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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion consistié en la aplicacion del aceite esencial de

naranja para la reduccion de microorganismos presentes en canales de res.

La metodologia que se utilizd para la aplicacion de aceite esencial de naranja en las
muestras de canales de res consistid en tres concentraciones 422 ppm (cl), 844 ppm
(c2), 1266 ppm (c3) de aceite esencial de naranja en 100 mL de agua destilada y en
diferentes tiempos t0, t1, t2, t3, donde se analiz6 Coliformes totales, Aerobios Totales y
Salmonella, luego de la aplicacion se determind la reduccion de microorganismos en
comparacion con la muestra patron (muestra de carne de res sin aplicacion de aceite

esencial de naranja).

Los resultados de los analisis microbioldgicos de las muestras de carne de res fueron:
aerobios totales negativo, salmonella negativo y Coliformes totales positivo, por lo

tanto, los resultados expresados corresponden a Coliformes totales.
La c3 en el t3 presentd una reduccién de carga microbiana de 33,86 % (64 unidades
formadoras de colonias) en comparacion con la muestra inicial (189 UFC), mientras que

en las c1 y c2 no hubo diferencia significativa en la reduccion de microorganismos.

Palabras claves: aceite esencial, microorganismos, unidades formadoras de colonias,

reduccion.
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ABSTRACT

The objective of this research was the application of orange essential oil to reduce

microorganisms in beef carcasses.

The methodology used for applying orange essential oil samples consisted of beef carcasses in
three concentrations 422 ppm (c1), 844 ppm (c2), 1266 ppm (c3) of orange oil in 100 mL of
distilled and at different times t0, t1, t2, t3, where total coliforms, total aerobic and Salmonella
was analyzed after applying the reduction of microorganisms was determined and compared

with the standard sample (sample application beef without water Orange essential oil).
The results of microbiological analysis of samples of beef were: total aerobic negative,
negative and positive salmonella y Total coliforms, therefore, the results expressed correspond
to total coliforms.

The C3 t3 presented in microbial load reduction of 33.86% (64 colony forming units) compared
to the initial sample (189 CFU), whereas in the c1 and c2 was no significant difference in

reducing microorganisms.

Keywords: essential oil, microorganisms, colony forming units, reduction.
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INTRODUCCION

La alimentacion dentro de nuestra sociedad es uno de los aspectos esenciales para
mantener la salud de los seres humanos, la carne por ser un alimento altamente nutritivo
se la ha considerado uno de los elementos mas importantes de la canasta bésica familiar
(Lliguan, 2010).

A través de la historia, el consumo de carnes como alimento ha mantenido una posicién
prestigiosa, tanto social como econdmica. En la medida en que las naciones se
industrializan, mejoran sus economias y el consumo de carnes aumenta. Ademas,
mientras las personas prosperan social y econémicamente, tienden a demandar una

mejor calidad y cantidad de productos carnicos (Lliguan, 2010).

La carne es uno de los alimentos mas nutritivos para consumo humano debido a su
aporte en proteinas de alto valor bioldgico, grasas, vitaminas y minerales. Provee
calorias procedentes fundamentalmente de su contenido de lipidos, pero su contribucion
vital a la dieta son las proteinas, vitaminas del complejo B, ciertos minerales como

hierro, zinc y fésforo y acidos grasos esenciales (Reyes, 2010).

Si bien es cierto que la carne es importante para la alimentacion del hombre también
puedo decir que es uno de los alimentos méas perecederos y si no se aplica buena higiene
y sanitizacion durante su manipulacion llegara a contaminarse, siendo portadora de

microorganismos patégenos, causando dafios en la salud del consumidor.

La contaminacién de la carne se puede dar en varias de las etapas del sacrificio del
animal como también en los lugares de expendio, de acuerdo a nuestra investigacion nos

enfocamos en los lugares de sacrificio de reses.

Los camales donde se realiza el sacrifico de los animales debe contar con BPM (Buenas
Précticas de Manufactura) para garantizar la inocuidad de la carne permitiendo que sus

caracteristicas fisico-quimica no sean alteradas.



Actualmente la conservacion de los alimentos es uno de los temas que mas relevancia
tienen en la industria alimentaria, porque cada vez se generan nuevas alternativas para

lograr contribuir a alargar la vida util del alimento.

El aceite esencial es considerado un conservante natural debido a sus agentes
antimicrobianos que actua inhibiendo el crecimiento de bacterias. Una de las formas de

extraccion es mediante el método de destilacion por arrastre de vapor.

