alimento, los nutrientes, la actividad de agua (Aw), el potencial redox, 
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el valor total de la acidez, el oxígeno disponible, la propia microbiota natural y los 

microorganismos que han superado los tratamientos de conservación. Por otro lado, los 

factores extrínsecos son aquellos que no presentan relación con el producto, pero que 

puede afectar a su calidad. Entre ellos se encuentra el tiempo y la temperatura durante la 

elaboración del producto, la humedad relativa, durante su distribución y almacenamiento. 

La interacción de estos factores influye en la calidad final del producto ya que pueden 

generar o inhibir determinadas reacciones bioquímicas que alteran las características 

organolépticas del alimento. Como se puede evidenciar en la tabla 13, los alimentos 

pueden ser clasificados como perecederos, cuya vida útil es muy corta, semiperecederos, 

con una vida útil corta o media y los poco perecederos los cuales presentan una mayor 

vida útil (Castro, 2010)  

 

Tabla 13. Comparación del tiempo de los tipos de alimentos en relación con el tipo de 
almacenamiento que se lleve a cabo (Castro, 2010). 
 

Alimento  Duración  Almacenamiento  

Perecederos  7 Días  Congelación o refrigeración 

entre -12°C a -18°C o 0°C 

y 7°C 

Semiperecederos  30-90 Días  Sometidos a 

pasteurización, 

fermentación, etc. 

No perecederos  Varios meses o años  Esterilizados, 

deshidratados, etc. 

  

Por lo cual el objetivo de esta investigación fue determinar el efecto del recubrimiento 

comestible conteniendo quitosano con adición aceite esencial de orégano encapsulado y 

nisina en carne de hamburguesa, mediante el análisis de varibles relaciodas con la vida 

útil del alimento desde el punto de vista físico químico, microbiológico y sensorial.   

4.4 Materiales y métodos   

 

El análisis se realizó mediante la evaluación de dos tratamientos. Un tratamiento  

correspondió a carne de hamburguesa con recubrimiento comestible a base de quitosano 

conteniendo aceite esencial de orégano encapsulado y nisina. El otro tratamiento  
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correspondió a carne de hamburguesa sin recubrimiento. El análisis se realizó durante 12 

días con el objetivo de determinar su tiempo de vida útil, mediante análisis microbiológico, 

parámetros físico químicos como pH, Aw, textura y análisis sensorial.  

4.4.1 Materiales 

Para la elaboración de la hamburguesa se usaron 8 kilogramos de carne de pierna bovina, 

del corte denominado bola de pierna (Recto femoris, Vastus lateralis, Vastus medialis, 

Vastus intermedius) debido a su bajo contenido de tejido conectivo, adquirida en expendio 

de carne comercial.   

Para la elaboración del recubrimiento se utilizó quitosano de bajo peso molecular (Sigma-

Aldrich St Louis, USA), nisina proveniente del Lactococcus lactis (CIMPA S.A), aceite 

esencial de orégano encapsulado (AEO) Origanum vulgare L., Labiatae (Domus vita), 

Tween® 80 (Research products international), ácido láctico y glicerol. 

Para el análisis microbiológico se utilizó agar Baird Parker (Difco), agar selectivo para 

perfringens  (SPS Merck), caldo lactosado (Merck),  caldo tetrationato (Merck)  agar XLD 

(Merck), agar bismuto sulfito (Merck), agar rambach (Merck), agar TSI (Merck), agar SIM 

(Merck) agar chromocult (Merck). 

4.4.2 Elaboración de la carne de hamburguesa 

Para la elaboración de la hamburguesa se siguió la siguiente metodología: en primer lugar 

se realizó la recepción de la materia prima, carne de res (cortes de bola de pierna), 

posteriormente se realizó la limpieza de la carne eliminando tejido conectivo, tejido 

conjuntivo, venas etc., paso seguido se pesó la carne, grasa natural, agua y aditivos según 

la formulación, posteriormente en un molino con disco de 8” se molió la carne de res y la 

grasa, después se realizó el mezclado con agua. En este punto se requirió la adición de 

aditivos según formulación (cloruro de sodio, fosfato, condimentos deshidratados, cebolla 

deshidratada, eritorbato y pimienta) excepto nitratos y nitritos como se evidencia en la tabla 

14. 
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Tabla 14. Materias primas utilizadas para la elaboración de la carne de hamburguesa  

  
H

A
M

B
U

R
G

U
E

S
A

 :
 1

2
5
 G

ra
m

o
s
 INGREDIENTES % GRAMOS 

Carne de Res  67,9% 93,0 

Grasa 8,5% 11,6 

Agua  8,5% 11,6 

ADITIVOS   

Cloruro de sodio 1,0% 1,4 

Fosfato 0,3% 0,3 

Condimentos 
deshidratados 0,8% 1,2 

Cebolla deshidratada 4,2% 5,8 

Eritorbato  0,0% 0,0 

Pimienta  0,0% 0,1 

  
R

E
C

U
B

R
IM

IE
N

T
O

 

AEO: 150 µL 

 

Nisina: 150 µL 

Película quitosano 

Quitosano : 2 gr 

Acido lactico : 1 gr 

Glicero: 0.5 ml 

Tween 80: 0.5 ml 

Recubrimiento 8,8% 
                 
12,0  

  
Peso 
total: 

             
137,0  

 

Mediante proceso de amasado se incorporaron de manera uniforme grasa y aditivos. 

