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RESUMEN

El uso de polimeros biodegradables ha ido en aumento en los dltimos afios
debido a su capacidad para transportar compuestos bioactivos asi como por su
relacion amigable con el medio ambiente, aunado a esto la demanda del consumidor
y la tendencia de mercado con respecto a los empaques, ha hecho que se abra una
puerta en el estudio de estos materiales, para afiadir a la matriz polimérica aditivos
naturales como el aceite esencial de orégano, con propiedades antimicrobianas y
antioxidantes, que permitan alargar la vida de anaquel de los productos de una
manera mas natural, lo cual otorga beneficios a los usuarios de esto productos; sin
embargo y a fin de corroborar que los beneficios potenciales de estos productos sean
reales, es indispensable la caracterizacion puntual tanto de los vehiculos como de los

principios activos antes citados.

Debido a lo anterior, el presente trabajo realiz6 la caracterizacién de algunos
factores del polimero (succinimida), el cual se pretende sirva como vehiculo para

adicionar el aceite esencial del orégano, con fines de conservacion alimentaria.

El estudio revela que es un compuesto con un peso molecular de 1780 g/mol,
completamente organico ya que en el analisis de los materiales constitutivos arroja la
presencia de carbono y oxigeno. En cuanto a su morfologia se observo que es una
estructura uniforme semi porosa con filamentos claros, lo que permitié la absorcion
del aceite esencial de orégano absorbiéndose en su totalidad, presentando un
aspecto redondeado. Se determind mediante un analisis calorimétrico que su punto
de fusién esta alrededor de los 130°C con una ligera variacion de cerca de 2°C para
los diversos tipos de tratamientos a los que fue sometido; polimero libre, con aceite

esencial y en contacto con la cepa de Staphylococcus aureus.

Para la compatibilidad entre el polimero y el aceite esencial se observo que el
vehiculo permite que el aceite se fije de mejor forma a su estructura en su estado

puro, logrando el punto 6ptimo de fijacién a los 300 minutos de contacto. De igual

X1l



manera se pudo apreciar que la liberacién del aceite al medio ocurrié sin afectar su
capacidad de conservacion, dando una inhibicion de cerca de 1 ciclo logaritmico en
24 horas de contacto con una cepa de Staphilococcus aureus, esto debido a la alta
concentracion de los compuestos fendlicos responsables de la propiedad
antimicrobiana; ya que al poner en contacto solo en polimero con el microbio, no se

presento dicho efecto.

Palabras clave: Orégano, antimicrobiano, Staphylococcus aureus,

biopolimeros, succinimida
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CAPITULO 1

1.1. INTRODUCCION

Desde que el alimento se cosecha, se recoge, se captura o se sacrifica, inicia
una serie de etapas de descomposicion progresiva.

Todos los seres vivos requieren nutrimentos, por lo que las bacterias,
levaduras, mohos, insectos y roedores, entre otros, compiten constantemente con el
hombre para consumir su provision de alimentos.

Los principales factores bidticos causantes de la descomposicion de los
alimentos son los microorganismos provenientes del ambiente (bacterias y
parasitos), y las enzimas presentes en los mismos; asi como factores abioticos del
ambiente natural tales son: calor y frio, luz, oxigeno, humedad y sequedad. Estos
factores provocan diversos cambios fisicos y quimicos, que se manifiestan por
alteraciones de color, olor, sabor, consistencia o textura de los alimentos. En
cualquier caso, la actividad de estos agentes destructores puede ser eliminada o
controlada con eficacia si el producto alimenticio se conserva adecuadamente.

En muchos casos el objetivo de la conservaciéon no es tan sélo la de preservar
el producto en condicion comestible, sino, que ademas, mantenerlo tanto como sea
posible en su alta calidad en lo que respecta a olor, apariencia, sabor, y contenido
vitaminico (Huerta, B. 2010).

El orégano es una de las riquezas floristicas con las que cuenta el territorio
mexicano, se conoce su utilizacion desde tiempo ancestrales, como planta medicinal
y como condimento de platillos regionales. La especie que se encuentra en
aproximadamente 24 estados de nuestro pais se conoce como Lippia berlandieri
Schauer (Melendez, N. 2012). El estado de Chihuahua se encuentra entre los

principales productores (Gastélum, M et al.2008).
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El orégano y sus derivados estan siendo estudiados, los componentes
guimicos bioactivos de esta planta principales son el timol, el carvacrol y el p-cimeno,
los cuales son faciles de obtener por medio de la extraccion del aceite esencial y se
les atribuyen actividades antioxidantes y antimicrobianas, ademas que son los
responsables del olor caracteristico.

La actividad antimicrobiana depende de la composicion quimica del aceite
esencial del orégano, la cual estd relacionada con la especie del orégano,
condiciones geograficas, periodos de cosecha y método de extraccion (Gastélum, M
et al.2008).

A manera de darle un uso extra a los aceites esenciales, estos estan siendo
utilizados para la elaboracion de envases de barrera, estudios en el area de
envasado de alimentos estan experimentando un gran desarrollo, los cuales
favorecen la interaccion envase/alimento, respondiendo a la demanda del
consumidor y las tendencias del mercado con respecto a los empaques, el cual ya no
debe de ser solo un elemento externo al producto, si ho que debe ser capaz de
prolongar la vida atil del producto e incorporar valor agregado a éste (lllanes, J.
2008). Los sistemas alimentarios activos de embalaje se basan en materiales en los
gue algunos aditivos con propiedades antimicrobianas y/o antioxidantes se afiaden a
la matriz del polimero, con el objetivo de ampliar la vida util de los productos dando

asi mayor seguridad al consumidor (Garrigés, M; et al. 2012).

Los polimeros son wuna serie de materiales visco elasticos. Las
caracterizaciones estructurales y mecanicas son herramientas importantes de la
introduccién de la medicion de las propiedades fisicas de polimeros industriales en el
campo de la investigacion de polimeros biodegradables. Las peliculas comestibles o
peliculas biodegradables tienen una amplia aplicacion en el mercado de la industria

por sus propiedades térmicas y mecanicas.

Ademas de que su composicion, estructura y propiedades funcionales de
biopolimeros permiten determinar sus posibles aplicaciones (Galicia Garcia. et al.
2010).
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Cabe mencionar que el uso de biopolimeros como vehiculos de sustancias, ha
ido aumentando en los ultimos afios ya que ofrecen la posibilidad de transportar
compuestos bioactivos a tejidos, células y compartimentos celulares, una ventaja que
sobresale y se puede mencionar es la biodegradabilidad; la cual se hereda a las
nanoparticulas formadoras del polimero, siendo éstas de organismos vivos como lo
son: los polisacéridos, proteinas y acidos nucleicos, quienes cuentan con dicha
propiedad (Bernard, Gontard, y Guilbert, 1998 citado por Sachiko Kaihara Nitta y Keiji
Numata, 2013).

1.2.  JUSTIFICACION

Hay diversas causas que propician la degradacion de los alimentos durante su
desarrollo ya sea, de preparacion, almacenamiento y distribucién, siendo una de la
principales el atague microbiano. Para contrarrestarlos, la industria de los alimentos
emplea conservantes, en su mayoria de origen sintético. Dicho esto, la utilizacion de
sustancias sintéticas no esta siendo muy aceptada por los consumidores, ganando
mucho mas auge la tendencia por el uso de sustancias naturales u organicas,
(Fernandez, j; et al. 2008) ya que se podrian relacionar los compuestos quimicos con

alergias o enfermedades.

El crecimiento de la peticion por el uso de aditivos de origen natural ha
favorecido a un incremento en el nUmero de estudios basados en extractos naturales
como lo son los aceites esenciales, que son clasificados como Generalmente
Reconocidos como Seguros (GRAS) por la FDA (Food and Drug Administration)

(Garrigés, M. 2012 citado por Persico et al., 2009), pudiéndose tomar en cuenta

como una factible alternativa contra los aditivos sintéticos (Garrigdés, M. 2012 citado

por Valentao; et al., 2002 ).
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Es por esta razén, que se ha incrementado el enfoque hacia la busqueda de
nuevas maneras para la conservacion de alimentos, por medio de la utilizacion de

sustancias antimicrobianas naturales sobre las sintéticas (Gastélum, M; et al.2008).

En este dmbito las especias y sus aceites estdn siendo muy valorados,
aunque cabe mencionar que originalmente el uso de éstas era para modificar,
enmascarar 0 aumentar caracteristicas organolépticas de los alimentos, aunque
actualmente estd ampliamente demostrado que pueden prolongar la vida util del

alimento debido a sus propiedades antimicrobianas (Fernandez, J; et al. 2008).

El envasado se realiza por medio de materiales capaces de prevenir el
deterioro de los alimentos envasados, de igual manera el uso de éstos permite
reducir la interaccion del alimento con el medio que lo rodea, dando como resultado
la pérdida o ganancia de aromas, sabores, compuestos oxidantes, asi como ataques

microbianos (Garcia, A.; et al.).

Y asi como lo menciona Batlle en el 2005 los “Envases antimicrobianos estan
aumentando la atencion de la industria alimentaria y del envasado, debido a las
crecientes demandas de los consumidores por productos minimamente procesados y

sin conservantes”.