El mecanismo de accidon de los aceites esenciales se basa principalmente en el deterioro
de varios sistemas enzimaticos, incluidos aquellos involucrados en la produccion de
energia y en la sintesis de componentes estructurales. Una vez que el compuesto
fenolico cruza la membrana celular, puede interactuar con las enzimas y con las
proteinas causando un flujo contrario de protones a través de ella, afectando asi a la
actividad celular (Conner, 1993).

OBJETIVO
Objetivo General

- Aplicar aceite esencial de naranja para la reduccion de microorganismos en

canales de res faenada en el camal de Paccha.

Objetivos Especificos

Obtener el aceite esencial de naranja en condiciones de laboratorio.

- Evaluar microbiolégicamente las canales de res procedentes del faenamiento en
el camal de Paccha.

- Realizar pruebas de aplicacion a muestras provenientes de las canales de res
producto del faenamiento en el camal de Paccha.

- Determinar la eficacia del aceite esencial de naranja, en base a la reduccion de la

carga microbiana en la muestras de las canales de res.



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

- ¢Cual es el método de extraccion de aceite esencial de naranja?

- ¢Qué tipo de microorganismo esta presente en las canales de res después del
proceso de faenamiento?

- ¢Como incide la aplicacién del aceite esencial en la reduccién de
microorganismos en las muestras?

- ¢Cuales son los cambios que presentan las muestras en base a la reduccion
microbiana sin la alteracion del sabor?

- ¢Qué métodos de conservacion se utiliza cominmente para canales de res?

- ¢Qué aceites esenciales se han usado para conservar canales de res?

VARIABLES
Variable dependiente

Cantidad de microorganismos presente en las muestras.
Variable independiente

La concentracion de la solucion del aceite esencial de naranja.

HIPOTESIS

Hipotesis Nula

El aceite esencial de naranja luego de su aplicacidén en las muestras provenientes de
canales de res faenadas en el camal de Paccha no reduce significativamente la carga

microbiana.

Hipotesis Alternativa

El aceite esencial de naranja luego de su aplicacion en las muestras provenientes de
canales de res faenadas en el camal de Paccha reduce significativamente la carga

microbiana.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. CARNE

El Codex Alimentarius define la carne como “todas las partes de un animal que han
sido dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo humano o se destinan para
este fin”. La carne se compone de agua, proteinas y aminoacidos, minerales, grasas y
acidos grasos, vitaminas y otros componentes bioactivos, asi como pequefias cantidades
de carbohidratos (FAO, 2009).

Figura 1. Carne de ganado vacuno

Fuente: (Ibiza Carnes March, 2009)

La utilizacion mas frecuente refiere a la carne comestible de animales terrestres como
la vaca, el cerdo, el cordero, etc. Se trata de uno de los alimentos mas importantes

porgue aportan proteinas, grasas y minerales (Zrazhevskyi, 2013).



1.2. TIPOS DE CARNE
Figura 2 .Tipos de Carne

Fuente: (Neira, 2014)

La ternera rosada procede de animales jovenes alimentados a base de cereales.

1.2.1. Lacarne roja.

La carne de color rojo oscuro, con una grasa mas amarillenta, se obtiene de animales
adultos (bueyes o vacas), y su demanda va en ascenso, debido a que es consumida
habitualmente en restaurantes y asadores. El buey es un bovino macho, castrado, con
una edad superior a los dos afios. En Espafia se produce muy poco, por lo que la
mayoria de la carne roja que se consume en nuestro pais procede de vacas, esto es,

animales hembras que han parido en alguna ocasion (Eurocarnes, 2010).

1.2.2. Carnes de vacuno

De incuestionable peso especifico en la dieta mediterranea, como complemento o como
base proteica de la misma, la carne de vacuno es, desde el punto de vista nutricional,
uno de los alimentos mas completos. Por su composicion, rica en nutrientes, la carne de
vacuno es un ingrediente particularmente preciado y muy valorado en una dieta
equilibrada. Un alimento que, precisamente, por su aporte de proteinas, vitaminas del
Complejo B y de minerales tan esenciales como el hierro, el fosforo y el selenio, esta
especialmente indicado en la alimentacion de nifios y jovenes, asi como en la dieta de
las mujeres embarazadas, de los deportistas y en la de las personas mayores. De hecho,
al consumir 100 gramos de carne de vacuno estamos aportando al organismo casi el 50
% de las proteinas que precisamos al dia, el 73 % de la cantidad total de vitamina B12

que se recomienda tomar diariamente (excelente para mantener sano el sistema nervioso
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y ademas, favorece el crecimiento y la restauracion de las células), el 34 % de la ingesta
global de Niacina o vitamina B3 recomendada (ideal para conservar la piel sana y
favorecer la produccion de las hormonas sexuales) y el 23 % del hierro (contribuye a
evitar la anemia) y del fosforo (ayuda a estimular el desarrollo intelectual) que

necesitamos (Eurocarnes, 2010).