Posteriormente fue realizado el moldeo con ayuda de un rodillo con el fin de obtener la 

forma tamaño y textura deseada de la hamburuguesa el peso de cada unidad fue de 125 

g (Bustacara y Joya 2007). Las carnes de hamburguesa obtenidas fueron llevada a un 

proceso de pre cocción en horno a una temperatura de 180°C durante 3 minutos, 

posteriormente fueron almacenados temperatura de refrigeración a 4°C, para efectos de 

la normatividad vigente NTC 1325 de 2008 un producto sometido a proceso de pre cocción 

se considera crudo (ICONTEC 1325,2008).   

4.4.3 Implementación del recubrimiento en la carne de 

hamburguesa 

El recubrimiento se elaboró a partir de 2g  de quitosano. En un vaso de precipitado, se 

midieron 100mL de agua posteriormente se agregó 1 gramo de ácido láctico 1 % (v/v), se 
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homogenizo en ultraturrax a 5000 rpm bajo agitación continua hasta alcanzar temperatura 

de 40 °C aproximadamente por 2 horas. La mezcla se filtró y se le adicionó 0,5 mL de 

glicerol como agente plastificante y 0,5 mL de Tween® 80 como agente tensoactivo a 67 

°C (Rico, 2013). La solución se homogenizó en ultraturrax a 5000 rpm por 5 minutos. En 

la solución anterior se emulsificó el aceite esencial de orégano encapsulado 150 µL 

mediante la técnica complejos de inclusión usando β-ciclodextrina como agente 

encapsulante en concentración 0,50% v/v  y nisina 150 µL  en concentración de 250 UI/ml 

(6,25 mg/kg) según los resultados obtenidos en la sección 3.6 de este documento. Se 

homogenizo la mezcla con agitación a 1000 rpm durante 1 min. (Fuenmayor, 2018). La 

solución obtenida se desgasificó a 25°C controlando la temperatura para evitar 

evaporación de los componentes antimicrobianos (Rico, 2013).  

 

Posteriormente se sumergieron 5 unidades de carne de hamburguesa de  125 gramos en 

esta solución, se dejó secar en bandejas desinfectadas las cuales se cubrieron con film 

plástico y se llevaron a temperatura de refrigeración 4°C durante  12 días. 

Simultáneamente se colocaron 5 unidades de carne de hamburguesa de 125 gramos sin 

recubrimiento con igual procedimiento, con el objetivo de evaluar sus características físico 

químicas, microbiológicas y sensoriales.  

 

4.4.4 Evaluación sensorial 

Para la realización de esta prueba se inició preguntando  a 60 consumidores escogidos 

aleatoriamente si consumían carne de hamburguesa al menos una vez por trimestre. Si la 

respuesta era positiva se procedió a entregar a cada consumidor un formato el cual 

contiene una escala hedónica de 7 puntos así: 7= Me gusta extremadamente, me 6=gusta 

mucho, 5= me gusta, 4=ni me gusta ni me disgusta, 3=me disgusta,= 2me disgusta mucho, 

1=me disgusta extremadamente (Aguirre, 2016). Cada consumidor evaluó 2 muestras de 

carne de hamburguesa codificadas aleatoriamente como se observa en la tabla 15, la 

muestra con código 879 correspondió a carne de hamburguesa elaborada sin 

recubrimiento comestible. La muestra con código 373 correspondió a carne de 

hamburguesa elaborada con la inclusión del recubrimiento comestible, el formato utilizado 

se puede ver en el  Anexo1 de este documento.  
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Tabla 15. Escala hedónica de 7 puntos para evaluar las muestras por parte de los 
consumidores  seleccionados 
 

 

Carne de 
hamburguesa sin 

recubrimiento  

Carne de 
hamburguesa con 

recubrimiento 

 879    373    

Me gusta extremadamente   

Me gusta mucho   X 

Me gusta   

Ni me gusta ni me disgusta X  

Me disgusta   

Me disgusta mucho   

Me disgusta extremadamente   

 

Los consumidores debían probar cada una de las muestras de manera aleatoria y marcar 

con una “X” el grado de aceptación del producto según la escala que va desde “Me gusta 

extremadamente” hasta “Me disgusta extremadamente”, también se incluyó una pregunta 

para los consumidores en la cual debían mencionar atributos de preferencia según la 

muestra , los valores se consolidaron en una tabla en la cual se determinó cuál de las 

muestras tienen mayor aceptación y cuál es el atributo de preferencia que más mencionan 

los consumidores. En el Anexo 1 se observa el formato implementado para recopilar la 

información y posteriormente efectuar el análisis correspondiente. 