El sector de empaque estd muy interesado en encontrar disponibilidad en el
mercado de empaque biodegradable, de bajo costo, debido a que la mayor demanda
de plasticos procesados esta en este sector siendo el mayor consumidor final el
empaque de alimentos, seguido por la industria farmacéutica y de cosméticos (Ruiz
Avilés, G. 2006).

Es por esto que el objetivo del presente proyecto fue el de evaluar el
atrapamiento del aceite de orégano (Lippia berlandieri schauer) en la matriz
polimérica (succinimida) y determinar la liberacion del antimicrobiano para no ver
afectada esta propiedad, asi como se evaluaron algunos puntos de la caracterizacion

del polimero para ampliar el conocimiento sobre este, para que asi en trabajos
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futuros se pueda desarrollar un envase inteligente del mismo biopolimero con el

aceite esencial proporcionandole la actividad antimicrobiana.

1.3. HIPOTESIS

Es posible el atrapamiento y la liberaciéon del aceite de orégano (Lippia
berlandieri Schauer) en polisuccinimida, sin afectar la eficiencia de la capacidad

inhibitoria del mismo.

1.3.1. HIPOTESIS NULA

El atrapamiento y la liberacibn del aceite esencial del orégano (Lippia

berlandieri Schauer) en polisuccinimida, afectara la capacidad antimicrobiana.

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones de atrapamiento y liberacidén del aceite esencial del
orégano (Lippia berlandieri Schauer) en polisuccinimida, sin afectar la capacidad

inhibitoria del antimicrobiano.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar la polisuccinimida
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o Realizar y evaluar el atrapamiento del aceite de orégano en la
polisuccinimida.
o Valorar la actividad antimicrobiana del aceite esencial del orégano

contenido en el material de polisuccinimida.
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CAPITULO 2

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Deterioro

Todos los alimentos que ingiere el ser humano son de origen biolégico, pues
derivan de las plantas y de los animales. Este caracter biologico es lo que los hace
alterables mediante cambios de origen bidtico o abidtico que hacen que el alimento
no sea adecuado para el consumo. La accidon de enzimas existentes en el propio
alimento las cuales, provocan en las biomoléculas reacciones quimicas que las
transforman y alteran el producto, traeria como consecuencia un deterioro fisico. O
bien, la multiplicacion de microorganismos (bacterias y hongos) presentes en ellos,
que ademas de utilizar como nutrientes las biomoléculas de alimentos que seria el
resultado de las relaciones ecoldgicas entre el alimento y el microorganismo, pueden

producir sustancias toxicas sobre él, (Marzo Rojas, I. 2010.).

2.1.1.1. Deterioro de alimentos

Los alimentos se deterioran fundamentalmente por tres métodos que pueden

ser de indole; bioquimico, fisico y microbiano.

En el deterioro bioquimico puede ser de dos tipos: enzimatico y no enzimatico;
el deterioro enzimético se origina por la accion de las enzimas (catalizadores
bioldgicos) presentes en los alimentos y se pone de manifiesto por oscurecimiento
(por ejemplo; papas, manzanas, y otras frutas), y ennegrecimiento (por ejemplo
camarones), cambios de textura, rancidez enzimatica de grasas Yy otras

manifestaciones; mientras que el deterioro no enzimatico se pone de manifiesto por
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rancidez oxidativa de los lipidos y de las grasas, caramelizacion y otras reacciones

de oscurecimiento y oxidacion (Barreiro, J.A. et al. 1994).

En cuanto al deterioro fisico, éste se asocia a cambios fisicos ocurridos en el
alimento, como, por ejemplo, golpes y cortes en las frutas (los cuales pueden
también inducir deterioro bioquimico), ruptura o perdida de la integridad (por ejemplo
huevos), deshidratacion superficial por mal empaque y quemado del frio en carnes y
vegetales, condensacion y ganancia de humedad (puede inducir un deterioro
microbioldgico), transferencia de olores entre productos, pérdidas de peso por goteo
o deshidratacion, quemado por exceso de fritura o de coccion y dafios fisicos
causados por plagas (Barreiro, J.A. et al. 1994).

Mientras que el deterioro microbiolégico es causado por microorganismos
(bacterias, hongos y levaduras) que pueden crecer en el alimento bajo ciertas
condiciones. Los microorganismos consumen los nutrientes  (proteinas,
carbohidratos, grasas y minerales) presentes en el alimento, multiplicAndose en éste
y produciendo diversas sustancias como consecuencia de su metabolismo, algunas
de las cuales pueden ser toxicas al ser humano. Ello se manifiesta, algunas veces,

por la generacion de malos olores, sabores, cambios de color y textura.

La contaminacion y el deterioro microbiolégico de los alimentos son de
especial importancia desde el punto de vista de la salud publica, ya que ellos originan
la mayoria de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA). No todos los

alimentos deteriorados microbianamente son necesariamente dafinos a la salud.
2.1.2. Microorganismos Patégenos
Como es bien conocido el deterioro microbiano se presenta cuando hay
aparicion de microorganismos, los cuales pueden ser patdégenos 0 no. Los

microorganismos patogenos son agentes capaces de producir enfermedades o

dafios a un huésped, sea humano, animal o vegetal, de los cuales, a nivel de
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industria alimentaria destacan los siguientes, los cuales seran mostrados en el

cuadro N°1.

Cuadro N°1. Microorganismos patogenos a nivel de industria

alimentaria.
Microorganismos Patdgenos
L. C.
Salmonella E. coli monocytogenes botullinum B. cereus
Morfologia Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo Bacilo
Tincidon de Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo
Gram
Movilidad Si Si Si (en caldos) Si Si
(flagelos)
Respiracion Aerobios y | Anaerobio - Anaerobio -
facultativos | facultativo obligado
anaerobios
Temperatura | 35-37°C - 37°C - 30°C
Ph 3.8-9.0 - 7 - 7
Actividad 0.94 - - - 0.93
acuosa
Esporulado - No No Si

Fuente:(Fernandez Escartin. 2008)

Dentro de los microorganismos patdgenos a nivel industria alimentaria también

se puede enmarcar el Staphyloccocus aureus, el cual se describe a continuacion.

2.1.2.1. Staphylococcus aureus

Son cocos Gram positivos, no esporulan y no presentan movilidad., son

parasitos. Las fuentes de aislamiento del Staphyloccocus aureus son el hombre y los
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animales; del hombre se aisla de la mucosa nasal, nasofaringe y la piel. La fuente de
contaminacion de Staphyloccocus aureus a los alimentos es el hombre, en ocasiones
el origen animal es definido, como por ejemplo; la mastitis en el ganado lechero
(Fernandez Escartin. 2008).

Los tres principales factores para que el Staphyloccocus aureus se desarrolle

bien se presentan en el cuadroN°2.

Cuadro N°2. Limites de tres factores ecoldgicos para el desarrollo de S.

aureus.
Pardmetro Minimo Optimo Maximo
Temperatura 7°C 37 °C 48 °C
Ph 4.3 - 4.0 6.0-7.0 9.0 - 10
Actividad acuosa
0.83 0.98 0.99

Fuente:(Fernandez Escartin. 2008)

2.1.3. Aditivos

El término “aditivo” se define por el Reglamento de Etiquetado de Alimentos
(1984) como: “cualquier sustancia, normalmente no considerada o usada como
alimento, que se aflade o0 se usa o ésta sobre los alimentos, en cualquier etapa, para
alterar sus cualidades de conservacion, textura, consistencia, apariencia, olor,
alcalinidad o acidez, o para realizar cualquier otra funcion tecnologica relacionada

con el alimento”.

Los procesos de fabricacion, transformacion, distribucion y almacenamiento de

productos de indole alimenticios se ven auxiliados por el uso de aditivos quimicos
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gue en su mayoria se aplican durante el procesado o bien al momento del

empacado; encontrdndose inmersos en el material disefiado para este objetivo.

La evaluacion de la seguridad de los aditivos en alimentos para su uso a nivel
mundial es responsabilidad del Comité Conjunto de Expertos sobre Aditivos en
Alimentos de la FAO/OMS.

Los aditivos se han clasificado como aditivos sintéticos o inorganicos y aditivos

naturales u organicos (Egan, H. et al. 1996).

2.1.3.1. Aditivos Sintéticos

Son compuestos que no se encuentran presentes en la naturaleza y que son
sintetizados en laboratorio, la aplicacion de estos agentes quimicos es una actividad
muy practicada en la industria de los alimentos para inhibir el crecimiento de
microorganismos indeseables (Morales, 2005 citado por Sarahi Rangel, 2007).De los

cuales se podrian mencionar:

Nitratos y nitritos: Se han usado por muchos afos con el cloruro de sodio
como componentes de mezclas secas para preparaciones de salmuera en la
preparacién de carne curada (Cubero, N. et al. 2002). Asi como tienen uso en la
fabricacion de algunos quesos. También ayudan a resaltar caracteristicas de color y
sabor en alimentos. La toxicidad de los nitratos depende de la conversién de nitritos
por accion bacteriana, tanto durante el curado como en el aparato digestivo (Egan, H.
et al. 2004), aunque también pude darse la transformacién por procesos enzimaticos

0 por agentes reductores como el acido ascorbico.

Acido Borico: El acido borico se empleé como conservador antes de ser
prohibido en 1925. Sin embargo durante la segunda guerra mundial
aproximadamente entre 1939 y 1945 se permitid su uso en margarinas y tocino.