1.2.3. Valoracion nutricional

El lomo de vacuno es una parte con un valor calérico medio, 166 kcal por 100 g, unas
250 kcal por racion. Su contenido en grasa es moderado, aproximadamente un 8,8 %, y
se ve incrementado si se consume la grasa visible que le acompaiia. Como la mayor
parte de la carne de vacuno, presenta cantidades similares de &cidos grasos saturados y
mono insaturados y bajas concentraciones de poliinsaturados. Su proteina es de alto
valor bioldgico. Aporta, en comparacion con otras zonas de la carne de vacuno, valores
moderados de hierro, zinc y sodio, este Ultimo concretamente 135 mg por racion, un 6

% de las recomendaciones diarias (Valero, Calle, Ruiz, y Valero, 2010).

1.2.4. CONTENIDO NUTRICIONAL DE LAS CARNES

Desde el punto de vista nutricional, la importancia de la carne deriva de sus proteinas de
alta calidad, que contienen todos los aminoacidos esenciales, asi como de sus minerales
y vitaminas de elevada biodisponibilidad. La carne es rica en vitamina B12 y hierro, los
cuales no estan facilmente disponibles en las dietas vegetarianas (FAO, 2007).

Tabla 1 contenido nutricional de las carnes

Producto Agua Prot. Grasas Cenizas KJ

Carne de vacuno (magra) 75.0 223 1.8 1.2 116
Canal de vacuno 547 165 28.0 0.8 323
Carne de cerdo (magra) 751 228 1.2 1.0 112
Canal de cerdo 411 112 470 0.6 472
Carne de ternera (magra) 764 21.3 0.8 1.2 98

Carne de pollo 75.0 228 0.9 1.2 105
Carne de venado (ciervo) 75.7 214 1.3 1.2 103

Fuente: (FAO, 2007)



1.2.5. Composicion Nutricional de la Carne de Vacuno

Como ya se ha apuntado, la carne tiene un papel importante desde el punto de vista
nutricional en la alimentacion; su contenido en nutrientes hace que su consumo,
realizado con moderacion y variedad, como ocurre con cualquier otro alimento, sea
beneficioso y no implique ningun problema de salud. En la composicion de la carne de
vacuno, destacan, composicion en aminoacidos, proteinas de alto valor biologico, hierro
de elevada bio disponibilidad, notable cantidad de otros micronutrientes como el zinc,
magnesio, fosforo, selenio.

Contenido destacable de vitaminas hidrosolubles (B12, niacina, &cido fdlico).
Importancia y papel en la nutricion y salud de algunos de los nutrientes presentes en
mayor cantidad en la carne de vacuno. Los requerimientos de proteina se calculan en
funcién de la calidad nutricional de este nutriente, de acuerdo con los alimentos
habituales que conforman el patron alimentario del grupo poblacional para el que se
calculan estas necesidades. Los nutriélogos han desarrollado varias medidas para
determinar la calidad de la proteina basada en la composicion en aminoacidos del
alimento, entre las que estan:

El valor biologico (BV). Se define como el porcentaje del nitrogeno absorbido y
retenido en el cuerpo, estimado a partir de un estudio de balance de nitrégeno (ingesta y
pérdidas), utilizacion neta de la proteina (NPU). Este es el producto del valor bioldgico
y el grado de la digestibilidad de la proteina del alimento. Estos dos valores, VB y NPU,
coincidirian en el caso de proteinas que fuesen completamente digeridas. Sin embargo
para proteinas menos digeribles o para alimentos ricos en fibra la utilizacion es menos
eficiente. (Reyes, 2010)

Rango de eficiencia proteica (Protein efficiency rate, PER) se basa en la ganancia de
peso en un test de crecimiento animal dividida por la ingesta de proteinas en un periodo
de estudio de alrededor 10 dias.

