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Resumen

El presente estudio plantea la aplicabilidad de extractos naturales y su inclusién en la
formulaciéon de bebidas de néctares elaboradas con pulpas de pera, durazno y
manzana con la finalidad de evaluar la interaccion de diferentes variables de tipo
fisicoquimicas, microbiol6gicas, sensoriales y, finalmente, el impacto que ejerce
sobre la conservacion y la vida til de este tipo de productos. Se obtuvieron extractos
acuosos a partir de astillas de canela (Cinnamomum verum), a través del método de
calentamiento, separacion de fases y filtracion. Se realizaron filtrados sucesivos en
sistema de vacio, hasta obtener los extractos los cuales fueron almacenados en frascos
de vidrio estériles color ambar a 4 °C. Se evalu6 el efecto de la inclusiéon de los
extractos acuosos de canela en la formulacion de néctares de pera, manzana y
durazno, en paralelo con tratamientos adicionados con un conservante convencional
de origen quimico (sorbato de potasio) y un tratamiento control sin ningin tipo de
conservante a los cuales no se les aplicé tratamiento térmico de pasteurizacion. Se
evaluaron caracteristicas microbioldgicas (mesofilos aerobios, mohos y levaduras) y
fisicoquimicas (acidez titulable, grados Brix — sélidos solubles, pH y densidad) el dia
o correspondiente al dia de produccién y, posteriormente, con intervalos de cinco
dias para cada una de las frutas evaluadas. Se evidenci6 que las variables
microbiologicas de mesobfilos aerobios, mohos y levaduras presentan un significativo
aumento después del dia 20 de produccion solo en los tratamientos control sin la
adicion de ningtin conservante para los néctares de manzana y pera y a partir del dia
15 para el tratamiento control de los de durazno. La acidez titulable y pH, tuvieron un
comportamiento muy estable en funcién de los dias de produccion evaluados, pero se
encontraron diferencias significativas en los tratamientos con sorbato de potasio con
respecto a los tratamientos control y extracto acuoso de canela, lo que indica un
efecto positivo de estos sobre la estabilidad del pH en los néctares de las frutas en un
rango de 3,25 a 3,60, como parametro de conservacion de la vida util.
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Production of pear, peach and apple juices using

aqueous extracts from cinnamon (Cinnamomum verum)
as preservant.

Abstract

The present study proposes the natural extracts applicability and their inclusion in
the formulation of nectar beverages made from pear, peach and apple pulps to
evaluate the interaction of different physicochemical, microbiological, sensory
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variables likewise its impact on the conservation and useful life of this type of products. Aqueous extracts
were obtained from cinnamon splinters (Cinnamomum verum), using the method of heating, phase
separation and filtration. Successive filtrations were carried out in a vacuum system, until the extracts
were obtained, which were stored in sterile amber glass bottles at 4 °C. The effect of the inclusion of
aqueous extracts of cinnamon in the formulation of pear, apple and peach nectars was evaluated, in
parallel with treatments added with a conventional preservative of chemical origin (potassium sorbate)
and a control, without any type of preservative, to which pasteurization heat treatment was not applied.
Microbiological (aerobic mesophilic, moulds and yeasts) and physicochemical characteristics (titratable
acidity, Brix degrees - soluble solids, pH and density) were evaluated on day o corresponding to the day
of production and subsequently with intervals of five days for each of the fruits evaluated. It was evidenced
that the microbiological variables of aerobic mesophilic, moulds and yeasts show a significant increase
after day 20 of production only in the control treatments without the addition of any preservative for
apple and pear nectars and from day 15 for the control treatment of peach nectars. The titratable acidity
and pH variables had a very stable behaviour in function of the days of production evaluated, but significant
differences were found in the treatments with potassium sorbate with respect to the control treatments
and aqueous extract of cinnamon, which indicates a positive effect of these on the stability of the pH in
fruit nectars in a range of 3.25 to 3.60, as a conservation parameter of shelf life.

Keywords: fruits, inhibition, shelf life, innocuousness, antimicrobial capacity.

1. Introduccién

Los alimentos son la base de la nutriciéon y determinan el estado de salud de los seres
humanos. En su procesamiento es necesaria la creacion de nuevas industrias que cuamplan
con los lineamientos legales establecidos por las entidades de control y de la poblacién en
términos de calidad, nutricién e inocuidad; por consiguiente, garantizar la elaboracion
de productos saludables, seguros e inocuos para el consumo de la poblacién se convierte
en una prioridad.

De acuerdo a la encuesta de ingresos y gastos EIG 2006-2007, se encontré que las
personas en Colombia destinaban 19% al rubro de “alimentos y bebidas no alcohélicas”,
que correspondia al tercer renglon de gastos mas importante dentro de los hogares
promedio colombianos, lo cual es un dato valioso al analizar las dinamicas entorno al
consumo de algunos alimentos que conforman este gasto @.

El consumo mundial de jugos de frutas supero los 80 mil millones de litros en 2015, lo
que representa el 10 % del volumen actual de bebidas refrescantes, segin estudios de la
consultora Zenith International. Se prevé que el consumo de jugo a nivel global (Africa,
Medio Oriente, Asia Pacifico, América Latina, Norteamérica y Europa Occidental) va a
seguir en aumento a un ritmo de 5%, llegando a 105 mil millones de litros en 2020®.

El informe cubre jugos de frutas al 100%, néctares con un 25-99% de contenido de jugo,
y bebidas con sabor a fruta con un 5-24 % contenido frutal ®.

Las bebidas con sabor a frutas es el segmento mas importante al representar alrededor
del 50% del consumo de jugos en el afio 2015. Norteamérica y Europa occidental tienen
el consumo porcentual per capita de jugo mas alto, mientras que Asia Pacifico es el
mercado més grande, con el 40% de las ventas mundiales®.