Actualmente se usa como conservador para caviar (Egan, H. et al. 2004).
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Acido Benzdico: Su uso es comun como conservador en forma de sales de
calcio, potasio o de sodio pero, para efectos reglamentarios se calcula como el acido
mismo. Este acido retarda el desarrollo de levaduras, hongos y sélo es eficiente en
forma no disociada. Su accion 6ptima es en pH entre 2.5y 4.0. (Egan, H. et al. 2004).
El acido benzoico es un agente micoestatico, actuando sobre enzimas de la célula
microbiana, asi como su accién a nivel de membrana; interfiriendo la permeabilidad
de la pared celular, dando lugar a una acidificacion de contenido celular (Cubero, N.
et al. 2002).

Acido Sérbico: Por lo general, se incorpora como una de sus sales y resulta
mas efectivo contra las levaduras y los hongos que contra bacterias por lo que el
acido y sus sales se emplean como agentes fungistaticos. Su accion se debe a la
forma no disociada de la molécula, y a que atraviesa la membrana celular del

microorganismo actuando en su interior (Cubero, N. et al. 2002).

Sulfitos y Sulfatos: Las formas de i6n sulfito, bisulfito y metabisulfito, presentan
un equilibrio segun el pH del medio de disolucion. Su accién se da hacia levaduras,
hongos y bacterias. Dicha actividad aumenta al disminuir el pH. Una vez ya en la
célula del microorganismo, actua sobre los grupos “tiol” de las proteinas, asi como en

enlaces disulfuro de las proteinas escindiéndolos, (Cubero, N. et al. 2002).

2.1.3.2. Ventajas y Desventajas de aditivos sintéticos

Entre las ventajas se pueden encontrar, bajo costo de produccion, facil
produccion, paliacion a nivel industrial y mayor tiempo de conservacion de los
alimentos mientras que como desventajas se tienen que poseen propiedades
cancerigenas y toxicolégicas, asi como dificil eliminacion del organismo (Gonzalez,
2005 citado por Rangel Ortega, S. 2007).
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2.1.3.3. Aditivos Naturales

Los aditivos antimicrobianos de origen natural cumplen con la misma funcion,
son numerosos compuestos de origen vegetal y animal los que se han estudiado,
tanto sus propiedades antimicrobianas como toxicoldgicas, para tranquilidad de los
consumidores que prefieren productos minimamente procesados y frescos(Gonzélez,
2005,citado por Hernandez Centeno., J.J. 2009). Algunos de estos compuestos se
encuentran en investigacion para su posible uso en conservacion de alimentos sobre
todo contra microorganismos patégenos (Hernandez, 2003, citado por Hernandez
Centeno., J.J. 2009). El reto es aislar, purificar, estabilizar e incorporar estos
antimicrobianos a los alimentos sin afectar las caracteristicas sensoriales de los
mismos. La actividad antimicrobiana depende de la variedad de la especie o hierba,
del tipo de microorganismo y el alimento al que se afadira (Alatriste, 2004, citado por
Hernandez Centeno., J.J. 2009).

Los compuestos antimicrobianos de las especias, hierbas y plantas o sus
extractos se encuentran generalmente en sus aceites esenciales obtenidos de sus

hojas, flores, bulbos y frutos (Hernandez Centeno., J.J. 2009).

2.1.3.4. Ventajas y desventajas de aditivos naturales

Para los aditivos naturales se tienen como ventajas; que se encuentran
distribuidos en la naturaleza, no presentan toxicidad ni son nocivos para la salud en
las dosis aplicadas correctamente, son aceptados por la poblacion, mientras que
como desventajas se presentan; un bajo rendimiento, alto costo de produccion y
requieren analisis minuciosos para su aceptacion comercial (Gonzélez, 2005 citado
por Rangel Ortega, S. 2007).
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2.1.4. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son una mezcla compleja de moléculas volatiles como:
hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres, éteres, y fenoles (Zekaria, D.),
producidos por el metabolismo secundario de plantas aromaticas y se extraen por
destilacion a partir de partes de la planta (Abirni, J. et al. 2008).

Los aceites esenciales se clasifican con base a diferentes criterios:

consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios.

Consistencia: la consistencia de los aceites esenciales se clasifica en esencias
fluidas, balsamos y oleorresinas. Dentro de las esencias fluidas se encuentra que
son liquidos volatiles a temperatura ambiente. Mientras que los balsamos son de
consistencia mas espesa, son poco volatiles y propensos a sufrir reacciones de
polimerizacion. Las oleorresinas son tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias

semisolidas y tienen el aroma de las plantas en forma concentrada.

Origen: se clasifica como natural, artificial y sintético. Los aceites esenciales
de origen natural, se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones
fisicas ni quimicas posteriores. Debido a que tienen rendimiento muy bajo, se les
adjudica un alto costo rendimiento muy bajo, se rendimiento muy bajo, se les
adjudica un alto costo. Los de origen artificial, se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento o combinacion de la misma esencia con uno o varios de sus
componentes, los cuales en su mayoria de las veces son producidos por procesos de
sintesis quimica. Naturaleza Quimica: a pesar de poseer una composicion compleja
con diferentes tipos de sustancias, los aceites esenciales se pueden clasificar de
acuerdo con el tipo de sustancias que son los componentes mayoritarios. Segun esto
los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites esenciales
monoterpenoides (p.ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en
sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej. copaiba, pino,
junipero, etc.). Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides
(Martinez, A. 2003)
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2.1.4.1. Aplicacion de los aceites esenciales

Sus aplicaciones se deben a su eficacia bioactiva como fungicidas (Pina-
Vazetal.2004 citado por Abirni, J. et al. 2008), bactericidas (Kotzekidouetal.2008
citado por Abirni, J. et al. 2008), antioxidantes (Eminagaogluetal.2007 citado por
(Abirni, J. et al. 2008), antigeno toxicos (Bakkalietal.2006 citado por Abirni, J. et al.

2008) y muchas otras actividades biolégicas.

2.1.5. Orégano

En México existen mas de 20 especies comunmente llamadas orégano; sin
embargo la reconocida en el mercado internacional es la especie Lippia graveolens
H.B.K.

El conocido como orégano mexicano es (Lippia berlandieri Schauer, Lippia
graveolens) perteneciente a la familia Verbenaceae. Se considera una planta distinta
a sus homélogos europeos ya que sus hojas son mas grandes y su color verde es de
tono obscuro.

Asi mismo, esta planta posee un sabor mucho mas fuerte comparado con
otras variedades que es atribuido a su alto contenido de aceites esenciales. En el
aceite esencial de esta planta se han identificado mas de 25 compuestos volatiles
entre los que se encuentran -mirceno, a-terpineno, y-terpineno, p-cimeno, carvacrol
y timol (Cueto Wong, M.C. 2012).

En la figura N°1. Se presenta la estructura quimica de los principales

componentes del orégano.
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Carvacrol Timol p-cimens y-Ierpineno

Figura N°1. Estructura quimica de los componentes del orégano.
Fuente:(Arcila Lozano, C.C. et al. 2004).

2.1.5.1. Clasificacion taxondmica

El género Lippia (familia Verbenaceae) incluye aproximadamente 200
especies de hierbas, matorrales y arboles pequefios (Terblanche and Kornelius, 1996
citado por Melendez Renteria, N. 2012). Sin embargo, el término orégano se refiere
aproximadamente a 40 especies de plantas herbaceas que comparten caracteristicas
similares de olor y sabor, y comprenden mas de un grupo taxonomico (familias
Verbenaceae y Labiatae), lo cual repercute en la cantidad y el tipo de sustancias
activas que poseen (Silva-Vazquez et al, 2008 citado por Meléndez Renteria, N.
2012).

En el cuadro N°3 se pueden observar las principales especies conocidas en

México de orégano:
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Cuadro N° 3. Principales especies conocidas en México como orégano.

Nombre cientifico

Familia

Nombres comunes y distribucién

geogréfica

BrickelliaveronicaefoliaH.B.K.

Asteraceae(Compositae)

Orégano de cerro (Chihuahua), orégano de
campo (México), orégano de monte (Puebla.)

Calamiutha potosina Schaff.

Labiatae

Orégano de Sierra (S.L.P),

Dalea greggi Gray

Fabaceae (Leguminosae)

Orégano cimarron (Chihuahua, Oaxaca, Puebla,
S.L.P., Sonora.)

Gardoquiamicromerioide Labiatae Orégano (S.L.P.)

Hemsl. (Schaffner)

HedeomafloribundaStandl. Labiatae Orégano (Chihuahua, S.L.P., Sonora.)

Hedeomapatens Jones Labiatae Orégano salvia real (Aguascalientes, Chiapas,
Guerrero, Guanajuato, Jalisco, Puebla, Sinaloa,
Sonora.)

Lantanainvolucrata L. Verbenaceae Orégano, peonia, colorada, tarete (Michoacan,
Sinaloa, Tamaulipas.

Lantana velutinaMart. Verbenaceae Orégano (Guanajuato, S.L.P., Tamaulipas.)

LippiaberlandieriSchauer Verbenaceae Orégano de Castilla, salvia (Coahuila, Durango,
Jalisco, Querétaro, Sinaloa, Zacatecas.)