Frecuentemente, el valor nutricional de una proteina se expresa segun Su «score» 0
cémputo quimico, valor que se deriva de la composicion amino cidica de dicha proteina,
comparandola con la de un patron de referencia (proteina del huevo) a la que se le
asigna un valor maximo (100). Dentro de los aminoacidos esenciales, aquel que en un
determinado alimento o dieta esta en mayor deficiencia, comparando con el patron de
aminoéacidos de la proteina del huevo, recibe el nombre de aminoacido limitante porque

al ser utilizado en la sintesis de una nueva proteina va a limitar la capacidad de sintesis
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proteica del organismo a falta de suficiente cantidad de este aminodcido. De esta
manera, el porcentaje de aminoacido limitante presente en un alimento dado, en
comparacion con la proteina alimentaria patron, nos proporciona el llamado «chemical
score». Los tres aminoacidos alimentarios que mas frecuentemente se comportan como
limitantes son la lisina, el tript6fano y la metionina. (Beltran, Cuadrado, y Moreiras,
2001)

En el caso del zinc, su disponibilidad aumenta también en presencia de la proteina. Sin
un adecuado aporte del grupo de las carnes, pueden aparecer deficiencias nutricionales
de este mineral. Ademas, las carnes, contienen cantidades significativas de otros
minerales como cobre, magnesio, selenio, fésforo, cromo y niquel (Paltrinieri, 2007).

1.3.  COMPOSICION QUIMICA DE LAS CARNES

1.3.1. Agua

El agua en la carne es el componente quimico mas abundante, pues puede considerarse
el nutrimento mas esencial para la vida del animal y del ser humano. Los tejidos
animales y vegetales contienen agua en diferentes proporciones, distribuida de una
manera muy compleja y heterogénea. Las proteinas, los carbohidratos, los lipidos,
contribuyen a la formacién de complejos hidratados de alto peso molecular dentro de
estos tejidos. El contenido de agua de los animales recién nacidos es de 75-80 %. En
animales adultos el contenido de agua varia en forma inversa con respecto al contenido
de grasa y representa un 75 % en base libre de grasa. El tejido graso tiene muy poca o
ninguna humedad por lo cual, mientras mayor sea el contenido de grasa en un corte 0
canal, menor sera el contenido de agua. El agua no solo contribuye a las propiedades
reoldgicas y de textura de un alimento, sino que a través de sus interacciones con los
diferentes componentes determina el tipo de reacciones quimicas que se pueden suscitar
en un alimento (Sierra, 2001 ).

El agua en los alimentos puede ser de tipo libre y ligada. El agua libre es la forma
predominante, se libera con gran facilidad y es estimada para el calculo de la humedad.
El agua ligada se encuentra en los alimentos como agua de cristalizacion o ligada a las

proteinas (Corfoga, 2001).



1.3.2. Proteinas

Las proteinas son complejas sustancias organicas nitrogenadas compuesto por C, H, O,
N, y la mayoria de las veces también por S, estan constituidas por diferentes polimeros
naturales, formados por la union de aminoacidos mediante enlaces peptidicos. Varios
aminoacidos forman péptidos; un conjunto de ellos, polipéptidos, y de la unién de
polipéptidos surgen las proteinas, las mismas que constituyen esencialmente el
protoplasma de las células animales y vegetales, y tienen un papel fundamental en su
estructura y funcion. La carne ofrece una gran variedad de nutrientes, lo que hace que
los productos sean muy importantes para la alimentacion humana. De todos sus
nutrientes, las proteinas ocupan un lugar predominante debido a su alto porcentaje
presente en la carne y su elevado valor bioldgico por los aminoacidos que provee. La
composicion proteica de la carne es bastante compleja. La carne es una de las
principales fuentes de lisina en las dietas mas comunes. Por otro lado el colédgeno y la
elastina, integrados en el tejido conjuntivo, tienen muy bajo valor nutritivo por sus
pobres contenidos en aminoacidos esenciales. Entre los aminoacidos esenciales,
aquellos que se encuentran en pequefias cantidades son la metionina y el triptéfano;
mientras que abunda la valina y sobresalen los niveles en glicina, hidroxiprolina y
prolina.

Al compararse los contenidos en aminoacidos esenciales de las proteinas carnicas de
diversas especies animales pueden observarse algunas diferencias, que en ocasiones se
deben a la influencia de factores como la edad o la alimentacion (Gil, 2010).

Por otra parte, las visceras de los animales de abasto contienen proteinas que difieren en
su composicion aminoacidica de un 6rgano a otro, destacando el higado sobre los demas
en cuanto a rigueza en aminodcidos esenciales. Ademas, las proteinas del higado
superan a las de las carnes en fenilalanina, leucina y valina, aungque son inferiores en
isoleucina, lisina y metionina (Astiasara, 2003).

Las proteinas de la carne se dividen en tres grupos: sarcoplasmicas, miofibrilares y
proteinas del estroma.