Revista de Ciencias Volumen 25 N. 1




El Ministerio de Salud y Proteccion Social, define un néctar de fruta como un
producto sin fermentar, elaborado con jugo (zumo) o pulpa de frutas concentrados o
no, clarificados o no, o la mezcla de estos, adicionado de agua, aditivos permitidos,
con o sin adicion de azicares, miel, jarabes, o edulcorantes o una mezcla de estos®.
Uno de los principales retos del sector de la industria de alimentos es corresponder
con la demanda de la poblacién generando equilibrio entre costo, beneficio y calidad
y, finalmente, enfocandolo directamente al uso de los conservantes mas adecuado en
eficiencia y estabilidad @.

El uso de antimicrobianos como agentes conservantes es una practica comun en la
industria de los alimentos. Tradicionalmente, se han utilizado antimicrobianos
sintetizados quimicamente (que en algunos casos causan dafio en la salud de los
consumidores (como en el caso de los sulfitos) redundando en un rechazo por parte
de los consumidores de productos procesados, por lo cual ha surgido la necesidad de
buscar otras opciones. En esta bisqueda se han encontrado nuevos agentes
antimicrobianos de origen natural, como sustitutos ©.

En la actualidad existen diversos agentes conservantes y/o aditivos permitidos con
gran eficiencia en la inhibicion de la carga microbiolégica contaminante en diferentes
etapas del proceso de produccion; sin embargo, la tendencia es cada vez consumir
productos mas frescos y sanos, lo mas parecido a su forma original. Esto debido a que
se ha asociado el consumo de conservantes quimicos como son los benzoatos, nitritos

y nitratos, anhidrido sulfuroso (SO,), entre otros con intoxicaciones, cancer y otras
enfermedades degenerativas. Esto genera la necesidad de buscar alternativas de
conservacion que cubran las mismas propiedades antimicrobianas y compatibilidad
con el alimento ©®.

Una de las alternativas méas viables corresponde a los conservantes de origen natural
encontrada en el potencial de la naturaleza. La actividad antimicrobiana de hierbas y
plantas es generalmente atribuida a los compuestos fendlicos presentes en sus
extractos o aceites esenciales ® y se ha observado que la grasa, proteina, concentracion
de sal, pH y temperatura afectan la actividad antimicrobiana de estos compuestos ©.

En la actualidad existen varias formas para aprovechar la actividad
antimicrobiana de diferentes compuestos en la materia vegetal @, una de ellas es
la obtencion de los aceites esenciales cuya actividad de inhibicién microbiana se
basa en el deterioro de varios sistemas enzimaticos, incluidos los involucrados en
la produccion de energia y la sintesis de componentes estructurales ®. Por otra
parte, los compuestos fenodlicos y terpénicos afectan la actividad de las enzimas
catalizadoras a nivel de la membrana, actuando como desacopladores, los cuales
interfieren en la traslocacién de protones sobre la membrana y, subsecuentemente,
interrumpen la fosforilacion del adenosin difosfato ®.

Los antimicrobianos naturales mas estudiados son los aceites esenciales © de plantas,
hierbas o especias como la pimienta de Jamaica (Pimenta dioica), orégano (Origanum
vulgare), tomillo (Thymus vulgaris), clavo de olor (Syzygium aromaticum) y canela
(Cinnamomum zeylanicum) y cuyos principales constituyentes son: el eugenol, timol,
carvacrol y aldehido cindmico ©®.
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Pastrana et al. (2017) referencian el estudio de las propiedades microbianas de 30
especias y resumen el espectro antibacteriano de cada una. Se encontré que el 80% de
ellas inhibia el crecimiento de mas del 50% de las bacterias del estudio, de hecho, el clavo
y la canela, inhibieron entre el 75 y el 100% de las cepas bacterianas utilizadas en el
estudio) “*). Por lo anterior, se considera como principales opciones para la aplicaciéon en
bebidas tipo néctar de extractos acuosos de canela (Cinnamomum verum).

Al presente, la industria de alimentos utiliza en todo el mundo una gran cantidad de
antimicrobianos. Estos difieren segin el pais, ya que su uso esta regulado por las leyes
alimentarias de cada nacion. La produccién de antimicrobianos genera una fuente de
ingresos econdmicos importante a nivel mundial. Tan solo en los Estados Unidos en 1991
se consumieron 37,5 millones de kilogramos de conservantes, cifra que va en aumento
desde entonces. Se estima que, a nivel mundial, el consumo de antimicrobianos aumenta
4,1% anualmente, siendo los més utilizados los sorbatos, los propionatos y los benzoatos ©.

La actividad antimicrobiana de estos aditivos se debe porque atacan la pared y/o
membrana celular, enzimas metabdlicas, la sintesis de proteinas y el sistema génico®.
Cada uno de estos puntos, son esenciales para el desarrollo celular, por lo tanto, si uno de
ellos es atacado o inactivado, la velocidad de crecimiento del microorganismo se afecta ©.

Sin embargo, muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad
antimicrobiana. En estado natural, estos compuestos pueden desempenar el papel de
prolongadores de la vida util de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido
estudiados por su potencial como antimicrobianos alimentarios directos 2. El uso de
aditivos alimentarios de origen natural implica el aislamiento, purificacién,
estabilizaciéon e incorporacion de dichos compuestos a los alimentos con fines
antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente a las caracteristicas sensoriales,
nutritivas y a su garantia sanitaria. Esto tiene que lograrse manteniendo los costos de
formulacion, procesamiento o comercializacion. Los sistemas antimicrobianos
naturales pueden clasificarse por su origen ©:

1. Origen animal, incluye proteinas, enzimas liticas como lisozima, hidrolasas como
lipasas y proteasas y polisacaridos como el quitosan.

2. Origen vegetal, incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos, hojas,
flores, acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas.