4.4.5 Evaluación microbiológica y físicoquímica de la 
carne de hamburguesa 

 

Para realizar la evaluación microbiológica de la carne de hamburguesa de formulación 

propia se tuvo en cuenta la normatividad técnica colombiana NTC 1325 de 2.008, la cual 

establece los parámetros de calidad para productos cárnicos procesados crudos. Para los 

requisitos microbiológicos establece recuento de Staphylococcus aureus coagulasa 

positiva UFC/g, recuento de esporas de Clostridium Sulfito Reductor UFC/g, detección de 

Salmonella sp /25g y recuento de E.coli UFC/g (ICONTEC 1325, 2.008). Estos parámetros 

fueron evaluados cada 3 días durante 12 días. En la tabla 16 se pueden observar las 

especificación de medios y condiciones de cultivo para las pruebas microbiológicas. 
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Adicional al análisis microbiológico se realizó medición de pH y AW cada 3 días durante 12 

días como parámetros fisicoquímicos. El pH de la carne de hamburguesa se midió 

utilizando un pH-metro JENWAY® durante los días de seguimiento establecidos. El AW se 

midió mediante un medidor de actividad de agua ACTIV W810D con control térmico 

integrado y rango de 0,005 a 1,000 Aw, los resultados se analizaron mediante análisis de 

varianza. 

 

Tabla 16. Especificación de medios y condiciones de cultivo para las pruebas 
microbiológicas de carne de hamburguesa. 
 

PÁRAMETRO  MODO DE 
SIEMBRA 

MEDIO DE CULTIVO  CONDICIONES  NTC  

Recuento de 
Staphylococcus 

aureus 
coagulasa 

positiva 
Superficie 
0,1ml de la 

dilución 

Agar Baird Parker  35°C-48 Horas  4779:2007 

Recuento de 
esporas de 
Clostridium 

Sulfito 
Reductor 

Agar selectivo para 
perfringens  

35°C-48 Horas  4834:2000 

Detección de 
Salmonella 

Detección 
mediante 4 

etapas  

1. Pre-enriquecimiento no 
selectivo: caldo Lactosado.   

2. Enriquecimiento 
selectivo: caldo 

Tetrationato  
3. Siembra en medios 
selectivos XLD, Agar 
Bismuto sulfito, Agar 

Rambach. 4. Pruebas de 
identificación  Agar TSI, 

Agar SIM. 

1. Pre-
enriquecimiento no 
selectivo: 37°-18 

Horas  
2. Enriquecimiento 

selectivo: 41,5°C 24 
Horas  

3. Siembra en 
medios selectivos: 

35°C-24 Horas 
4. pruebas de 

identificación 35°C-
24 Horas 

4574:2007 

Recuento de 
Escherichia coli 

Profundidad 1 
ml de muestra 

según 
dilución  

Agar Chromocult 44°C-48 Horas  4458:2018 

 



 Inclusión de aceite esencial de orégano y nisina encapsulados en 

biorecubrimiento comestible a partir de quitosano como alternativa de 

conservación en carne de hamburguesa de res 

 

 

4.4.6 Análisis perfil de textura para la carne de 
hamburguesa. 

Para los ensayos se utilizó el texturometro TA-XT Plus model, de marca Stable Micro 

Systems®, Scarsdale, sonda p75, la carne de hamburguesa se evaluó en diferentes 

regiones por duplicado en donde se analizaron los siguientes parámetros: Firmeza (N), 

fracturabilidad (N), adhesividad, elasticidad (mm), cohesividad (N) masticabilidad (N) 

resiliencia, los resultados se analizaron mediante análisis de varianza.  

4.4.7 Análisis estadístico   

 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando un análisis de varianza (ANOVA), con test 

de Tukey para comparar diferencias significativas entre tratamientos utilizando el programa 

estadístico Minitab versión 16. Para los análisis se tuvo en cuenta un intervalo de confianza 

del 95% (p< 0,05), también se utilizó estadística no paramétrica para el análisis de dos 

muestras independientes utilizando la prueba de ManWhitney. 

4.5 Resultados  

4.5.1 Evaluación sensorial 

En la tabla 16, se puede evidenciar la relación de aceptación de los consumidores frente a 

las dos muestras de carne de hamburguesa, evaluadas en el tiempo cero. Una muestra 

corresponde a carne de hamburguesa  con recubrimiento comestible código 373 y la otra 

muestra carne de hamburguesa sin la incidencia del recubrimiento comestible 879. Se 

procedió  a analizar los datos con el propósito de identificar el nivel de agrado por parte de 

60 consumidores seleccionados aleatoriamente, frente a cada una de las dos muestras de 

carne de hamburguesa empleando una escala hedónica  de 1 a 7 puntos como se 

evidencia en la tabla 17. 
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Tabla 17. Relación de aceptación de los consumidores frente a las dos muestras de 
carne de hamburguesa. 

Tratamiento Valor 
promedio  

D.E 

Puntaje Total 
consumidores 

1 2 3 4 5 6 7  

Carne de 
hamburguesa con 
recubrimiento 373 

4,733±1,103a 1 2 8 19 16 14 0 60 

Carne de 
hamburguesa sin  
recubrimiento 879 

4,483±1,186a 0 1 6 16 23 12 2 60 

Valores medios con una letra igual en la misma columna no difieren significativamente 

(p<0,05). Escala: 7= Me gusta extremadamente, me 6=gusta mucho, 5= me gusta, 4=ni 

me gusta ni me disgusta, 3=me disgusta,= 2me disgusta mucho, 1=me disgusta 

extremadamente.  