1.3.2.1. Proteinas Sarcoplasmicas:

Constituyen entre el 30 y el 35 % de las proteinas totales del muasculo del esqueleto y
del musculo cardiaco. Son un conjunto heterogeneo de varias centenas de proteinas
diferentes que contienen todas las enzimas que participan en la glicélisis asi como
numerosas enzimas asociadas al metabolismo de los glacidos y proteinas (Fennema,
2000).



1.3.2.2.  Proteinas Miofibrilares:

Representan mas del 50 % de las proteinas totales del masculo siendo la miosina (27 %)
y la actina (11 %) las proteinas mayoritarias de este grupo, estas proteinas son
responsables de la capacidad de retencion de agua, de las propiedades emulsionantes o
de la textura de la carne. Ademas, estas proteinas contienen cantidades importantes de
aminoacidos esenciales y contribuyen, en mas del 70 % al aporte proteico debido al
consumo de carne (Fennema, 2000).

1.3.2.3.  Proteinas del Estroma:

Constituyen un 10-15 % del contenido total de proteinas del musculo. Las dos proteinas
principales del tejido conjuntivo son el coldgeno y la elastina que representan méas del
50 % de las proteinas del estroma. En el caso de algunos derivados carnicos, solamente
aparecen desequilibrios cuando se trata de embutidos que incluyen en sus formulaciones
cantidades excesivas de tejido conectivo (coladgeno), por los elevados niveles de
hidroxiprolina y de glicina de esta proteina. La importancia de los embutidos en cuanto
suministradores de proteinas a la dieta humana depende, en gran medida, de las materias
empleadas para su elaboracion, dando lugar a claras diferencias en el contenido proteico
total, tanto en los cocidos como en los crudos, frescos o curados (Gil, 2010).

1.3.2.4.  Funciones

Las principales funciones de las proteinas son:

Funcion plastica o estructural.- Las proteinas constituyen el 80 % del peso seco

de las células.

Funcion de control genético: Las caracteristicas hereditarias dependen de las
proteinas del nacleo celular.
- Funcién inmunitaria: Los anticuerpos que intervienen en los fenémenos
inmunitarios son proteinas.
- Funcion biorreguladora.- Las enzimas, y algunas hormonas, son de naturaleza
proteica.
1.3.3. Lipidos
Son nutrientes basicamente energéticos, presentan una composicion quimica
extremadamente variable. En su estructura molecular se encuentran casi exclusivamente
C, Hy O, aunqgue existen formas mas complejas (Gil, 2010). La carne es una fuente de
energia gracias a su contenido de grasa. Las grasas animales son totalmente digeribles.
La grasa carnica provee del acido graso esencial linoleico y son vehiculos para las
vitaminas solubles en grasa (A, D, E, K) (Greenfield, 2006).

10



Son notables las diferencias de composicion entre la grasa de la carne y las grasas
incluidas en las visceras. Las visceras son muy ricas en &cido araquidonico,
posiblemente por la mayor presencia de fosfolipidos. Respecto a los productos carnicos
transformados, particularmente los embutidos, cabe sefialar que la composicion de su
grasa depende en gran parte de la cantidad y la calidad de las materias primas
empleadas. La composicion de la grasa puede alterarse por la conservacion por el frio
cuando es prolongada, debido al riesgo de oxidaciones en los acidos insaturados que
desembocan en procesos de enranciamiento (Cervera, 2001).

1.3.4. Hidratos de Carbono

Los glucidos son compuestos orgénicos, formados por carbono, hidrogeno y oxigeno,
cumplen funciones energéticas importantes en el organismo ya que constituyen la
mayor fuente de energia en la alimentacion humana que se encuentran mayoritariamente
en los vegetales, aunque también los hay en el reino animal.

Los carbohidratos constituyen menos del 1 % del peso de la carne, representados
principalmente por el glucégeno. No obstante, después del sacrificio del animal se
producen cambios muy significativos en la carne (liberacién de sus propias enzimas
como las proteinasas, degradacién de la cadena pesada de la miosina, las enzimas
lisosdbmicas como las catepsinas, la tripsina y las calpainas se activan en pH &cidos y
degradan la membrana lisosémica, degradando las proteinas musculares), como
consecuencia de la actividad metabdlica del tejido muscular. EI glucdégeno es un
carbohidrato que se encuentra en el higado y los musculos; se forma a partir de la
glucosa y es utilizada como sustancia de reserva energética. EI glucégeno muscular
puede emplearse directamente para obtener energia; el glucégeno hepético solo pasa a
glucosa al descender los carbohidratos en los musculos y la sangre. La glucosa es
transportada por el torrente sanguineo hasta las células musculares que trabajan, lo que
indica que los musculos han trabajado demasiado produciendo asi animales cansados
que contienen pocos carbohidratos, lo cual es perjudicial en el proceso maduracion de la
carne. El contenido promedio de glucégeno en los musculos de los animales de abasto
es de 0,05-1,8 %. El higado de los animales de abasto contiene de 2,8-8 % de este
carbohidrato (Ramirez, 2006 ).
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1.3.5. Vitaminas