3. Origen microbiano, incluye compuestos producidos por microorganismos como
las bacteriocinas y antibioticos .

Algunas otras especias y hierbas exhiben actividad antimicrobiana; entre las usadas
en alimentos se encuentran por ejemplo el apio, cilantro, laurel, almendra, albahaca,
café, angélica, puerro, rabano picante, hierbabuena, tomillo, etc. Los compuestos
presentes en especias y hierbas que tienen actividad antimicrobiana son derivados
simples y complejos del fenol, los cuales son volatiles a temperatura ambiente. Las
especias son raices, cortezas, semillas, brotes, hojas o frutos de plantas aromaéticas que se
afiaden a los alimentos como agentes saborizantes. Sin embargo, se sabe desde tiempos
antiguos que las especias y sus aceites esenciales tienen diferentes grados de actividad
antimicrobiana. El primer reporte del uso de las especias como conservantes se remonta
a 1.550 afios a.c., cuando los egipcios las empleaban para conservar alimentos y
embalsamar muertos ©.
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Ciertas especias inhiben el crecimiento de microorganismos. En general son mas
efectivas frente a organismos Gram-positivos que frente a bacterias Gram-negativas ©:

« Canela, clavo y mostaza: gran poder conservante “El aceite esencial de canela
esté constituido fundamentalmente por 65 - 75% de aldehido cindmico y de 5
- 10% de eugenol” ®,

« Pimienta negra/roja, jengibre: inhibidores débiles frente a una gran variedad
de microorganismos.

« Pimienta, laurel, cilantro, comino, orégano, romero, salvia y tomillo: actividad
intermedia.

« Otros: anis, menta, hinojo, apio, eneldo, crcuma.

La funcién conservadora se debe a los aceites esenciales que poseen, en cuya
composicidon se encuentran compuestos tipo eugenol o aldehido cindmico con
poder antimicrobiano, aunque también presentan actividad las oleorresinas de
estas especias ®.

A pesar de las grandes alternativas que representa el uso de conservantes de origen
natural podemos citar algunas desventajas o impactos negativos generados por sus
usos: por ejemplo, una alta concentracion de sus extractos es necesaria para obtener
un efecto de preservacion y, por lo tanto, se generan alteraciones en el sabor. Por
consiguiente, el uso de extractos vegetales como agentes antimicrobianos esta
limitada a los alimentos en los cuales el cambio en el sabor es considerado deseado .

La accion de los antimicrobianos sobre las células de los microorganismos en la
conservacion de alimentos esta basada en una gran variedad de efectos individuales @
dentro de los que se incluyen mecanismos fisicos, fisicoquimicos y reacciones
bioquimicas de la célula afectada. Algunas veces diversos factores individuales pueden
producir un efecto tanto acumulativo como de bloqueo “*. Ellos acttan sobre los
microorganismos inhibiendo la sintesis de la pared, de la membrana celular, de los
acidos nucleicos y la de las proteinas. Los solutos hidrofilicos de menor tamano son
capaces de pasar la membrana externa a través de los poros proporcionando a las
proteinas transmembranales canales hidroéfilos, mientras que la membrana externa
sirve como barrera de penetracion hacia las macromoléculas y compuestos hidrofobos,
y es por esta razon que las bacterias Gram-negativas son relativamente resistentes a
los antibioticos y a las drogas toxicas hidréfobas 0.

El género Cinnamomum, familia Lauraceae, es nativa de Sri Lanka. Son arboles de
hojas perennes y aromaticos en su mayoria. Su sabor es debido a sus aceites esenciales
aromaticos, que comprenden entre el 0,5% y 1% de su composicion “9. Comprende
una variedad de especies que estan distribuidas en Asia y Australia, de las cuales las
mas representativas, por sus aceites, son: Cinnamomum zeylanicum, C. cassia y C.
camphora . Cinnamomum zeylanicum (canela) a veces conocido como C. verum,
es oriundo de Sri Lanka y su aceite extraido de la corteza y de las hojas tiene diversas
aplicaciones; en cocina, en bebidas, en la industria farmacéutica y en perfumeria. El
aceite esencial de la Canela, tiene entre sus componentes a (E)-cinnamaldehido
(68,95%), benzaldehido (9,94%) y (E)-cinnamylacetatoe (7,44%), los cuales
demostraron proporcionar propiedades antimicrobianas y anticarcinogénicas,
sugiriendo ser empleadas 10 contra infecciones y neoplasias 5.

Elaboracién de néctares de pera, durazno y manzana utilizando como agente conservante extractos acuosos de canela I



Entre los efectos antimicrobianos de C. verum tenemos el aumento de la permeabilidad
y la salida de iones de la membrana. Dicha actividad se da gracias a la accién de
componentes como taninos, saponinas, compuestos fendlicos, aceites esenciales y
flavonoides. Incluso sus extractos etandlicos muestran gran actividad contra las cepas
resistentes, a diferencia delos antibidticos convencionales, cuya aplicacion, en condiciones
similares, fracasa .

Los estudios muestran que el aceite esencial de C. verum y sus componentes poseen
actividad antimicrobiana, insecticida, acaricida, actividad antitirosinasa, antioxidante y
antimutagénica. Otra funcion del aceite de la canela es la de inducir a la apoptosis. Esto
a su vez genera la consecuente necrosis a través de un mecanismo por el cual se interfiere
con la funcién mitocondrial de las células de las levaduras. Incluso, se ha demostrado que
la canela, en diversas células cancerosas presenta actividad citot6xica, asi como apoptosis.
El efecto antimicrobiano dura hasta las 24 horas después de la exposicién. Este resulta
mayor sobre levaduras que sobre bacterias; sin embargo, si comparamos sus efectos con
los de otros aceites, la canela guarda una mayor actividad antimicrobiana ©.