 

Se percibe por los datos obtenidos que los consumidores no encuentran diferencias 

significativas entre una muestra y otra, lo cual es un resultado positivo debido a que se 

esperaba que los antimicrobianos aportaran sabores que influyeran en la elección del 

producto cárnico, lo que demuestra que la inclusión del recubrimiento en la carne de 

hamburguesa no representa un riesgo a nivel sensorial para su comercialización y por el 

contrario sí resulta en un beneficio para su conservación. 

Se encontró que el tratamiento que más agradó fue la carne de hamburguesa sin 

recubrimiento comestible debido a que 23 conusmidores de los 60 encuestados eligió el 

puntaje me gusta para esta muestra, sin embargo no hay diferencia significativa con 

respecto a la carne de hamburguesa con recubrimiento comestible ya que 16 

consumidores eligieron el puntaje me gusta para esta muestra. En la otra categoría donde 

tambien se encontraron los mayores valores corresponde a la categoría ni me gusta, ni me 

disgusta, lo que cual se puede atribuir  a la cultura de consumir carne de hamburguesa con 

acompañamientos como: pan, vegetales, aderesos entre otros. 
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Tabla 18  Atributos de preferencia en los consumidores frente a los tipos de muestras de 
carne de hamburguesa analizadas 

ATRIBUTO 

Hamburguesa 
con 

recubrimiento 

Hamburguesa 
sin 

recubrimiento Probabilidad ** 

sabor 4,93±1,38a 3,23±0,77a 0,4949 

color 4,63±1,22a 4,30±0,91a 0,7050 

textura 5,33±1,43a 4,78±1,85a 0,7100 

apariencia general 5,23±1,39a 4,88±1,70a 0,3270 

** Los valores con probabilidad menor a 0.05 evidenciaron diferencias estadísticamente 

significativas, 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05), entre los atributos 

mencionados. En la tabla 18  se observan los resultados de los promedios del criterio de 

los consumidores, Dichos resultados fueron analizados a través de la prueba de Mann 

Whitney. 

 

La prueba hedónica permitió conocer el grado de aceptabilidad de los consumidores sobre 

las dos muestras suministradas. Los resultados indican que la incorporación de aceite 

esencial de orégano encapuslado  y nisina en la matriz polimerica de quitosano como 

recubrimiento comestible en carnes de hamburguesa no causó cambios de color en las 

muestras. Siendo el color percibido de igual manera por los consumidores en la carne de 

hamburguesa sin recubrimiento y carne de hamburguesa con recubrimiento no 

encontrándose diferencias significativas (p< 0,05). Lo cual coincide con resultados 

encontrados por (Rosales et., al 2016) quienes encontraron el mismo resultado en 

películas de quitosano incorporados con aceite esencial de ajo y nisina en jamon cocido y 

pechuca de pavo. El color de las películas puede influir en la aceptabilidad de los 

consumidores de un producto visualmente, el recubrimiento de quitosano tenían un 

aspecto ligeramente amarillo en el inicio. Su transparencia se redujo a medida que se les 

incorporó nisina y AEO encapsulado. La incorporación de los componentes bioactivos 

manifestó colores que fueron más oscuros que el del control, lo cual concuerda con 

resultados obtenidos por (Alfonso, 2011), quien encontró el mismo resultado  en películas 

comestibles de quitosano con la incorporación de aceites esenciales, el resultado obtenido 

tambien concuerda con (Sivarooban et., al 2008) quienes encontraron el mismo resultado 

en películas comestibles de proteína de soja incorporados con extracto de semilla de uva 
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y nisina.  Se considera que el color de la carne es el primer factor a tener en cuenta por el 

consumidor por estar relacionado con la frescura de la misma (Beltrán, 2014). 

 

En relación al sabor se encontró que los consumidores no pudieron detectar diferencias 

entre las muestras analizadas, el sabor es una de las propiedades sensoriales decisivas 

en la selección de un alimento por parte de los consumidores (Fisher y Scott 2000).  

 

La textura se define como el conjunto de atributos mecánicos, geométricos y superficiales 

de un producto, perceptibles por medio de receptores mecancios, táctiles y en donde sea 

apropiado, visuales y auditivos desde el primer bocado hasta la deglución final. (ICONTEC 

4489:1998). Este conjunto de atributos son percibidos en la boca, aunque también pueden 

ser percibidos por la piel y músculos del cuerpo (Aguirre, 2011). Con respecto a este 

atributo los consumidores tampoco encontraron diferencias significativas (p< 0,05)  entre 

la carne de hamburguesa con recubrimiento comestible y la carne de hamburguesa sin 

recubrimiento comestible. 

Con respecto a la apareciencia general, es a menudo el único atributo usado para la 

decisión de compra o consumo. La apariencia de un producto engloba una serie de 

aspectos. Las principales características de la apariencia son: color, el tamaño, forma, 

textura superficial, claridad, brillo (Aguirre, 2011). En cuanto a este atributo los 

consumidores no encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre las dos muestras 

analizadas. 