Lippiagraveolens H.B.K. Verbenaceae Orégano (Campeche, Yucatén)

Lippiapalmeri Watson Verbenaceae Orégano (Baja California, Chihuahua, Sinaloa,
Sonora)

MonardaaustromontanaEpl. Labiatae Orégano (Chihuahua, Sonora)

MonardacitriodoraCerv Labiatae Orégano (Chihuahua, Nuevo Leon., Sonora)

Origanum mejorana L. Labiatae Orégano europeo (zonas templadas de México,
huertos familiares)

Origanumvulgare L. Labiatae Orégano europeo (zonas templadas de México,
parcelas y huertos familiares)

Paliominthalongiflora Gray Labiatae Orégano (Coahuila, Nuevo Leon)

Fuente: (Cueto Wong, M.C. 2012)
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2.1.5.2. Usos del orégano

El principal uso del orégano es como condimento en la preparacion de platillos
tradicionales mexicanos, en los que destacan el pozole, menudo, chilpozonte,
barbacoa, guisados, sopas, estofados de carnes, etc. Asi como en comida extranjera
se puede marcar la italiana en pizzas y pastas, en ensaladas tipicas de la comida
griega, incluso se usa mucho en la cocina India y Marroqui para aromatizar platos de
carne y arroz, etc. El mercado y los consumidores han hecho que actualmente lo
venden en mezcla con otras hierbas de olor, que se pueden usar en infinidad de

platillos.

Otro de los usos que estan tomando mucho auge actualmente, es su
aplicacion del orégano en el area de alimentos por su buena capacidad antioxidante
y antimicrobiana contra microorganismos patégenos como Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, entre otros
(Arcila Lozano, C.C. et al. 2004).

El aceite esencial es sub utilizado en perfumes y cosméticos. Del orégano
(Lippia berlandieri Schauer), también se puede obtener aceite esencial que contiene
compuestos activos, utilizados en la industria farmacéutica y alimentaria. “El litro de
aceite de orégano se cotiza en el mercado internacional de $100-200. Con la
produccion de aceite de orégano se tiene una oportunidad de mejorar las
condiciones de vida de los pobladores de comunidades de zonas aridas del pais ya
gue las poblaciones silvestres de orégano se encuentran en sobre-aprovechamiento
debido principalmente a que la recoleccion coincide con la floraciéon de la especie

mermando su propagacion natural” (Diaz Ramirez. et al. 2007).
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2.1.5.3. Propiedades del Orégano

Entre las propiedades presentes en la planta se puede mencionar que ténica y
digestiva. También ayuda contra el dolor. Es emendgoga, desinfectante,
expectorante y carminativa. Se usa para aliviar la tos y el asma. En reglas dolorosas
se emplea como calmante y regulador. Antiséptico en las vias respiratorias. Los
dolores y reumas se alivian con friegas con aceite de orégano y cataplasmas de la
planta. En uso externo en forma de infusion es cicatrizante de heridas, llagas, etc. En
farmacia se usa para preparar linimentos antirreumaticos, pomadas para la dermatitis
y como desinfectante y cicatrizante. También se usa en perfumeria, jaboneria y

cosmeética (Infagrow).

2.1.5.4. Paises productores de orégano

En el mercado internacional Turquia, Grecia, y México son los principales
paises proveedores de orégano seco manufacturado y no manufacturado en el
mundo; sin embargo Turquia y México aportan del 65 al 31 por ciento de la
produccion respectivamente el resto de la produccién la aportan otros paises del

mediterraneo (Villavicencio Gutiérrez, E. 2007).

2.1.5.5. Estados productores de orégano en México

México ocupa el segundo lugar en el mercado internacional. Los principales
estados productores de orégano (Lippia berlandieri Schauer) son en orden de

importancia: Chihuahua, Durango, Tamaulipas, Nuevo Ledén, Coahuila, le siguen
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Jalisco, Zacatecas, Querétaro, Hidalgo y Baja California Sur (Villavicencio Gutiérrez,
E. 2007), (Cueto Wong, M.C. 2012).

2.1.6. Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas
(sabores, vitaminas o0 aceites esenciales) son introducidas en una matriz o sistema
de pared con el objetivo de impedir su pérdida, para protegerlos de la reaccion con
otros compuestos presentes en el alimento o para impedir que sufran reacciones de
oxidacion debido a la luz o al oxigeno. Una ventaja adicional es que un compuesto
encapsulado se liberara gradualmente del compuesto que lo ha englobado o
atrapado y se obtienen encapsulante y la sustancia a encapsular, las aplicaciones
para el material microencapsulado, el mecanismo de liberacién deseado y el costo.
(Fernandez Yanez, J.; et al. 2002). En la cuadro N°4 se puede observar el tipo de

ingredientes encapsulados utilizados en alimentos.

Cuadro N°4. Ingredientes encapsulados utilizados en alimentos.

Tipo de ingrediente

Saborizantes: especias, aceites, sazonadores, y edulcorantes.

Acidulantes, alcalis, buffers (ac. ascoérbico, citrico, fumarico, bicarbonato)

Lipidos: ac. Linoleico

Agentes redox (blanqueadores, maduradores)

Enzimas o microorganismos

Antioxidantes (Ac. ascorbico, citrico)

Colorantes

Aceites esenciales, aminodacidos, vitaminas y minerales

Fernandez Yafez, J. 2002.
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2.1.6.1. Microencapsulacién La microencapsulacion es una técnica utilizada
en la industria farmacéutica, alimentaria e incluso en la industria textil. La
microencapsulacion puede mejorar el sabor y la estabilidad de medicamentos. La
microencapsulacion han sido también barreras contra malos olores y sabores; ésta
también ayuda a que los materiales fragiles resistan las condiciones de
procesamiento y empacado mejorando sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y

apariencia de sus productos.

En el siguiente cuadro N° 5 se pueden ver los tipos de coberturas utilizadas.

Cuadro N° 5.Tipos de coberturas usadas para microencapsulacion.

TIPO DE COBERTURA COBERTURA ESPECIFICA

Gomas Goma ardbiga, agar, aliginato de sodio,

carragenina.

Carbohidratos Almidén, dextranos, sacarosa, jarabe de maiz.

Celulosa Carboximetil — celulosa, meticelulosa, etilcelulosa,

nitrocelulosa, aceticelulosa.

Lipidos Ceras, parafinas, tristearina, &cido esteérico,

monoglicéridos, diglicéridos, aceites, grasas.

Proteinas Gluten, caseina, grenetina, albumina.

Materiales inorganicos | Sulfatos de calcio, silicatos.

Fuente: Fernandez Yanez, J.; etal. 2002
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2.1.6.2. Microcapsula

Una microcapsula posee una estructura morfologica relativamente simple, esta
compuesta por dos elementos claramente diferenciados, el nucleo activo y armazon
polimérico delgado, que envuelve al primero. El nicleo puede estar compuesto por
sustancias tanto de naturaleza liquida como sélida. En cuanto al recubrimiento del
nacleo, el polimero utilizado para la constitucion de su armazon puede ser tanto de
origen natural como sintético. Para la formacion de las microcapsulas existen
diferentes técnicas tanto fisicas como quimicas (Anénimo, 2003). La utilizacion de
microcapsulas abarca una amplia gama de campos: la eliminacién controlada de
sabores, colores, aromas, perfumes, drogas, fertilizantes y precursores en

impresiones.

2.1.6.3. Métodos para la microencapsulacion

Los métodos para la elaboracion del microencapsulado, han sido divididos en
tres:

a) Procesos fisicos: secado por aspersion, extrusion vy
recubrimiento por aspersion.

b) Procesos fisicoquimicos: coacervacion simple o compleja y
atrapamiento en liposomas.

C) Procesos quimicos: Polimerizacién interfacial e Inclusién

molecular. (Fernandez Yariez, J. et al. 2002)
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2.1.6.3.1. Secado por aspersion

El secado por aspersion es ampliamente usado en la industria de los
alimentos debido a que es un método econdmico y efectivo en la proteccién de
materiales, en particular empleado en la deshidratacion de leche. Los almidones
modificados, las maltodextrinas y las gomas son empleados como acarreadores o
materiales pared.

El material a encapsular es homogenizado con el acarreador; la mezcla es
alimentada al secador por aspersion y se atomiza por medio de una boquilla o disco;
las cipsulas son colectadas posteriormente (Fernandez Yafez, J. et al. 2002).

2.1.6.3.2. Atrapamiento en liposomas

Tipo de céapsula con mas propiedades versétiles y menos fragilidad que
aguellas hechas de grasa es el de los liposomas.

Han sido empleados para la liberacion de vacunas, enzimas y vitaminas en el
cuerpo y consisten en una o mas capas de lipidos no téxicos y aceptables en
alimentos; la permeabilidad, estabilidad, actividad superficial y afinidad pueden variar
con el tamafo y la composicién del lipido. Los liposomas, vesiculas que se forman
cuando peliculas de fosfolipidos son dispersadas en un medio acuoso, al igual que
las membranas naturales, son selectivamente permeables a iones; los liposomas se
forman cuando una solucion acuosa de sustancia activa es mezclada con la pelicula
del lipido (Fernandez Yéafiez, J. et al. 2002).
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2.1.6.3.3. Extrusién

La microencapsulacion por extrusion involucra el paso de una emulsion del
material activo y el material pared a través de un dado a alta presion. La aplicacion
de este método en el procesamiento de alimentos incluye bebidas, pasteles,
gelatinas, postres, asi como numerosos sabores (Fernandez Yafiez, J. et al. 2002).