Las sustancias antioxidantes pueden ayudar a proteger el organismo humano o animal
contra varios tipos de danos oxidativos, ocasionados por especies reactivas del oxigeno @
(anion superoxido, radical hidroxilo, peroxido de hidrogeno, ozono, oxigeno singlete,
entre otras) y del nitrogeno (6xido nitrico, diéxido de nitrégeno, radical peroxinitrito). Los
oxidantes y antioxidantes juegan papel importante en la patogenia de un ntmero
importante de enfermedades (cancer, diabetes, artritis, envejecimiento prematuro,
Parkinson, aterosclerosis) y lesiones tisulares como las tlceras y la inflamacion @7,

Con el presente estudio se espera un gran impacto en las areas de produccién industrial
de bebidas a base de néctares de frutas, orientado hacia la implementacién de estrategias
naturales de conservacion de alimentos, la reduccion de costos de fabricacion, la reduccion
del impacto negativo generado por los conservantes quimicos sobre la salud de los
consumidores, la reduccion en la emision de agentes contaminantes como resultados de
los procesos industriales de elaboraciéon de alimentos, la conservacion de los recursos
naturales (aire, suelo, agua) “® e incentivar en el sector educativo en la investigacion y la
creacion de nuevas alternativas para la produccion de alimentos sanos e inocuos que
garanticen los requerimientos nutricionales de los consumidores sin generar efectos
secundarios; sin dejar a un lado las politicas normativas y de produccion sostenible, en
vista del aprovechamiento de las nuevas tecnologias, conocimientos y la gran esencia de
los recursos con los que contamos.

2. Materiales y métodos

Fase I - Obtencion de los extractos acuosos: Los extractos acuosos fueron
obtenidos implementando la metodologia propuesta por Sdnchez-Barrueto y Lujan-
Corro (2013) 9. Se pesaron 50 gramos de la materia seca deshidratada de canela
(astilla de Canela) y se mezclaron con 250 mL de agua destilada estéril del equipo
desionizador de agua Milipore. Posteriormente se llevo a calentamiento a 100 °C,
durante 15 minutos (Figura 1). Se dejo enfriar y sedimentar los s6lidos presentes en la
mezcla durante dos horasy posteriormente se realiz6 la separaciéon de las fases mediante
mecanismos de filtracién.
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Figura 1. Alistamiento de materiales en cabina de flujo laminar: Materiales utilizados en la obtencién de los
extractos acuosos de canela (Cinnamomum verum), posterior al proceso de esterilizacion a 121 °C, 15 PSI, durante
15 minutos.

Inicialmente se realiz6 la separacion de los s6lidos de mayor tamafio con el uso de
gasas estériles y posteriormente se realizo el proceso de filtracion utilizando
membranas de celulosa con diAmetro de poro de 0,45 my, en sistema de vacio. Se
recolect6 el producto del proceso de filtracién en recipientes estériles color ambar
(Figura 2) y se le realiz6 control microbiologico de microorganismos indicadores de
contaminacion en el proceso (mesofilos aerobios, mohos y levaduras), evidenciando
ausencia de contaminaciéon en los extractos acuosos. Los frascos ambar fueron
almacenados en la nevera de refrigeracion a temperatura entre 2 y 4 °C.

Figura 2. Izquierda: Pesaje materia seca de canela. Derecha: Filtrado de la soluciéon acuosa. Método de
preparacion para los extractos acuosos de canela (Cinnamomum verum). A la izquierda se observa el pesaje de
la materia seca de canela en la balanza de precision y en la derecha el filtrado final de la solucién, a través de
una membrana de celulosa con diAmetro de poro de 0,45 my, para extraer las particulas con diAmetro superior

20,45 myL.
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Fase II - Inclusion de los extractos acuosos en el proceso de produccion: Se
evaluo6 el efecto de la presencia de los extractos acuosos de canela (C. verum) en la
formulacion de néctares de pera, manzana y durazno, en paralelo con tratamientos
adicionados con los conservantes de origen quimico convencionales (sorbato de potasio)
y un tratamiento control al cual no se le adicion6 ningan tipo de conservante. Se
establecieron para cada tipo de fruta los siguientes tratamientos a los cuales no se les
aplico tratamiento térmico de pasteurizacion:

« Tratamiento 1: Control (néctar sin la adicion de sorbato de potasio, sin la adicion
de extractos acuosos de canela).

« Tratamiento 2: Sorbato de potasio (néctar + sorbato de potasio) concentracion 0,5
g/Litro de preparacion.

« Tratamiento 3: Canela (néctar + extracto acuoso de canela) concentracion 0,2 g/
Litro de preparacion.

El proceso de produccion fue ejecutado en la planta piloto de FRUVER ubicado en la
sub sede Alamos en Bogot4, con el apoyo de los aprendices de los programas Tecnologia
en Control de calidad de alimentos, Tecnologia en Procesamiento de alimentos y los
aprendices del semillero de investigacion “Alimentos Organicos” (Figuras 3 y 4). Los
aditivos de diferente naturaleza fueron agregados a cada tratamiento bajo las mismas
condiciones de personal, equipos, temperatura y humedad relativa. Los recipientes
utilizados para envasar el producto fueron esterilizados en las mismas condiciones
(frascos de vidrio borosilicato transparente tapa metalica con cierre hermético, con
capacidad de 200 mL).

Figura 3. Alistamiento de materiales en planta de produccion de FRUVER: Aprendices del programa Tecnologia en
Procesamiento de alimentos y los aprendices del semillero de investigacion “Alimentos Organicos”, en el proceso de
alistamiento de los materiales para produccion.
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Figura 4. Izquierda: Obtencion de extractos acuosos de canela. Derecha: Adicion de extractos acuosos a tanque
mezclador: Proceso de adicion de los extractos acuosos a las preparaciones con cada una de las frutas (pera,
manzana y durazno).