Las vitaminas son moléculas orgénicas, biolégicamente muy activas por lo que
generalmente se necesitan en cantidades muy bajas. Su composicion quimica es
heterogénea. La caracteristica distintiva de las vitaminas es que por lo general no
pueden ser sintetizados por células de mamiferos y, por tanto, deben ser suministrados
en la dieta. Las vitaminas presentan la propiedad de ser sustancias labiles que se alteran
con facilidad y no resisten a los cambios de temperatura y los almacenamientos
prolongados. Las vitaminas son de dos tipos distintos, solubles en agua y solubles en
grasas (Hernandez A. M., 2010).

1.3.6. Minerales

Los minerales son elementos quimicos inorganicos simples cuya presencia e
intervencion es imprescindible para la actividad de las células. Su contribucién a la
conservacion de la salud es esencial ya que controlan el metabolismo y conservan las
funciones de los diversos tejidos (Hernandez, 2010). La carne contiene todas las
sustancias minerales que son necesarias para el organismo humano, entre las que
destacan el hierro y el fosforo por su relevancia nutricional. Aunque las especies
animales no ofrecen diferencias significativas entre si en cuanto al aporte de los

nutrientes minerales, cabe resaltar la riqueza en fosforo en los animales vacunos.

Figura 3.Composicién Quimica de las carnes

COMPOSICION QUIMICA DE LA CARNE
=) AGUA
=) ESTRATOS NITROGENADOS

== ENZIMAS === GLUCIDOS

=) SALES
= /ITAMINAS

=== MATERIA PROTEICA O ALBUMINOIDE

=) PIGMENTOS
=P GRASAS O LIPIDOS

sl ESTRATOS NO NITROGENADOS

Fuente: (Fritsch, 2010)

12



1.4. CAMBIOS EN LA ESTRUCTURA DE LA CARNE PRODUCIDOS POR
MICROORGANISMOS

Al sacrificarse el animal se producen una serie de cambios fisioldgicos que dan inicio a
la produccién de la carne comestible: parada circulatoria, fin del reciclaje muscular del
ATP, inicio de la glicolisis y bajada del pH, descontrol del crecimiento de
microorganismos e inicio de la desnaturalizacion de proteinas. Este proceso tarda entre

24 h'y 36 h alatemperatura habitual de almacenamiento (2-5° C)

Durante el proceso de descenso de temperatura se inicia el deterioro interno debido,
sobre todo a C. perfringens y enterobacterias; cuando la temperatura es baja el deterioro

es predominante debido a la flora superficial.

En las canales también se puede producir deterioro superficial debido a hongos y a
levaduras; sin embargo, en carnes procesadas, picadas, el deterioro es debido solo a

bacterias del grupo de Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella.

La temperatura de incubacion es la razon de que el nimero de tipos de microorganismos

responsables de la alteracidn de carnes sea muy reducido.

En el caso de filetes o piezas cortadas conservadas a baja temperatura, el deterioro
puede producirse por bacterias u hongos dependiendo de la humedad ambiental

(bacterias a alta humedad).

El crecimiento de bacterias (sobre todo Pseudonomas) puede detectarse primero por la
aparicion de colonias discretas, luego mal olor y luego un capa de limo que cubre la

piezay que se produce por la coalescencia de las colonias (Unavarra, 2008).

Cuando hay un crecimiento abundante de bacterias no se produce crecimiento de los

mohos porque aquéllas consumen el oxigeno necesario para que crezcan estos.

Las carnes que se encuentran contaminadas por bacterias, levaduras y mohos, pueden

presentar dos clases de alteraciones la cuales puede ser:
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1.4.1. Aerdbica

Las carnes en mal estado de conservacion y contaminadas, estan en riesgo de contraer
este tipo de alteracion, que ocurre cuando los efectos de los microorganismos, causan
alteraciones en las caracteristicas de las carnes, como la presencia de una capa viscosa,
con aspecto limoso, pegajoso, de olory aroma repugnante, cambios en la coloracién
llegando hasta el verdoso grisaceo. Lo ataques por mohos, se pueden notar, por su
aspecto pegajoso y manchas o puntos fungicos, de color negro, marrén cremoso o

verde.