4.5.2 Evaluación microbiológica y físico química de la 
carne de hamburguesa 

Teniendo en cuenta las especificaciones microbiológicas establecidas por el NTC 1325 de  

2008, según la tabla 19 y los recuentos obtenidos se puede analizar que: La carne de 

hamburguesa evaluada con el recubrimiento , elaborado a partir de quitosano con la 

adición de aceites esencial de orégano encapsulado y nisina mantiene las características 

de calidad microbiológica de acuerdo a los rangos establecidos  por la normatividad 

durante el tiempo de evaluación de 12 días como se observa en la tabla 20. Lo cual indica 

que desde el punto de vista microbiológico el recubrimiento elaborado a partir de quitosano 

con la adición de aceites esencial de orégano encapsulado y nisina permite mantener el 
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tiempo de vida útil de la carne de hamburguesa evaluada durante 12 días, superando el 

tiempo de vida útil estimado de 7 días para un alimento perecedero (Castro,2010) , lo cual 

también concuerda con varios estudios realizados en donde el recubrimiento ejerce acción  

antimicrobiana dado la presencia de componentes activos en su formulación (Oussalah 

et., al 2004) redujeron la población microbiana de Escherichia coli O157:H7 y 

Pseudomonas spp utilizando una película de proteína de leche adicionando aceite esencial 

de orégano  1,0 % (p/v) en filetes de res. (Emiroˇglu et., al 2010) utilizaron películas de 

proteína de soya con la adición de aceite esencial de orégano y aceite esencial de timol 

5% (p/v) para reducir el crecimiento de bacterias como E. coli, Staphylococcus aureus, 

Salmonella aeruginosa, y Lactobacillus plantarum  para carne molida de empanadas 

logrando inhibición de la carga microbiana, (Moreira et., 2011) elaboraron películas con 

caseinato de sodio y quitosano al 2% para inhibir el crecimiento de bacterias psicrofilas , 

mesofilas y levaduras logrando prolongar vida útil en salami , (Petrou et., al 2012) 

realizaron un recubrimiento a partir de quitosano 1,5 % p/v y aceite esencial de orégano 

0,25% v/v para inhibir bacterias mesofilas en filetes de pechuga de pollo , (Gadang et al., 

2008) elaboraron un recubrimiento con aislado de proteína de suero y nisina (6–18 kUI/g) 

disminuyendo la población microbiana de S. typhimurium L. monocytogenes, E.coli 

O157:H7 prolongando vida útil en salchicha de pavo. 

 

Tabla 19 Parámetros microbiológicos para cárnicos NTC 1325 de 2.008 para productos 
cárnicos procesados crudos fresco congelados o no. 

PARAMETRO EVALUADO VALOR PERMITIDO 
POR NORMATIVIDAD 

Recuento de Staphylococcus 

aureus coagulasa positiva, 

UFC/g 

100-300 

Recuento de esporas de 

Clostridium Sulfito Reductor, 

UFC/g 

<10 – 100 UFC/g 

Deteccion de 

Salmonella,/25g 

Ausencia/25g 

Recuento de Escherichia 

coli,/g 

100-400 UFC/g 
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Tabla 20. Recuentos microbiológicos obtenidos para los dos tratamientos: carnes de 
hamburguesa con recubrimiento y carne de hamburguesa sin recubrimiento durante 12 
días y su conformidad de acuerdo a la NTC 1325 DE 2008. 

Microorganismo 
Evaluado 

Tratamiento  
Tiempo 

(Día)  
Recuento 
(UFC/g) 

Conformidad  

Recuento de 
esporas de 

Clostridium 
Sulfito 

Reductor 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

0 
12 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  

32 cumple 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

3 

36 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  

94 cumple  

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

6 

68 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  

305 No cumple  

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

9 

74 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  

350 No cumple  

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

12 

94 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  

490 No cumple  

 

Microorganismo 
Evaluado Tratamiento  

Tiempo 
(Día)  

Recuento 
(UFC/g) 

Conformidad  

Staphylococcus 
aureus coagulasa 

positiva 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

0 

32 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  78 cumple 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

3 

44 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  

130 cumple 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

6 

120 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  275 cumple 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

9 

160 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  345 No cumple 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

12 

250 cumple 

carnes de hamburguesa 
sin recubrimiento  

460 No cumple 
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Microorganismo 
Evaluado Tratamiento  

Tiempo 
(Día)  

Recuento 
(AóP/25g) 

Conformidad  

Deteccion de 

Salmonella 
spp/25g 

carnes de hamburguesa con 
recubrimiento  

0 

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa con 
recubrimiento  

3 

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa con 
recubrimiento  

6 

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa con 
recubrimiento  

9 

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa con 
recubrimiento  

12 

Ausente  Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

Ausente  Cumple  

 

Microorganismo 
Evaluado Tratamiento  

Tiempo 
(Día)  

Recuento 
(UFC/g) 