Concluido el proceso de produccién se evaluaron variables microbiolégicas segin
normatividad legal vigente — Resolucién 3929 de 2013 (meséfilos aerobios, mohos,
levaduras, coliformes totales y Escherichia coli) y variables fisicoquimicas (acidez
titulable, pH, grados Brix — solidos solubles). Las diferentes pruebas fueron
ejecutadas (Figura 5) con el apoyo de los aprendices perteneciente al grupo de
semillero “Alimentos Organicos” en los laboratorios especializados para control de
calidad de alimentos Microbiolégico y Fisicoquimicos del Centro Nacional de
Hoteleria, Turismo y Alimentos.

Figura 5. Izquierda: Analisis fisicoquimico en muestras de néctar. Derecha: Analisis microbiolégico en muestras
de néctar: Aprendices del semillero “Alimentos Organicos”, desarrollando pruebas de anélisis microbiolégico y
fisicoquimico a los productos terminados para el estudio de vida ttil de los néctares.
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Se evaluaron muestras en los dias o, 5, 10, 15, 20, 25 y 30, por triplicado cada
tratamiento y a la vez cada prueba de laboratorio por triplicado. Los resultados del
proceso fueron analizados de acuerdo con las diferencias presentadas entre cada uno de
los tratamientos con el fin de evidenciar el comportamiento de las diferentes variables
evaluadas en funcién del tiempo de vida util estimando principalmente los requisitos
microbiologicos en funcion de la posible capacidad antimicrobiana ejercida por los
extractos acuosos de C. verum (Figura 6).

Figura 6. Recuento de colonias: Proceso de recuento de colonias de bacterias y hongos, realizado por aprendices del
semillero de investigaci6on “Alimentos Orgénicos”.

Fase III - Evaluacion in vitro de los extractos acuosos de canela
(Cinnamomum verum): sobre cinco (5) cepas de importancia en enfermedades
transmitidas por alimentos (Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Pseudomonas

aeruginosa, Streptococcus bovis y Candida albicans).

Se prepararon extractos acuosos de C. verum con el método propuesto por Sanchez-
Barrueto y Lujan-Corro (2013). Se pesaron 8, 12, 16, 20 y 24 gramos de la materia seca
deshidratada de canela (astilla de canela) y se mezclaron en cinco (5) recipientes diferentes
de vidrio borosilicato con 100 mL (Figura 7) de agua destilada estéril, posteriormente,se
llevo a calentamiento a 100 °C, durante 15 minutos. Se dejo enfriar y sedimentar los
solidos presentes en la mezcla durante 2 horas y se realizo la separacion de las fases
mediante mecanismos de filtracion.

Figura 7. Preparacion delos extractos acuosos de canela: Preparacion de los extractos acuosos de canela (Cinnamomum
verum) en concentraciones de 8, 12, 16, 20 y 24 gramos por 100 mL.
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Se realiz6 la separacion de los s6lidos de mayor tamafio con el uso de gasas estériles
y se efectiio el proceso de filtracion utilizando membranas de celulosa con diametro
de poro de 0,45 mp en sistema de cierre al vacio. Se recolect6 el producto del proceso
de filtracion en recipientes estériles de vidrio y se realizé control de microorganismos
indicadores de contaminacion (meséfilos aerobios, mohos y levaduras) (Figura 7)
evidenciando ausencia de contaminacion en los extractos acuosos.

Se prepar6 una suspension bacteriana para cada una de las cepas a evaluar,
aplicando la metodologia de escala de McFarland. En tubos con agua destilada estéril,
con la ayuda de un asa de punta redonda se adicion6 biomasa obtenida a partir de
cajas de Petri con cultivos puros incubados en agar nutritivo incubados a 35 +/- 1 °C
durante 18 a 24 horas. Posteriormente, se ajust6 la turbidez del tubo hasta lograr la
absorbancia requerida adicionando agua destilada estéril o biomasa del cultivo,
obteniendo valores de absorbancia entre 0,148 y 0,162 con longitud de onda de 620
nm, en los cuales se asume que se presenta una concentracion celular de 150.000.000
células/mL, segin la escala de McFarland (Figura 8). Se confirmé la concentracién
celular para cada una de las suspensiones preparadas obteniendo rangos de
concentracion entre 6.300.000 y 400.000.000 células/mL.

Figura 8. Preparacion de las suspensiones microbianas: Aprendices de semillero de investigacion “Alimentos
Organicos” e Instructor en la preparacién de las suspensiones microbianas con base en la metodologia escala de
McFarland.

Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas utilizando frascos de vidrio
transparente boca ancha con 99 mL y 9 mL de agua destilada estéril a partir de las
suspensiones iniciales para cada una de las cepas de trabajo, hasta lograr estandarizar
suspensiones celulares de 150, 1.500 y 15.000 células/mL. De acuerdo con la Tabla 1,
se obtuvieron diferentes valores de absorbancia para cada una de las suspensiones
celulares con las cepas de referencia.
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Tabla 1. Estandarizacion de la concentracidon celular

Cepa Microbiana ATCC Longitud de onda (1) Absorbancia Concentracién celular

(Células/mL)
Bacillus cereus 620 nm 0,153 52.450.000
Pseudomonas aeruginosa 620 nm 0,148 6.300.000
Enterococcus faecalis 620 nm 0,162 399.500.000
Streptococcus bovis 620 nm 0,152 250.700.000
Candida albicans 620 nm 0,148 160.000.000

Concentraciones celulares de las cepas microbianas (Células/mL), en funcion de la absorbancia detectada por el equipo
espectrofotémetro de luz UV vis a 620 nm de longitud de onda.

Se verifico la concentracion celular de cada una de las preparaciones celulares con las
cepas de referencia, realizando diluciones con base 10 adicionando 1 mL de la suspension
madre a un frasco con 99 mL de agua destilada estéril y de esta manera sucesivamente
hasta encontrar el rango adecuado de lectura, los cuales fueron analizados por duplicado
para dos diluciones consecutivas (Figura 8). De cada una de las diluciones se inocul6 1
mL en profundidad aplicando el método recuento de colonias, se llevo a incubacién a 35
+/-1°C, durante 18 a 24 horas. Se realiz6 el conteo celular luego de trascurrido el periodo
de incubacidn.