2.1.6.3.4. Polimerizacion de interfase

Este método involucra la disolucién de un mondémero hidrofébico polimerizable
en un material activo hidrofébico. La mezcla es dispersada en una fase polar y un
catalizador provoca la polimerizacion del mondémero; el polimero es insoluble en la
sustancia activa hidrofébica y depositado como pared alrededor de la sustancia
activa. Los polimeros que forman coberturas adecuadas son poliéster, poliamidas,
poliuretanos y poliureas.

La polimerizacion interfacial ocurre entre monomeros disueltos en sus
respectivas fases inmiscibles; los mondémeros solubles son dispersados en la fase
acuosa por medio de agitacion, la membrana de la capsula es formada por la adicion

de un mondmero organico soluble en la fase continua u orgéanica.

2.1.7. Biopolimeros

El consumo mundial de polimeros biodegradables ha aumentado en los
altimos afios. Estos materiales biodegradables naturales incluyen materiales de
embalaje como: bolsas de basura, envoltorios de alimentos , sellantes espuma,

recipientes de comida, envolturas de pelicula, papel laminado, tela sin tejer y los
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productos de higiene; pafales, hisopos de algoddn, bienes de consumo; comida
rapida vajilla, contenedores, cajas de huevos, mangos de afeitar, juguetes, y
herramientas agricolas; peliculas para abono, macetas (Bernard, Gontard, y Guilbert,
1998 citado por Sachiko Kaihara Nitta y Keiji Numata, 2013).

Los biopolimeros son polimeros producidos a partir de organismos vivos, que
se podrian clasificar en tres grupos: polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos.

Factores que se tienen que tomar en cuenta son:

. Tamafio de particula

. La carga energética

. La morfologia de la superficie

. La velocidad de liberacién de las moléculas cargadas

Los biopolimeros tienen caracteristicas como: biocompatibilidad,
biodegradabilidad y baja inmunogenicidad dichas caracteristicas son heredadas por
el material biol6gico con el cual fue hecho. Los biopolimeros se usan como vehiculos

para farmacos o genes.

Las nanoparticulas de proteinas usadas para la formacion de biopolimeros se
dan debido a su comportamiento rapido de absorcion y liberacién proporcionada por
su capacidad de difusién y cambio de volumen, asi como también ofrecen la

posibilidad de transportar compuestos bioactivos (Galicia Garcia, T. et al. 2012).

2.1.8. Succinimida

La isomerizacién de &cido aspartico a través de succinimida intermedia es
quizas la via mas comun para la degradacion no enzimatica espontanea de proteinas
biofarmacéuticas. Esta degradacibn no enzimatica ocurre a causa de la alta
propensién de los residuos de aspartilo y asparaginilo a someterse a ciclacion
intramolecular para formar un anillo de succinimida de cinco miembros. Este
fendbmeno esta bien estudiado por su origen, la formacion, y la estabilidad de la

succinimida utilizando péptidos, asi como proteinas. La tasa de formacion de
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succinimida se ve influida por muchos factores, incluyendo la naturaleza del residuo,
la conformacién tridimensional global y local, y los factores ambientales tales como el
pH, la temperatura, y la fuerza dieléctrica (Amarnath, Ch. et al. 2013).

El anhidrido succinico produce la imida ciclica ssuccinimida cuando se

calienta con cloruro de amonio a 200°C (McMurry, J. 2008)

En la figura N°2 se ve la estructura quimica de la succinimida. Cabe
mencionar que el desarrollo de la succinimida como un polimero se encuentra en

desarrollo e investigacion.

Figura N°2. Estructura quimica de succinimida.

Fuente: Amarnath, Ch. et al. 2013.

2.1.8.1. Acido L-aspartico

Es un elemento esencial de los aminoacidos, necesarios para trasladar
moléculas de NADH con alta energia del cuerpo principal de una célula a sus
mitocondrias, o principales zonas de produccion de energia. Ademas de ayudar a la
produccion de energia, el acido L-aspartico es un importante neurotransmisor

excitatorio.
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El acido L-aspartico se produce industrialmente a partir de acido fumarico y
amonio por los métodos de fermentacion o enzimatico, empleando la reaccion de la

aspartasa, como se muestra en la figura N°3.

HOOCH == CHOOH+NH3 aspartasa HOOCCH2 — CH -COOH

_— |
< NH2

Acido fumarico + amonio acido L-aspartico

Figura N°3. Reaccion de la aspartasa.
Fuente: Garcia Garibay, R. et al. 2004.

2.1.9. Caracterizaciéon de polimeros

Se realiza la caracterizacion de los polimeros para obtener informacién acerca
de sus propiedades para asi determinar su campo de aplicacion. Dentro de la
caracterizacion se puede estudiar; la composicion, estructura quimica, tamafio y
forma, morfologia en estado solido, el comportamiento frente a la temperatura,
comportamiento ante esfuerzos o en flujo, las reacciones que pueden llegar a sufrir,
etc (ref). Para el analisis de todos estos factores se hace uso de diversos equipos,

dentro de los que destacan:

e El infrarrojo con transformada de Fourier el cual es util para discernir las
estructuras moleculares, en particular en el reconocimiento de grupos funcionales
(Galicia Garcia. et al. 2010).
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El osmometro de presion a vapor (VPO) por sus siglas en inglés, el cual nos
permite determinar de la masa molecular de los polimeros ya que es de
considerable importancia debido a que la longitud de la cadena es un factor de
control en la evolucién de la solubilidad, la elasticidad, la formacién de fibras, y
propiedades de resistencia mecanica Este equipo se centra en el uso de la
membrana y osmometria de presion de vapor para determinar el peso molecular
promedio en numero, el principio con el cual opera es que la presion de vapor de
una solucion es inferior a la del disolvente puro a la misma temperatura y presion
a concentraciones suficientemente bajas, la magnitud de la disminucion de la
presion de vapor es directamente proporcional a la concentracion molar de soluto.
Calorimetria diferencial de barrido (DSC) por sus siglas en inglés, es una técnica
experimental que nos permite determinar la cantidad de calor que absorbe o
libera una sustancia, cuando es mantenida a temperatura constante, durante un
tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad constante, en
un determinado intervalo de temperaturas Baro,S. et al. 1992).
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CAPITULO 3

3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Localizacion del experimento

El trabajo experimental se llevé a cabo en los laboratorios del Departamento
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila; en el Departamento de Quimica
Organica de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad Autonoma de
Coahuila con ubicacion en Saltilo Coahuila, asi como en laboratorios de la

Universidad Autbnoma de Ciudad Juarez, Chihuahua.

Los materiales empleados durante el desarrollo de éste proyecto fueron
proporcionados por:

e Aceite de orégano: Centro de Investigacion para los Recursos
Naturales (CIRENA).

e Polisuccinimida: Departamento de Quimica Orgéanica de la Facultad de

Ciencias Quimicas de la UAdeC.
e Staphyloccocus aureus: Laboratorio Estatal de la Secretaria de

Salubridad y Asistencia en la ciudad de la ciudad de Saltillo, Coahuila
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3.1.2. Metodologia.

3.1.2.1. ETAPA 1. Atrapamiento del aceite esencial de orégano en un

polimero (succinimida).

El atrapamiento del antimicrobiano, proveniente del aceite esencial de orégano
(Lippia berlandieri Schauer) en el polimero (succinimida), se realizo con la prueba de
punto al equilibrio, realizando cuatro repeticiones evaluando aceite puro de orégano y
diluido en aceite comestible a una concentracion del 10%.

Las muestras de polimero fueron pesadas en una balanza Adventure Ohaus,
sumergidas en el aceite, nuevamente pesadas en balanza analitica en intervalos de
tiempo de 60 minutos por 480 minutos. Los resultados arrojados por esta prueba
fueron analizados estadisticamente mediante analisis de varianza y t-student con el

fin de establecer el tiempo necesario para la 6ptima fijacion de aceite en el polimero.

3.1.2.2. ETAPA 2. Caracterizacion del polimero (succinimida) y su

interaccién con el aceite esencial de orégano.

3.1.2.2.1. Determinacion del peso molecular mediante un osmémetro de

presion de vapor.

Se determiné el peso molecular mediante un osmémetro de presion a vapor
KNAUER K-7000 para lo cual se prepar6 una curva de calibracion empleando como
estandar Benzil y como diluyente dimetil sulféxido (DMSO), preparando soluciones
al 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 por ciento. Para la preparacion y purificacion de la muestra, se
trituro el polimero en un mortero, se lavé con agua, bicarbonato de sodio y acido
clorhidrico al 1lpor ciento filtrdndose a vacio; del liquido obtenido se precipitd
utilizando etanol, el cual después se elimind en un rota evaporador, y el excedente se

dej6é evaporar en agitacion al temperatura ambiente, ya estando el precipitado se
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molid en mortero, seguido de esto se prepararon soluciones de polisuccinimida al
0.01, 0.02, 0.03 por ciento usando como diluyente DMSO. Leyéndose las muestras

en el equipo.

3.1.2.2.2. Observacién de la estructura polimérica mediante microscopia

electrdénica.