Conformidad  

Recuento de 

E.coli 

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

0 

0 Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  0 Cumple  

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

3 

8 Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

124 Cumple  

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

6 

14 Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

280 Cumple  

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

9 

28 Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

405 No Cumple  

carnes de hamburguesa 
con recubrimiento  

12 

54 Cumple  

carnes de hamburguesa sin 
recubrimiento  

450 No cumple  
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En la tabla 20  también se pueden evidenciar los recuentos microbiológicos obtenidos en 

las carnes de hamburguesa sin recubrimiento  durante 12 días. Se evidencia que desde el 

día 6 las carnes de hamburguesa sin recubrimiento  para el recuento de esporas 

Clostridium Sulfito Reductor el producto no se encuentra dentro de los rangos permitidos 

para este parámetro, la carne de hamburguesa evaluada sobrepasa el número de UFC/g 

exigidos por la normatividad vigente. Para el recuento de Staphylococcus aureus 

coagulasa positiva las carnes de hamburguesa sin recubrimiento  no es conforme desde 

el día 9 debido a que sobrepasa el número de UFC/g permitido por la normatividad vigente 

como se puede observar en la tabla 20, para el recuento de E.coli las carnes de 

hamburguesa sin recubrimiento  no se encuentra dentro de los rangos permitidos desde el 

día 9, para la detección de Salmonella spp/25g las carnes de hamburguesa sin 

recubrimiento  fue conforme durante los 12 días de evaluación. Sin embargo al no cumplir 

con tres de los cuatro parámetros establecidos por la normatividad vigente desde el punto 

de vista microbiológico es un producto no apto para el consumo, lo cual indica que las 

carnes de hamburguesa sin recubrimiento  pierden su calidad microbiológica desde el día 

6 lo cual coincide con lo esperados pues este producto tiene un tiempo de vida útil 

estimados de 7 días al considerarse un producto perecedero (Castro, 2010). 

 
Según (Nychas, Skandamis, Tassou, & Koutsoumanis, 2008) el pH inicial de las materias 

primas de productos carnicos pueden estar entre valores cercanos a 5,4 y 5,5 debido a la 

glucolisis post-mortem generada por las enzimas proteolíticas y lipolíticas propias de la 

carne, luego sufre modificaciones debido a la actividad microbiana, estos valores 

reportados por (Nychas et al., 2008), son muy cercanos a los obtenidos en las carnes de 

hamburguesa con recubrimiento comestible y sin recubrimiento comestible  en el día 0.  

 

Al analizar el comportamiento de la vida útil, evaluada bajo los parámetros de pH, en la 

tabla 21, se observa que es pronunciado el cambio de pH en la carne que no contiene el 

recubrimiento, el pH de la carne de hamburguesa sin recubrimiento puede estar 

influenciado por la presencia de bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus 

coagulasa positiva y Clostridium Sulfito Reductor según los resultados obtenidos en el 

análisis microbiológico tabla 21 y bacterias Gram negativas como E.coli. Los ácidos 

orgánicos son producidos por las bacterias Gram positivas haciendo disminuir el pH, 

mientras que las aminas producidas por las Gram negativas lo hacen subir (Castillo, 2017). 

El moderado descenso de pH producido en las carnes hamburguesas sin recubrimiento 
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sugiere que han actuado más las bacterias Gram positivas generando ácido láctico por 

fermentación, lo cual concuerda con el estudio realizado por Castillo, 2017. La disminución 

del pH en la carnes de hamburguesa sin recubrimiento comestible durante el tiempo de 

evaluación, sugiere la presencia de bacterias ácido lácticas que  son capaces de 

desarrollarse produciendo ácido láctico el cual es el responsable de la reducción del pH, a 

medida que transcurre el tiempo de almacenamiento. Mientras que la carne de 

hamburguesa evaluada con el recubrimiento comestible se mantuvo estable durante el 

tiempo de evaluación dado la poca incidencia de bacterias en este tratamiento.    

 

Por otro lado los microorganismos requieren para sus procesos vitales una mínima 

actividad de agua necesitan la presencia de agua, en una forma disponible para crecer y 

llevar a cabo sus funciones metabólicas por lo cual una de las formas de definir el Aw es: 

aquella porción del agua total que está disponible para el desarrollo de los 

microorganismos. En efecto cada grupo microbiano posee su propio valor mínimo de Aw 

por debajo del cual su crecimiento y actividad metabólica son imposibles por ejemplo las 

bacterias normalmente crecen en valor de 0,91-0,99 y el valor mínimo de Aw para el 

crecimiento bacteriano es de 0,85 por ejemplo Clostridium perfringens crece a 0,93, 

Salmonella se desarrolla óptimamente a 0,945, Staphylococcus crece de manera óptima a 

0,93 y E coli crece a 0,95 Aw (PAHO, 2020). Dichos valores corresponden a los 

encontrados en esta investigación durante los 12 días de evaluación  como se puede 

observar en la tabla 22 

  

Sin embargo, luego de realizar un análisis de varianza (ANOVA) se comprueba que 

ninguno de los dos parámetros pH y Aw muestra diferencias significativas (p>0,05) entre 

los dos tratamientos evaluados. En este punto se recomienda evaluar la vida útil de la 

carnes de hamburguesa en un periodo más largo de tiempo, puesto que a simple vista las 

tendencias de cambio sí difieren de forma importante, pues la carne con el recubrimiento 

muestra una mayor estabilidad y casi una linealidad, mientras que en la muestra analizada 

sin el recubrimiento se aprecia una disminución de pH y Aw con una pendiente mucho más 

marcada, como se evidencia en la figura 14 y firugra 15.  
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Tabla 21 Análisis de varianza medición de pH de  dos tratamientos: Carne de 
hamburguesa con recubrimiento comestible y carne de hamburguesa sin recubrimiento 
comestible durante 12 días de evaluación. 