Luego de estandarizadas las suspensiones se procedi6 a la aplicacion de los diferentes
tratamientos: En 5 mL de caldo infusiéon cerebro corazéon (BHI) se mezcl6 1 mL de la
suspension celular con concentracion conocida con 1 mL del extracto acuoso en cada una
de las cinco concentraciones de (C. verum) (8 g/100 mL, 12 g/100 mL, 16 g/100 mL, 20
g/100 mL y 24 g/100 mL). Posteriormente se incuba a 35 +/- 1 °C, durante 18 a 24 horas,
para comprobar finalmente la viabilidad de las células luego de la exposicion a los extractos
acuosos en un medio liquido nutritivo. Se realiz6 el conteo de las células viables utilizando
la técnica de recuento de colonias en placa, inoculando en profundidad 1 mL de la mezcla
de caldo nutritivo llevado previamente a incubacion. Se llevo a incubacion en aerobiosis a
35 +/- 1 °C, durante 18 a 24 horas, finalmente se realiz6 el conteo de las colonias y se
establecio el porcentaje de remocion microbiana con respecto al conteo inicial en cada uno
de los tratamientos.

Las mismas suspensiones microbianas con concentracion conocida fueron aplicadas
en las superficies de placas con agar PCA (Plate Count Agar), y posteriormente se ubicaron
cinco discos de celulosa impregnados con cada una de las soluciones acuosos con C.
verum) se llevo a incubacion durante 24 +/- 2 horas y se tomo6 nota del halo de inhibicion
aclarado alrededor de los discos.

Nota: Se realizaron pruebas de identificacion morfologica, agrupacién y reaccién a la
tincion de Gram en las cepas de referencia utilizadas, evidenciando concordancia con
respecto a las caracteristicas esperadas. En la tabla 2 se resumen los resultados en la
verificacion de las propiedades microscopicas.
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Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de las cepas de referencia

Cepa de referencia Tincion de Gram Morfologia Agrupacion
Enterococcus faecalis ) Cocos En cadenas
Bacillus cereus ) Bacilos cortos En pares
Pseudomonas aeruginosa -) Bacilos En Pares
Streptococcus bovis Gram (+) Cocos En cadenas
Candida albicans No aplica Ovaladas En racimos

Resultados de la verificaciéon microscopica luego de realizar el proceso de tinciéon de Gram, observando en el
microscopio 6ptico a 100 X de aumento.

3. Resultados y discusién

Fase I - Obtencion de los extractos acuosos: Se logré obtener extractos
acuosos a partir de la materia seca de canela (C. verum), en una concentracion de 0,2
g/L, lo cual se pudo incluir en la formulacion del producto para los néctares de manzana,
peraydurazno en la etapa previa al envasado. Se evidenci6 ausencia de microorganismos
indicadores (meséfilos aerobios, mohos y levaduras) en las pruebas de control de
calidad microbiologicos. Se present6 dificultad en la preparacion de los extractos
debido a que inicialmente la materia seca fue sometida a molienda, lo cual gener6
particulas finas que no quedaban retenidas en el filtrado primario, dificultando el paso
de la solucion a través de la membrana con diametro de poro de 0,45 my, por lo cual se
realizo el ensayo con materia seca en astilla. Finalmente, los extractos presentaron
caracteristicas de turbiedad de acuerdo con las concentraciones preparadas las cuales
fueron de 0,2 g/L, para la aplicacion en el proceso de planta y de 8g/100 mL, 12g/100
mlL, 16g/100 mlL, 20g/100 mL y 24g/100 mL para la evaluacion de accién
antimicrobiana en condiciones de laboratorio. Es importante tener en cuenta que, a
pesar del proceso de filtrado en dos etapas, el producto final de los extractos acuosos
de C. verum, cambiaban sus caracteristicas de textura, densidad y apariencia luego de
almacenados durante dos o tres dias, principalmente presentandose dos fases en la
solucion lo que es una alteracién en el producto, es preciso mencionar que las pruebas
microbiologicas para los extractos acuosos después del tercer dia, almacenados entre
2°y6°C, arrojan resultados conformeslos parametrosindicadores de microorganismos
mesofilos aerobios, mohos y levaduras. Por lo anterior es importante evaluar la
estabilidad y las caracteristicas fisicoquimicas de los extractos acuosos en funcion del
tiempo y de acuerdo con los objetivos de este estudio considerar la preparacion
inmediatamente antes de la adicion a los tratamientos con la finalidad de favorecer
una mayor estabilidad de los compuestos activos.

Fase II - Inclusion de los extractos acuosos en el proceso de produccion:
El proceso de inclusion de los extractos de C. verum en los tratamientos designados
para los néctares de pera, durazno y manzana significé un reto muy complejo debido
a que la variable concentraciéon podia afectar significativamente el sabor de los
néctares, por lo anterior se adicion6 un volumen de 10 mL de extracto acuoso de canela
en concentracion de 0,2 gramos por cada litro de preparacion. Al realizar las pruebas
de laboratorio se evidencia un efecto positivo en la conservacion de néctares de
manzana por la adiciébn de extractos acuosos de canela en las caracteristicas
microbioldgicas, hasta el dia 27 de produccion, sin la aplicaciéon de tratamiento térmico
(pasteurizacion) y almacenadas en un rango de temperatura entre 16° y 25 °C. Con
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respecto al tiempo de conservacidon se analiza que las variables temperatura de
almacenamiento y la ausencia del tratamiento térmico, facilitan evidenciar el efecto de los
extractos en un periodo de tiempo maés reducido, por lo cual se considera una buena
alternativa evaluar la acciéon de conservacion por parte de los extractos en funciéon de la
temperatura de almacenamiento.