El polimero, el polimero con aceite esencial de orégano y el polimero con
antimicrobiano en contacto con el microorganismo Staphylococcus aureus fueron
bafiados con plata para su observacion y toma de evidencia en el microscopio
electronico de barrido JEOL 69-60.

3.1.2.2.3. Anédlisis de infrarrojo por transformada de Fourier.

Se realiz6 un IR en un equipo FT-IR/ATR (Elmer 1100X), para observar los
compuestos presentes en el polimero en su estado libre y con el aceite esencial de

orpegano.

3.1.3.2.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

El polimero, el polimero con aceite esencial de orégano y el polimero con
antimicrobiano en contacto con el microorganismo Staphylococcus aureus fueron
sometidos a un calentamiento con incrementos de temperatura de 10°C por minuto

hasta alcanzar 200°C, mediante un equipo de calentamiento TA Instrument Q600.
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3.1.2.3 ETAPA 3. Valorar la eficiencia de la liberacidén del principio activo
del vehiculo.

3.1.2.3.1. Viabilizacion e identificaciéon de la cepa de Staphylococcos

aureus.

Se prepara caldo de soya tripticasa (TSB) en tubo, se trabajaron cinco
repeticiones y como blanco se usé agua destilada, se llevd a cabo un barrido de
espectro en un espectrofotometro Genesys 10 UV, leyéndose en un rango de
longitud de onda de 350 a 550, analizandose las lecturas estadisticamente, con el fin
de establecer la longitud de onda donde absorbe méas efectivamente el medio de
cultivo.

La cepa Staphylococcus aureus se viabilizd por medio de pre enriquecimiento
en tubos con caldo TSB y siembra por estrias en agar TSB, lo cual fue incubado a
32°C por 24 horas, asi mismo se realizé un analisis morfolégico mediante tincion de

Gram en microscopio éptico.

3.1.2.3.2. Preparacion del inoculo al tubo nimero 4 de la escala de

Mcfarland.

Posteriormente se llevd a cabo la cinética de crecimiento de la cepa, para lo
que se preparo el inoculo en tubos con caldo TSB por duplicado, se inoculé 0.1 ml
de la cepa de Staphylococcos aureus incubandose a 32°C el tiempo necesario para
alcanzar la absorbancia del tubo nimero 4 de la escala de Mcfarland modificado por
Ortega Rangel, S. en el 2007.

En el siguiente cuadro N° 6. Se observa la correspondencia con la escala de

Mcfarland.
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Cuadro N° 6. Absorbancia con respecto a escala de Mcfarland.

Tubo Ml de BaCl2al | Ml de H2SO4 Bacterias/ml | Absorbancia
1% al 1% a 540 nm
1 0.1 9.9 300,000,000 0.2115
2 0.2 9.8 600,000,000 0.3655
3 0.3 9.7 900,000,000 0.472
4 0.4 9.6 1,200,000,000 0.6815
5 0.5 9.5 1,500,000,000 0.8555
6 0.6 9.4 1,800,000,000 0.976
7 0.7 9.3 2,100,000,000 1.0615
8 0.8 9.2 2,400,000,000 1.1915
9 0.9 9.1 2,700,000,000 1.341
10 1.0 9.0 3,000,000,000 1.4611

Fuente: Ortega Rangel, S. 2007

3.1.2.3.8.

polimero.

Valoracion de la efectividad del antimicrobiano fijado al

Se realiz6 un antibiograma para el cual se preparé caldo TSB en cajas Petri de
3 compartimientos, en las que se sembré 0.1 ml del cultivo iniciador el cual estaba en
escala 4 de Mcfarland, a dos de los espacios se les coloco un trozo del polimero con
aceite, mientras que para el tercero no se trabajé con polimero, de igual manera se
realiz6 un frotis recubriendo la laminilla con bafio de plata observandose en
microscopio electronico de barrido

Seguido del antibiograma se preparé caldo TSB en tubos por cuatro
repeticiones para polimero con antimicrobiano y cuatro repeticiones de tubos para

polimero sin antimicrobiano, asi como un testigo.
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Se agreg0 una muestra de polimero con antimicrobiano en 4 tubos con caldo
TSB, y lo mismo se hizo pero con polimero libre de antimicrobiano, en los 8 tubos se
inoculd 0.1 ml del cultivo de Staphylococcus aureus en escala 4 de Mcfarland
modificada, se incubd a 32°C por 24 horas, midiéndose la absorbancia en intervalos
de 2 horas. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 550 nm. Los datos
obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante analisis de varianza y t-
student asi como se hizo un analisis de medias de Log 10 de las U.F.C., para
comprobar tanto la efectividad del antimicrobiano ligado al polimero de

polisuccinimida.

48



CAPITULO 4

4.1. Resultados y discusion

4.1.1. Etapa 1. Atrapamiento del aceite esencial de orégano en un
polimero (succinamida).

En esta etapa se establecio el tiempo més adecuado para llevar a cabo el
optimo atrapamiento del antimicrobiano en el polimero en estudio asi como
establecer como se adhiere de mejor manera el antimicrobiano al polimero soporte;
si en estado libre o diluido. Para dicha etapa se monitore6 el incremento en peso de
la muestra inmersa, tanto en el aceite puro de orégano como en el diluido al 10% con
aceite comestible.

Los resultados de dicho tratamiento se ven reflejados en el cuadro N° 7.

Cuadro N° 7. Medias de absorcion del antimicrobiano diluido o libre en

funcioén al tratamiento.

MEDIAS DE ABSORCION DE ANTIMICROBIANO EN
EL POLIMERO EN GRAMOS
TIEMPO ANTIMICROBIANO ANTIMICROBIANO
LIBRE DILUIDO
0 0.0000 0.0000
60 0.0136 0.0053
120 0.0121 0.0059
180 0.0113 0.0057
240 0.0138 0.0073
300 0.0144 0.0064
360 0.0142 0.0077
420 0.0128 0.0069
480 0.0129 0.0068
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En la figura N°4 se muestra, el analisis de la diferencia en absorcion del
aceite libre y diluido para el cual se realiz6 un analisis de medias, para ambos
tratamientos, donde es posible apreciar que el aceite libre se fija de manera mas
eficiente que el diluido; mostrandose diferencias estadisticamente significativas, de

acuerdo al andlisis de t-student realizado, (apéndice 6.1).
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Figura N° 4. Grafica de medias de absorcién con relacion al tipo de

vehiculo.

Posteriormente se analizd el comportamiento de la fijacion del aceite esencial

del orégano libre y diluido en el polimero de succinimida en funcién al tiempo, se
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trabajé un analisis de medias de la absorcién, para ambos tratamientos, y de los
resultados se elabor6 una gréafica, la cual se pude ver en la figura N°5.
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Figura N° 5. Grafica en relacién vehiculo y tiempo.

La figura N°5 muestra la capacidad de absorcion del polimero, para ambos
tratamientos. Donde se aprecia que el pico mas alto es en el polimero con aceite
libre, el cual se alcanza a los 300 minutos siendo este el tiempo Optimo de
atrapamiento. Por otro lado en el caso del aceite diluido es posible apreciar
variaciones en funcion al peso, sin embargo estas no presentan diferencias
estadisticamente significativas entres si (apéndice 6.1); mientras que en comparacion
con el tratamiento del aceite libre para el tiempo de 300 minutos, en el mismo analisis
de varianza se puede observar una diferencia altamente significativa. Confirmando

asi que la fijacion de aceite se realiza mejor en estado libre, a 300 min de contacto.
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4.1.2. ETAPA 2. Caracterizacion del polimero (succinimida) y su

interaccidn con el aceite esencial de orégano.

4.1.2.1. Determinacion del peso molecular mediante de un osmdmetro de

presion a vapor.

Antes que se realizara la determinacion del peso molecular se describid
fisicamente el polimero tal como lo vemos en la figura N° 6, la cual muestra una foto
de la viruta del polimero (succinimida), donde se puede observar que es un sélido,

con una coloracién café, es porosa en su interior y de estructura lisa.

Figura N°6. Viruta de polisuccinimida.

Los resultados arrojados por el osmdmetro para las tres soluciones utilizadas
el equipo hace un promedio de estas, obteniendo asi para la polisuccinimida 1780

g/mol.

4.1.2.2. Observacion de la estructura polimérica mediante microscopia

electronica de barrido.

Las figuras N°7 y 8 muestran la presencia del polimero de polisuccinimida
antes del contacto con el aditivo a probar, la figura N°7 es una ampliacion en 400
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veces Yy la figura N°8 a 3700 veces, de donde es posible apreciar que el producto es
una estructura uniforme semi poroso, asi como se puede también distinguir a 5
micras un flujo de material en forma de filamentos claros, que pueden ser resultado

del proceso de polimerizacion en flujo continuo con que fue elaborado el material.

De acuerdo al analisis puntual (anexo 6.3) se aprecia que la muestra esta
constituida por 59.17% de Carbono y 31.40% de Oxigeno en peso y en porciento
atomico de 70.62% de carbono y de 28.13% de oxigeno, lo que hace posible la

aseveracion de que se trata de un compuesto de naturaleza completamente

organica.