Muestra  Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 12 

Con  recubrimiento 
comestible 5,72±0,00 5,68±0,01 5,61±0,01 5,56±0,01 5,48±0,02 

Sin  recubrimiento 
comestible 5,75±0,01 5,03±0,03 4,24±0,01 3,97±0,02 4,49±0,08 

 

 

  

 

Figura 14. Comportamiento del pH para carne de hamburguesa con recubrimiento y sin 
recubrimiento durante 12 días. 

 

Tabla 22 Análisis de varianza medición de AW de los dos tratamientos: Carne de 

hamburguesa con recubrimiento comestible y carne de hamburguesa sin recubrimiento 
comestible durante 12 días de evaluación. 
 

 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes. 

Muestra  Día 0 Día 3 Día 6 Día 9 Día 12 

Con  recubrimiento 
comestible 0,981±0,00 0,963±0,02 0,971±0,00 0,960±0,01 0,946±0,02 

Sin  recubrimiento 
comestible 0,980±0,01 0,955±0,00 0,934±0,00 0,911±0,00 0,861±0,01 
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Figura 15 Comportamiento del Aw para carne de hamburguesa con recubrimiento y sin 
recubrimiento durante 12 días. 

Posterior a la realización de  los ensayos en el texturómetro figura 16, se encuentran los 

resultados reportados en la tabla 23 la cual evidencia el análisis de varianza del perfil de 

textura para carne de hamburguesa con y sin recubrimiento comestible. 
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Figura 16 Perfil de textura para carne de hamburguesa con recubrimiento, sin 
recubrimiento y carne de hamburguesa de tipo comercial. 

 

Tabla 23 Análisis de varianza perfil de textura para carne de hamburguesa con y sin 
recubrimiento comestible. 

Parámetro 
Sin 

recubrimiento 
comestible  

Con 
Recubrimiento 

comestible 

Firmeza 12043,3 ± 10,6a 9896,8 ± 14,8a 

Fracturabilidad 1102,0± 50,1a 12998,0± 63,5a 

Adhesividad -17,4± 2,4a -32,8± 1,2a 

Elasticidad 0,8± 0,03a 0,8± 0,02a 

Cohesividad 0,4± 0,02a 0,2± 0,06a 

Gomosidad 4384,6± 125,6a 2457,9± 84,7a 

Masticabilidad 3735,0± 95,4a 2036,9± 76,2a 

Resiliencia 0,13± 0,04a 0,09+0,007a 

 

Cada valor es la media ± la desviación estándar de los experimentos realizados por 

duplicado y en unidades experimentales independientes. 

 
De acuerdo con la tabla 23 y después de realizar un análisis de varianza de los resultados 

obtenidos, se encuentra que no existe diferencia significativa (p>0,05) entre la formulación 

sin recubrimiento y la formulación con el recubrimiento. Lo anterior demuestra que la 

película tiene un espesor muy delgado, respecto a la masa total de la hamburguesa, su 

Hamburguesa Con Recubrimiento 

Hamburguesa Sin recubrimiento 

Hamburguesa comercial 
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incidencia sobre la textura de la matriz no interfiere con los valores del análisis 

instrumental.  

4.6 Conclusiones 

 

El recubrimiento comestible a base de quitosano, aceites esenciales de orégano 

encapsulado y nisina mantuvo por  5 días más la vida útil de las carnes de hamburguesa 

según lo esperado, pues al ser considerado un alimento perecedero tiene un  tiempo 

estimado de 7 días de vida útil en condiciones de refrigeración. El recubrimiento mantuvo 

las características de calidad microbiológica , pH y Aw de la carne de hamburguesa a 

través de los 12 días de análisis, por cual el recubrimiento comestible elaborado a partir 

de quitosano, aceites esenciales de orégano encapsulado y nisina  es una alternativa para 

el reemplazo de aditivos sintéticos como los nitratos y nitritos en carnes de hamburguesa. 