Se evidenci6 un efecto positivo en la conservacion de los néctares de manzana y pera
adicionados con extractos acuosos de canela en una concentracion de 0,2 g/L, con
respecto a los tratamientos control entre los dias 20 y 30 post de produccion. Para el caso
de los néctares de durazno, no se evidencio6 un efecto significativo entre con respecto a los
tratamientos control, para las muestras adicionadas con extractos acuosos de canela.

También fue posible verificar un comportamiento positivo en las muestras para los
tratamientos adicionados con extractos acuosos de canela, con respecto al tratamiento
con Sorbato de Potasio enlavariable fisicoquimica pH, la cual presenta un comportamiento
similar al tratamiento control (sin adiciéon de conservantes), considerandose como un
aporte importante en virtud de que el pH se constituye un factor sensible e influyente en
el crecimiento microbiano y por ende se puede aprovechar en conjunto con las
caracteristicas del producto a trabajar como un factor de apoyo a la inhibicién microbiana
en las bebidas tipo néctares.

La variable pH fue afectada de manera significativa por la adicion de extractos acuosos
de canela, con referencia a los tratamientos con conservantes quimicos convencionales
(sorbato de potasio). Las variables mesofilas aerobios, mohos y levaduras, como
indicadores de inocuidad fueron las mas afectadas por la ausencia de conservantes en los
tratamientos control.

Por otra parte, los parametros seleccionados de caracter quimico, después de comparar
los efectos en las tres frutas, permiten observar que los grados Brix presentan un
comportamiento muy inestable y por ende son los menos confiables, seguidos por el
indice de acidez cuya variabilidad es menor, pero con presencia de datos por fuera del
comportamiento medio esperado; Por tltimo, el pH es la variable quimica que mejor se
comporto en los analisis comparativos de las tres frutas.

Se identificaron las posibilidades de la inclusién de la canela como agente conservante,
asi como también considerando los aportes nutricionales que podria generar en diferentes
alimentos de tipo bebidas y su incorporacion en la gastronomia.

Fase III - Evaluacion in vitro de los extractos acuosos de canela
(Cinnamomumuverum): Al evaluar cinco cepas microbianas diferentes (Streptococcus
bovis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y Bacillus
cereus) un rango de 150 a 15.000 células/mL, se pudo evidenciar que los tratamientos
aplicados para los extractos acuosos en cada una de las cepas de trabajo, presentaron un
efecto de inhibicion en las concentraciones mas elevadas (20 g/100 mLy 24 g/100 mL)
(Figura 9), para todas las poblaciones evaluadas, mostrando un efecto marcado en su
accion sobre las cepas Gram (+) positivas (S. bovis, E. faecalis y B. cereus) y C. albicans.
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Figura 9. Halo de inhibicion para Bacillus cereus: Halo de inhibicion para la cepa de referencia ATCC Bacillus
cereus, al aplicar discos impregnados con extractos acuosos de canela (Cinnamomum verum) en una concentracion
de 24 g/100 mL.

En el transcurso de este estudio se pudo evidenciar que las concentraciones mas
bajas de los extractos acuosos de canela no presentaron efecto de inhibicion
microbiana en ninguna de las poblaciones evaluadas (Tabla 3), a pesar de que la
concentracion empleada a nivel de planta fue de 2 gramos por cada 100 mL de
preparacion; lo que se puede explicar al considerar la concentraciéon celular de los
tratamientos empleados y el rango de trabajo; lo que finalmente nos conduce a pensar
que el efecto antimicrobiano de los agentes activos de la canela son influenciados
directamente por la densidad de la poblacién celular del sustrato en el que se pretenda
emplear y el tiempo de exposicion en las condiciones especificas de almacenamiento.
Para el caso de los tratamientos evaluados en el proceso de produccion y el estudio de
vidatil,secontemplountiempo prolongadodealmacenamientolo que probablemente
pudo favorecer el comportamiento y la accion germicida de los extractos acuosos de
canela sobre la carga presente en los productos, permitiendo evaluar la estabilidad de
los agentes activos en la canela.

Tabla 3. Resultados halos de inhibicion sobre cepas de referencia

Enterococcus faecalis
Disco/ Halo de inhibicién microbiana (mm)
Concentraciéon
(gr::::s)jtll;) ’:f:zL). 6 IglilLOO 12 2/100 mL 162100 mL 20 g/100 mL 24 g/100 mL
Disco 1 0,0 0,0 0,0 0,2 1,2
Disco 2 0,0 0,0 0,0 0,0 2,5
Disco 3 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5
Disco 4 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5
Disco 5 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5

15

Elaboracion de néctares de pera, durazno y manzana utilizando como agente conservante extractos acuosos de canela I



Bacillus cereus

IR0 .y Halo de inhibicion microbiana (mm)
Concentracion
del extracto
(gramos/100 mL). 6 g/100 mL 12 g/100 mL 16 g/100 mL 20 g/100 mL. 24 g/100 mL
Disco 1 0,1 0,1 0,3 1,5 2,2
Disco 2 0,0 0,2 0,3 1,2 1,5
Disco 3 0,0 0,2 0,3 1,2 2,0
Disco 4 0,0 0,0 0,0 1,5 2,0
Disco 5 0,0 0,0 0,0 1,5 2,0
Pseudomonas aeruginosa
Disco/

Concentracion del

Halo de inhibicion microbiana (mm)
extracto (gramos/

mL).
16 g/
6 g/mL 12 g/mL ml 20 g/mL 24 g/mL
Disco 1 0,1 0,2 0,3 0,4 0,7
Disco 2 0,1 0,2 0,3 0,3 0,5
Disco 3 0,1 0,2 0,2 0,3 0,5
Disco 4 0,0 0,0 0,2 0,3 0,4
Disco 5 0,0 0,0 0,3 0,3 0,5
Streptococcus bovis
Disco/