1.4.2. Anaerdbica

Es la contaminacion que se presenta al interior de las carnes, causando serias
alteraciones en la calidad de estas y produciendo cambios en el olor, color
y consistencia. Generalmente es producida por bacterias facultativas y anaerobicas, las
que se van degradando por accién enziméatico a las proteinas de la carne, causando
olores putridos, color verdoso grisaceo y aspecto repugnante. Llegando finalmente al a
putrefaccion de las carnes en cuyo caso se podra detectar acidos organicos como el
férmico, acético, butirico, otros productos finales gaseosos como anhidrido carbonico,
amoniaco y &cido sulfhidrico (Scrib, 2006).

Figura4. Cambio de Coloracion en distintas etapas de descomposicion

Fuente: (Hernandez C. , 2011)
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1.5. RIESGOS EN LA SALUD POR LA CONTAMINACION DE LA CARNE

Las enfermedades de origen alimentario, son las alteraciones que sufren las personas en

su salud al comer alimentos contaminados por los gérmenes patdégenos o sus toxinas.

Las enfermedades toxico-infecciosas son producidas por alimentos mal manipulados
que se infectan con microorganismos maléficos que crecen y reproducen liberando
toxinas; es una enfermedad que resulta de la ingestion de alimentos con una cierta
cantidad de microorganismos causantes de enfermedades, los cuales son capaces de

producir o liberar toxinas una vez que son ingeridos.

Las alteraciones se manifiestan generalmente por alergias, diarreas, colicos, dolores
abdominales, fiebre, malestar general. La mayoria de estas enfermedades son de origen
humano, aunque otras son de origen animal, y no se originan en el alimento sino que
éste sirve de vehiculo trasmisor (Moreno, 2010).

Figura5.Contaminacion de la carne

Fuente: (Hernandez C. , 2011)

1.6. CONSERVACION DE LA CARNE

La carne de ganado vacuno es un alimento altamente perecedero por su composicién
quimica y caracteristicas bioldgicas (Guerrero , 1993). Para incrementar su vida Util, en
los ultimos afios han surgido diversas alternativas a los métodos tradicionales de
conservacion. A este respecto Guerrero y Taylor (1994) refieren el empleo de las
bacterias lacticas para conservar carne, por su capacidad de producir compuestos
antimicrobianos como los acidos organicos (lactico y acético) y las bacteriocinas.

Los estudios sobre produccion in situ de acido lactico via fermentativa en carne, se

enfocan en dos aspectos: inhibir el crecimiento de la flora patogena y de
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descomposicion como Escherichiacoli, Enterobacteriaceae, Serratia,
Brochotrixthermosphacta y Pseudomonaputida (Guerrero,1995) y en evitar efectos
negativos sobre las propiedades funcionales como el color, la textura y el sabor
(Woolthuis, Mossel, Van Logtestijn, y Smulders, 1984).

Figura 6. Conservacion de la carne

Fuente: (Eurocarnes, 2010)
1.7.  CONSERVANTES NATURALES

Los alimentos pueden ser procesados (carnicos, mermeladas, panes, etc.) o no
procesado (fruta, vegetales, granos, etc.). Sea cual sea el origen, es posible que dicho
alimento pueda haber sufrido alguna contaminacién de manera no intencional o
contener algun aditivo. Dentro de los contaminantes no intencionales se pueden
encontrar componentes naturales del propio alimento, toxinas producidas por alguna
bacteria, productos derivados del procesamiento del alimento y de la contaminacion
ambiental, contaminantes que resultan del manipuleo de los alimentos tales como
pesticidas y fertilizantes, entre otros. Por otro lado, los aditivos se afiaden de manera
intencional para preservar y/o mejorar las caracteristicas del alimento, algunos ejemplos
son los conservadores, colorantes, antioxidantes, emulsionantes, saborizantes,

acidulantes, edulcorantes y humectantes.