Por otro lado los consumidores no encontraron diferencias significativas entre carne de 

hamburguesa elaborada sin recubrimiento y carne de hamburguesa elaborada con el 

recubrimiento comestible, los resultados obtenidos en este investigación podrían ser de 

gran interés comercial en especial para la industria cárnica dado el elevado volumen de 

demanda de productos carnicos y el riesgo que supone para los consumidores la ingesta 

de este tipo de productos con pocas condiciones de calidad y seguridad.  
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5. Conclusiones y recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

 La utilización de quitosano, aceite esencial de orégano y nisina como 

conservantes naturales considerados GRAS característicos por su bio-

actividad resultan ser una alternativa natural para reducir el uso de aditivos 

sintéticos 

 

 Mediante la técnica de micro dilución en pozos se logró determinar la 

efectividad de los compuestos antimicrobianos nisina y aceite esencial de 

orégano en la matriz polimérica de quitosano frente a cepas Clostridium 

perfringens y E. coli O157:H7 resaltando que cuando se evalúan de manera 

sinérgica los compuestos antimicrobianos se potencializa su efecto sobre el 

crecimiento microbiano 

 

 Los recubrimientos comestibles son alternativas naturales y sostenibles con 

respecto a los envases sintéticos que preservan adecuadamente las 

características de calidad de las carnes hamburguesa, la incorporación de 

componentes activos mantiene intactas las características iniciales de las 

carnes de hamburguesa y adicionalmente otorgan poder antimicrobiano 

 

 La mejor formulación para la elaboración de películas de quitosano con la 

adición de nisina y AEO es: nisina 250 UI/ml, Concentración 2% p/v de 

quitosano, AEO 0,50%v/v dicha formulación demostró tener mejores 

propiedades antimicrobianas, fisicoquímicas y mecánicas dichas 

formulación puede ser aplicada como recubrimiento para carnes de 

hamburguesa. 

 

 El recubrimiento comestible a base de quitosano, aceite esencial de 

orégano y nisina prolongó en 5 días la vida útil de las carnes de 

hamburguesa debido a que actúa como una barrera frente al oxígeno y 
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humedad manteniendo sus características de calidad microbiológica, pH y 

Aw a través del tiempo de evaluación 

 

5.2 Recomendaciones 

 Se recomienda utilizar otro tipo de matriz alimentaria que posea características más 

estables dado que la humedad que posee la carne dificulta la adherencia del 

recubrimiento comestible de manera experimental. 

 

 Se recomienda a futuro evaluar otras combinaciones  de componentes con 

principios activos debido a que existe gran cantidad de estos componentes que en 

la actualidad se conoce bastante acerca de cómo actúan de manera independiente, 

pero se desconoce el modo de acción de dichos componentes de manera sinérgica. 

 

 Se recomienda evaluar el encapsulado de aceite esencial de orégano al final de la 

vida útil de la carne de hamburguesa. 

 

 Se recomienda aplicar esta metodología para evaluar la capacidad antimicrobiana 

frente a otros microorganismos como parásitos y hongos. 

 

 Se recomienda realizar análisis sensoriales que apunten a la decisión de compra 

del producto obtener información acerca del producto que posee mayor afinidad 

con el perfil de consumidores. 

 

 Se recomienda realizar análisis de costo del biorecubrimiento con el fin de 

determinar su viabilidad a nivel industrial como una alternativa real a la situación 

actual de desperdicio de productos alimenticios.   
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Anexos 

ANEXO 1. FORMATO EVALUACIÓN SENSORIAL CONSUMIDORES 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA FORMATO DE EVALUACION 

SENSORIAL DE CARNE DE HAMBURGUESA CON RECUBRIMIENTO COMESTIBLE 

Y CARNE DE HAMBURGUESA SIN RECUBRIMIENTO COMESTIBLE 

Fecha:   ____________________________________________ 

Nombre: __________________________________________ 

 

¿Usted consume carne de hamburguesa por lo menos una vez por trimestre? 

Si          No   

 

Marque una “X" segun su preferencia 

 

Carne de 
hamburguesa sin 

recubrimiento  

Carne de 
hamburguesa con 

recubrimiento 

 879    373    

Me gusta extremadamente   

Me gusta mucho    

Me gusta   

Ni me gusta ni me disgusta   

Me disgusta   

Me disgusta mucho   

Me disgusta extremadamente   

 

¿Resalta algún atributo de preferencia en la muestra? Maque con una “X” 

Color:  

Sabor:  

Textura:  

Aparicencia global: 

      NS/NR: 
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ANEXO 2. ARCHIVO FOTOGRÁFICO 

 

1. Películas comestibles a partir de quitosano con la incluision de AEO 

encapuslado y nisina segun el tratamiento.  

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PELÍCULA DE 
QUITOSANO Y AEO 

ENCAPSULADO  

PELÍCULA DE 
QUITOSANO Y NISINA 

PELÍCULA DE 
QUITOSANO NISNA Y 
AEO ENCAPUSLADO  

 
 
 

PELÍCULA DE 
QUITOSANO 
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2. Pruebas de caracterización de las películas   
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Elaboración de la carne de hamburguesa 

   

Inclusion del recubrimiento comestible en la carne de hamburguesa 
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ANEXO 3 PARTICIPACION EN EVENTO DE DIVULGACION 

 

a) Presentacion oral “ Inclusion of oregano essecial oil and nisin encapsulated in 

biocoating edible from chitosan as a conservation alternative in beef Burger”  en el 

evento “ International conference on food science and nutrition” Octubre 23 al 25 

de 2019 Roma Italia organizado por  Magnus Corpus. 
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