Figura N°7. Polimero original X400. Figura N°8. Polimero original X3700

Las imagenes 9 y 10 son las muestras del polimero después de los 300 min
de contacto con el aceite esencial de orégano. La figura N°7 esta amplificada en 500
veces Y la figura N°7 en 3,700 veces de estas es posible apreciar la estructura
uniforme descrita anteriormente y adherida a esta una capa del aceite esencial del
orégano con el cual estuvo en contacto, donde se ve que se enmascaran los
filamentos presentes en la figura N°8. En la figura N°10 se puede apreciar
claramente el revestimiento total de la estructura polimérica, lo que indica un proceso
de absorcion del aceite en el polimero, este se puede deber tanto a los poros
presentes en la estructura original como a las estructuras filamentoso resultantes del
proceso de extrusion las cuales cambian su aspecto a una forma redondeada,

totalmente cubierta.
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De acuerdo al andlisis de los elementos presentes (apéndice 6.4) nos
muestra que hay un decremento en la constitucion de sus compuestos organicos en
el peso teniendo para oxigeno 25.57 y 49.33 por ciento para carbono y en el

porciento atbmico de oxigeno de 26.29 y para carbono de 69.17.

‘ i “;ivskv X3700  5um 0852 SEI
Figura N°9.  Polimero  con Figura N°10. Polimero con
antimicrobiano X500. antimicrobiano X3700.

Las figuras N°11 y 12 presentan las muestras del polimero adicionado con el
aceite esencial del orégano, posterior al contacto con un medio de cultivo especifico
para el crecimiento de S. aureus y un inoculo del microorganismo en cuestion, la
figura N°11 esta amplificada en 500 veces y la figura N°12 en 3700 veces; de estas
es posible apreciar que a la base del polimero cuenta tanto con la presencia del
aceite adicionado, como con células probablemente del microorganismo inoculado,
las cuales presentan irregularidades en su morfologia debidas al efecto del aceite
esencial, que en estudios previos sugieren que el aceite lisa la pared celular
microbiana (Morales Angeles, G. 2005). Asi mismo se presentan filamentos
suspendidos, que pueden ser residuos de la lisis microbiana o bien algun tipo de
degradacion del propio material
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Figura N°11. Figura N°12.

Polimero con Polimero con
antimicrobiano y en contacto antimicrobiano y en contacto
con la cepa S.aureus X500 con la cepa S.aureus X3700

4.1.2.3. Analisis infrarrojo por transformada de Fourier.

La figura N°13 muestra el espectro infrarrojo para el polimero en su estado
original asi como la figura N°14 muestra el espectro infrarrojo del polimero después
de haber estado en contacto con el aceite esencial, donde es posible apreciar un
pico en los 1704 cm-1para el polimero con aceite esencial y en los 1708 cm-1 para el
polimero libre lo cual indica la presencia de grupos carbonilo, por otro lado se
observan picos en 2916 y 2849 cm-1 para el polimero con aceite mientras que para
el polimero libre en 2915 y 2849 para el polimero libre indicativos de las amidas,
propias del acido aspartico monémero precursor, mas adelante se presenta un
estiramiento formando un pico en 1390 cm-1 para el polimero con aceite esencial y
siendo de 1392 para el polimero libre lo cual indica la presencia de compuestos
aromaticos, representativos de timol y carvacrol, componentes del aceite esencial del
orégano, finalmente se encuentra una banda de transmisién ancha pasando por los
3000 cm-1 lo cual muestra los grupos hidroxilos caracteristicos del timol y carvacrol
del aceite esencial, la banda mencionada anteriormente no desarrolla en el IR del

polimero libre.

55



99 |
98 |
97 |
96 |
95 |
94 |
93 |
92 |

91 |

90 |

89 |
88 |
87 |
86 |

85 |

84 |

83 |
82 1708
80.8 4

4000.0 3600 2800 2000 1600 1400
cm-1

Figura N°13. Infrarrojo del polimero original.

Figura N°14. Infrarrojo del polimero con aceite esencial.
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4.1.2.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La figura N°15 presenta el grafico del DSC para el polimero en su estado
inicial; del cual es posible apreciar un pico endotérmico que indica una temperatura
de fusion de 133.14°C con un flujo de calor de 21.72 J/g.

g
5
[T
g
T

124.43°C
21720

133.14°C

T T T T T T T
100 200
Temperature ("C) Universal V4.2E TA Instruments

Figura N°15. DSC para el polimero original

La figura N°16 presenta el grafico del DSC el polimero adicionado con el
aceite esencial del orégano; del cual es posible apreciar un pico endotérmico que
indica la temperatura de fusion de 131°C, con un flujo de calor de 16.51 J/g.
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Figura N°16. DSC para el polimero con aceite esencial.

La figura N°17 presenta el grafico del DSC el polimero adicionado con el
aceite esencial del orégano y sometido a contacto con una cepa de S. aureus en un
medio especifico para su desarrollo; del cual es posible apreciar un pico endotérmico

que indica la temperatura de fusion de 129.74°C, con un flujo de calor de 17.59 J/g.

122 54°C
17 .58.7g

129.74°C

— 7 ———7r T
100 120 180 200
Temperature (°C) Universal W4.2E TA Instruments

Figura N°17. DSC para el polimero con aceite esencial en contacto con la
cepade S. aureus.
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En el cuadro N°8 es posible apreciar que las temperaturas de fusion para el
polimero en sus tres facetas oscila alrededor de los 130°C, presentando una
diferencia menor a 2°C para cada una de los tratamientos, siendo el polimero en su
estado natural el que tiene el punto de fusibn mas alto correspondiente a 133.4°C,
seguido del adicionado con el aceite esencial de orégano de 131.7, y finalmente la
muestra que tuvo contacto con la cepa microbiana (129.34° C).

Muestra
Temperatura de fusion Flujo de calor

Polimero en estado

original 133.14°C 21.72 Jlg
Polimero con aceite

esencial 131.17°C 16.51 J/g
Polimero con aceite

esencial en contacto con 129.74°C 17.59 J/g

la cepade S. aureus.

Cuadro N°8. Temperaturas de fusion para el polimero en sus tres facetas.

4.1.3. ETAPA 3. Valoracién de la eficiencia de la liberacién del principio

activo del vehiculo

4.1.3.1. Viabilizacién e identificacion de la cepa Staphylococcus aureus.

En esta etapa se valoro la eficiencia el aceite esencial de orégano fijado en un
vehiculo utilizado, asi como el efecto antimicrobiano. Para dicha etapa se identifico y
se viabilizé una cepa de Staphyloccocus aureus. Previo a la viabilizacion se realizé
un barrido de espectro en el cual se determing, la longitud de onda con la cual se
leeria el caldo TSB que resulto ser de 550 nm, durante dicho proceso de viabilizacion
se llevo a cabo la cinética de crecimiento de la bacteria Staphyloccocus aureus.
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4.1.3.2. Identificacion de la cepa Staphyloccocus aureus

En la identificacién de la cepa de Staphylococcus aureus, la cual se elabor6
con tincion de Gram, microscépicamente se observé que son cocos Gram positivos
tal como lo menciona Fernandez Escartin (2008), macroscopicamente se pudo ver
que las colonias son lisas un poco convexas, con bordes lisos y brillantes, estas
caracteristicas concuerdan con las descritas por Garcia del Valle, A. y Zamudio
Durdn, M. en 1998, por lo que se concluye que se trata de una cepa pura. La
observacion microscépica de la cepa tefiida se puede ver en la figura N° 18 y 19.

Figura N° 18. Morfologia Figura N° 19. Morfologia

microscoOpica S. aureus. Tincién de - L
macroscoépica S. aureus. Tincién de

Gram
Gram.

4.1.3.3. Viabilizacion de la cepa Staphyloccocus aureus.

Los resultados obtenidos de la cinética antes mencionada bajo condiciones
adecuadas, se observan en el cuadro N°9, donde se puede apreciar el crecimiento
microbiano de la cepa.
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Cuadro N°9. Medias de la cinética de crecimiento en Log 10 de

U.F.C/ml de la cepa pura de Staphylococcus aureus.

TIEMPO (MIN) MEDIAS DE UFC/ml
0 9734500
30 9756350
60 9771650
90 9773600
120 9771300
150 9782800
180 9792000
210 9798900
240 9803500
270 9809250
300 9818450
330 9844900
360 9854100
390 9848350
410 9861000
440 9862150
470 9855250
500 9847200
530 9865600
560 9869050
590 9872500
620 9873650
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CINETICA DE CRECIMIENTO S. aureus
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Figura N°20. Gréafica de la cinética del crecimiento de la cepa

Staphyloccocus aureus

En la figura N°20 es posible apreciar que la fase de adaptacién (lag) es
relativamente corta de aproximadamente 2 horas, lo cual se debe a que la cepa se
transfirid a un medio fresco y se incubd bajo condiciones éptimas para ésta, por lo
tanto la bacteria ya se encontraba estable y adaptada al medio. En la fase
exponencial (log) de la curva de crecimiento se observa que termina
aproximadamente a los 300 minutos, posteriormente se logra ver el inicio de la fase
estacionaria finalizando alrededor de los 500 minutos, después de éste tiempo se
vuelve a ver un pequefio despunte en el crecimiento, esto puede ser debido a que la
transicion entre la fase exponencial y la estacionaria implica un periodo de
crecimiento desequilibrado, ya que los componentes celulares son sintetizados a

diferentes velocidades, segun Ingraham, J.L. et al.
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4.1.3.4. Preparacion del inoculo al tubo numero 4 de la escala de

Mc.farland.