Concentracion del

Halo de inhibicion microbiana (mm)
extracto (gramos/

mL).
16 g/
6 g/mL 12 g/mL L 20 g/mL 24 g/mL
Disco 1 0,2 0,3 0,7 1,7 2
Disco 2 0,2 0,2 0,4 2,0 2,5
Disco 3 0,2 0,3 0,2 2,5 2,5
Disco 4 0,3 0,2 0,3 1,0 2,5
Disco 5 0.2 0.2 0.2 LS 2.5
Candida albicans
Disco/
(SO e GG Halo de inhibicién microbiana (mm)
extracto (gramos/
mL).
16 g/
6 g/mL 12 g/mL L 20 g/mL 24 g/mL

Disco 1 0,1 0,1 0,7 1,0 2,0
Disco 2 0,0 0,1 0,8 1,3 2,1
Disco 3 0,0 0,1 0,5 1.2 1,8
Disco 4 0,0 0,1 0,6 1,4 2,0
Disco 5 0,1 0,1 0,5 1,2 1,5

Resultados de la evaluacion del espectro de inhibicién microbiana, al someter las suspensiones microbianas de las
cepas (Streptococcus bovis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Candida albicans) a
diferentes concentraciones de extractos acuosos de canela.
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Por otra parte, se evidenci6 que los extractos acuosos de canela presentan efecto
de reduccion en la poblacion microbiana de cuatro (4) cepas patogenas de
importancia en alimentos (S. bovis, E. faecalis, P. aeruginosa y B. cereus), en
concentraciones dentro del rango entre 1,5x103 y 1,5x10° células/mL. En la tabla 4, se
plasman los resultados el ensayo de evaluacion de la reduccién celular de las cepas
de trabajo, encontrando en el estudio que los extractos acuosos de canela en las
concentraciones de 8 g/100 ml, 12 g/100 ml, 16 g/100 ml, 20 g/100 ml y 24 g/100
ml ejercieron reducciéon de la poblacion celular en las cepas Gram (+) positivas (S.
bouis, E. faecalis, P. aeruginosa y B. cereus), para las cepas Gram (-) negativas (P.
aeruginosa) solo se presenté reduccion a partir de la concentracion de 8 g/100
mL (Tabla 4). Se encontr6 un 100 % de remocién microbiana solo para las cepas
E. faecalisy P. aeruginosa a partir de las concentraciones de 12 g/100 mL y 20 g/100
mL, respectivamente. Para las cepas de S. bovis y B. cereus se presentd una
reduccion de la concentracién celular del 92,18% y 97,331%, respectivamente
por lo cual podemos afirmar que los extractos acuosos de canela presentan una
alta efectividad en inhibicién del crecimiento para las cuatro cepas, resaltando
una condicion determinante que cumple el tiempo de exposicion de los
microorganismos en condiciones 6ptimas de crecimiento. Por los resultados
también podemos mencionar que las cepas Gram (+) positivas son mas susceptibles
al efecto de los agentes activos presentes en los extractos acuosos de canela.

Tabla 4. Porcentaje de remocién microbiana

Concentracion de Bacillus cereus Pseudomonas Streptococeus bovis Enterococcus
Canela (g/100 mL) aeruginosa P faecalis
8 87,989% 0,000% 86,874% 34.471%
12 87,989% 66,667% 89,946% 100,000%
16 91,992% 77,778% 90,505% 100,000%
20 95,996% 100,000% 91,063% 100,000%
24 97,331% 100,000% 92,180% 100,000%

Teniendo en cuenta los recuentos obtenidos en la estandarizacion de la
concentracion celular de las suspensiones preparadas se establece el porcentaje de
eliminacion microbiana en funcién del recuento final obtenido con relacion al
recuento inicial de las preparaciones, luego de aplicar los extractos acuosos de canela
en diferentes concentraciones.

4. Conclusiones y recomendaciones

Se evidencia un efecto positivo en la conservacion de néctares de manzana y pera
por la adicion de extractos acuosos de canela en las caracteristicas microbiologicas,
hastael dia27de produccion, sinla aplicacion de tratamiento térmico de pasteurizacion.

La variable pH es afectada de manera significativa por la adiciéon de extractos
acuosos de canela, con referencia a los tratamientos con conservantes quimicos
convencionales.

Las variables mesofilos aerobios, mohos y levaduras, como indicadores de inocuidad
son las mas afectadas por la ausencia de conservantes en los tratamientos control.
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Los extractos acuosos de canela presentan un efecto de inhibicion microbiana
significativo, generando mayor efecto sobre las cepas microbianas Gram (+) positivas.

Todas las cepas de trabajo fueron afectadas por la exposicion al efecto de los extractos
acuosos de canela generando mejores resultados con respecto al rango de inhibicion de
crecimiento celular en las concentraciones mas elevadas de canela.

El tiempo de exposicion es una variable muy importante relacionada con la eficiencia
de los extractos acuosos de canela frente a la eliminacién de la carga microbiana, se
recomienda evaluar la estabilidad de los agentes activos de los extractos acuosos de canela
y su interaccion con los componentes de los sustratos en los que se pretende aplicar.

Se recomienda caracterizar las propiedades de la variedad de canela empleada en el
proceso de evaluacion en miras a la implementaciéon de extractos aceitosos en otros
procesos de produccién como carnicos, panaderia y reposteria.

Evaluar la capacidad de inhibicién microbiana de los extractos aceitosos de sustratos
como clavo, laurel, orégano, tomillo, anis estrellado, ajo y pimenton; en condiciones de
laboratorio frente a cepas de importancia en control de calidad de alimentos e implementar
su uso en los procesos de produccion de alimentos derivados carnicos.
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