Para el cultivo de Staphylococcos aureus de acuerdo al tubo N° 4 de la escala
de Mcfarland se lleg6é a una absorbancia de 0.6240 nm dando una equivalencia de
1, 098, 752, 751 bacterias por mililitro. Siendo este cultivo el utilizado en las pruebas

de eficiencia de la actividad antimicrobiana.

4.1.3.5. Valoracion de la efectividad del antimicrobiano fijado al polimero.

La efectividad del antimicrobiano se, comprobé mediante dos pruebas la
primera es la de presencia de halos de inhibicion, de tipo cualitativa y la segunda de

tipo cuantitativa a partir de una cinética de crecimiento microbiano.

Para la prueba cualitativa de los halos de inhibicion se puede apreciar en la
figura N°21, donde en el area del testigo se ve un crecimiento uniforme, mientras que
en el espacio para la M1 y la M2, se observan alrededor del polimero con
antimicrobiano, los halos de inhibicibn presentes por la difusion radial de éste, el

tamarfio de los halos fue de 7 mm para la M2 y de entre 3y 7 mm para la M1.

La figura N°22 y 23 muestran el frotis de la M2 donde es posible apreciar la
lisis de la pared celular propia de la bacteria, a causa del efecto del aceite esencial

esto concuerda con Morales Angeles en el 2005.
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Figura N°22. Frotis de S.aureus

con el antimicrobiano X3700.
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FifuraN°23. Frotis de S.aureus.

con el antimicrobiano X5000.
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La siguiente valoracién fue de tipo cuantitativo donde se trabajaron dos

tratamientos para el polimero (succinimida), uno libre del antimicrobiano en estudio y

otra adicionada bajo las condiciones establecidas en la etapa N°.1, de ambos

tratamientos se llevd a cabo una cinética de crecimiento. Los resultados obtenidos se

analizaron mediante un andlisis varianza. El cuadro 10 presenta las medias del Log

10 de las UFC/ml.

Cuadro N° 10. Medias de Log 10 de U.F.C./ml en la liberacion del

antimicrobiano.

Tiempo Medias Log 10 U.F.C/ml
Con antimicrobiano Sin antimicrobiano
0 7.4911 7.4828
2 7.7442 7.6696
4 7.8445 7.7241
6 7.9828 7.7914
8 8.1223 7.7988
10 8.1902 7.7988
12 8.2739 7.8512
13 8.3652 7.9017
14 8.4696 7.9592
24 8.7571 8.0530

En la figura N°24 se muestra la grafica de las medias de Log 10 de las U.F.C,

para ambos tratamientos.
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Grafico de medias Log 10 de U.F.C./ml de
S.aureus
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FIGURA N° 24. Gréfico de medias Log 10 de U.F.C./ml de Staphyloccocus

aureus. Tratamiento SA (sin antimicrobiano) y CA (con antimicrobiano).

En la figura N°24. Se observa que al inicio de la curva, del tiempo 0 al 2 hay
un ligero incremento en cuanto al crecimiento microbiano que se mantiene constante
hasta las 4 horas, posterior a esto el periodo entre las 4 y 13 horas se observan
variaciones que no presenta diferencias estadisticamente significativas (apéndice
6.2); el ligero incremento presentado durante las primeras 2 horas puede deberse al
tiempo en el que aditivo tardo en permear al medio y ejercer su efecto sobre el
crecimiento microbiano, mismo que se aprecia después de las 4 horas de monitoreo,
donde los datos se mantienen a niveles que no presentan diferencias significativas.

En comparacion con el tratamiento libre del antimicrobiano, se puede apreciar
gque mantienen un crecimiento constante con diferencias estadisticamente
significativas (apéndice 6.2.) dicha curva de crecimiento es similar a la de la figura
N°6 presente en este trabajo en el que la fase estacionaria se da cerca de las 9
horas mientras que en ésta curva se observa la fase estacionaria alrededor de las 14

horas.
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En el siguiente grafico trabajado desde la interaccion de la concentracion para
el cual se graficaron las medias de ambos tratamientos, observandose asi que no se

ve perjudicada la eficiencia del antimicrobiano al estar fijo en el polimero.

Grafico de interaccion de la concetracion.

4.2
4.1
4
3.9

3.8

MEDIAS DE ABS

3.7

3.6

3.5 |
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

s/am c¢/am

FIGURA N° 25. Grafica de interaccién de la concentracién. Donde c/am

es con antimicrobiano y s/am es sin antimicrobiano.

En la figura N°25 es posible apreciar en el grafico para el comportamiento
global del desarrollo del Staphyloccocus aureus, con y sin antimicrobiano, donde es
posible apreciar la notable diferencia que existe entre las medias del log 10 de las
U.F.C/ml. desarrolladas en presencia del polimero libre y del polimero adicionado
con aceite esencial de orégano. Por lo que es posible concluir que el efecto
inhibitorio observado es consecuencia solo de la adicion del aceite de orégano, y no

del polimero por si solo.
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CAPITULO 5

5.1. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permitieron corroborar que
el aceite esencial de orégano se fija al polimero (succinimida) en su estado libre y
diluido a una concentracién del 10%. Esta etapa también permitié concluir en que el
aceite daba una mejor fijacion en su estado libre. Se determind el punto 6ptimo de
fijacion del aceite esencial en la matriz polimérica (polisuccinimida) la cual fue de 300
minutos, de tiempo de contacto.

El polimero obtenido mediante el proceso de extrusion en flujo continuo dio
como resultado un compuesto con un peso molecular de 1780 g/mol, que presenta
una estructura uniforme semi porosa con filamentos claros resultado del proceso de
extrusion, constituida en su totalidad por compuestos organicos (carbonos y
oxigenos) de acuerdo al analisis puntual efectuado; destacandose grupos carbonilo y
amidas segun el andlisis de espectrometria infrarrojo.

El polimero absorbe eficazmente al aceite esencial del orégano debido a la
estructura fibrosa y filamentosa que presenta, la cual se recubre en su totalidad,
presentandose de forma redondeada.

El polimero presenta un punto de fusion de alrededor de 130°C el cual varia
ligeramente (menos de 2°C) en funcion a los tratamientos de absorcion del aceite y
contacto con bacterias.

Para la valoracion de la efectividad del antimicrobiano fijado al polimero
(sucinimida), se vio la inhibiciébn del crecimiento de la cepa de Staphyloccocus
aureus, con esto se concluye que se permitio la liberacién por parte del polimero
(succinimida), sin crear un perjuicio en la eficiencia de la capacidad inhibitoria del
antimicrobiano, resultando una inhibicion de alrededor de un 1 ciclo logaritmico en 24
horas, esto pudo ser debido a la alta concentracion de los compuestos fendlicos
responsables de la propiedad antimicrobiana. Concluyendo también en que el

polimero por si solo no presenta la propiedad antimicrobiana.
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CAPITULO 6

Apéndices

6.1. Apéndice 1. Andlisis de t-student de la etapa 1. Atrapamiento del aceite

esencial de orégano en un polimero (succinimida).

Cuadro N°11. Andlisis de t-student de la etapa 1. Atrapamiento del aceite

esencial de orégano en un polimero (succinimida).

VEHICULO Y TIEMPO NIVEL

LIBRE, 300

LIBRE, 360

LIBRE,240

LIBRE, 60

LIBRE, 480

LIBRE, 420

> > B T B T >

LIBRE, 120

w| W | Wl W| @

LIBRE, 180

DILUIDO, 360

DILUIDO, 240

DILUIDO, 420

DILUIDO, 480

DILUIDO, 300

DILUIDO, 120

DILUIDO, 180

O] Of Of O O O] O] O

DILUIDO, 60

LIBRE, O D

DILUIDO, 0 D
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6.2. Apéndice 2. Andlisis de t-student de la etapa 3. Valoracion de la

eficiencia de la liberacion del principio activo del vehiculo.

Cuadro N°12. Andlisis de t-student de la etapa 3. Valoracion de la eficiencia de
la liberacion del principio activo del vehiculo. (Donde 0 es el tratamiento con

antimicrobiano y 1 es el tratamiento sin antimicrobiano).

CONCENTRACION Y NIVEL
TIEMPO

0,24 A

0,14 B

0,13 B |C

0,12 B |C

0,10 C

0,8

O Ol O| O

1,24

mj| m|{ m{ m

0,6

1,14

m| M| M| M| T

1,13

1,12

Q| O O Q| O ®

0,4

1,10

1,8

I| T T| T| T T| T| T

1,6

0,2 I

G|l G Q| G O G G G

1,4

ANl A RNl Al AN Al Rl A

1,2

0,0 L

1,0 L
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6.3. Apéndice 3.
estado original.

Andlisis de los elementos presentes en el polimero en su

Element | Weight% | Atomic%
CK 59.17 70.62
OK 31.40 28.13

Ag L 9.43 1.25
Totals 100.00

6.4. Apéndice 4.

Andlisis de los elementos presentes en el polimero con el

aceite de orégano adherido.

Element | Weight% | Atomic%
CK 49.33 69.17
OK 25.57 26.92

Ag L 25.10 3.92
Totals 100.00

6.5. Apéndice 5. Andlisis de los elementos presentes en el polimero con el

antimicrobiano y en contacto con la cepa.

Element | Weight% [ Atomic%
CK 14.46 60.29

Ag L 85.54 39.71
Totals 100.00
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