Los conservadores se adicionan con el propdsito de controlar el crecimiento de
microorganismos (bacterias y hongos), y pueden ser quimicos 0 naturales
(bioconservadores). Entre los conservadores quimicos se encuentran el benzoato de
sodio, el acido sorbico, sulfitos, nitritos, nitratos, peroxido de hidrogeno y cloruro de
sodio. Por ejemplo, es comun encontrar el benzoato de sodio en refrescos, bebidas de
frutas, margarinas, aderezos y otros alimentos con caracter acido; y el acido sorbico en
frutas secas, quesos, productos de panificacion, bebidas carbonatadas o no carbonatadas

y productos derivados de pescado, para controlar levaduras y mohos (DeMan, 1999).
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1.7.1. Los primeros conservadores o conservantes naturales alimentarios

Las primeras técnicas de conservacion de los alimentos o algunos de los conservantes

naturales méas antiguos que conocemos son:
1.7.1.1.  Secado

Especialmente las frutas (uvas, albaricoques, higos, etc.) secados a la sombra en lugares

ventilados ayudan a que ese alimento dure semanas 0 meses.
1.7.1.2.  Salado

Cuando el ser humano empez6 a desarrollar la técnica para obtener sal de las salinas vio
que los animalitos que por azar morian sobre la sal duraban meses sin podrirse. Empezé

la técnica de salar la carne y el pescado.
1.7.1.3.  Ahumado

Seguramente también por accidente se comprobd que los alimentos ahumados (carne y
pescado) se conservaban durante mucho tiempo.

1.7.1.4. Frio

En invierno se hacian agujeros profundos en el suelo y se ponian capas de alimentos y

de hielo o nieve, de forma alternativa. Eran los primeros congeladores o heladeras.
1.7.1.5.  Cubrir el alimento con arena

Hasta hace pocos afios en muchas casas aln se aprovechaba el hueco de debajo de la
escalera (que es oscuro y fresco) para poner arena (la ideal es la de playa que es muy
seca y algo salada) y hundir o cubrir los alimentos (naranjas, papas o0 patatas, cebollas,
etc.) Esta técnica barata y practica permitia guardar sobre todo verduras durante varias

semanas.
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1.7.1.6.  Hierbasy especias como conservantes naturales alimentarios

Las hierbas o plantas medicinales y las especias siempre han sido utilizadas en la
elaboracion y conservacion de alimentos ya que por un lado aportan sabor y por otro

actlian como conservantes naturales alimentarios.

- Dentro de las especias destacan: canela, clavo, mostaza, pimienta, circuma y
jengibre.
- De las hierbas o plantas medicinales: orégano, tomillo, ajo, salvia, romero, anis

verde
1.7.1.7. Otros conservantes naturales alimentarios

- Vinagre: a medida que la elaboracién de vino y otros tipos de alcoholes fueron
perfeccionandose también mejoré o se desarrollé la técnica para elaborar vinagre. El
vinagre es un conservante o conservador natural estupendo especialmente para las
verduras (pepinillos, col, zanahoria, cebollas, etc.).

Fermentados: los alimentos fermentados ademas de aumentar sus beneficios
nutricionales también alargan su conservacion (vino, cerveza, pickles, miso, etc.)

Bafio Maria: esta técnica también es muy simple y consiste en poner los alimentos que
queramos dentro de un frasco de vidrio lleno de agua. Luego ponemos este frasco, bien
cerrado, en una cazuela o similar con agua hasta cubrir la mitad del frasco. Herviremos
a fuego lento durante unos 50 minutos y apagaremos el fuego. Dejaremos el frasco
dentro de ese recipiente hasta que se enfrie del todo ya que un cambio brusco de

temperatura puede hacer explotar el frasco. (Arnau, 2008).

Figura 7.Conservantes

Fuente: (Arnau, 2008)

18



1.8. ACEITES ESENCIALES

Los aceites voldtiles, aceites esenciales o simplemente esencias, son las sustancias
aromaticas naturales responsables de las fragancias de las flores y otros Organos
vegetales.

Los aceites esenciales son una mezcla de lipidos o grasas de bajo peso molecular muy
hidrofébicas, generalmente menos densos que el agua, aromaticos y volatiles, producto
del metabolismo secundario de las plantas, formados por terpenos, en particular
monoterpenos y sesquiterpenos, asi como sus derivados oxigenados, alcoholes,
aldehidos ,acidos y esteres terpénicos que se denominan respectivamente
,monoterpenoides y sesquiterpenoides.

Se les llama aceites por su apariencia fisica y consistencia parecida a las grasas. Se
encuentran muy difundidos en el reino vegetal, especialmente en las fanerégamas y se
pueden encontrar localizadas en diferentes partes de la planta, por ejemplo en las hojas
(albahaca, mejorana, menta, romero, salvia), en las raices (valeriana, vetiver), en la
corteza (canela, cedro), en la cascara del fruto (limén, mandarina, naranja) o en los
frutos (anis, cardamomo, hinojo). La cantidad y composicion del aceite varia de una

especie a otra y dentro de los mismos géneros de la planta (Sepulveda, 2012).

Figura 8.Aceites Esenciales

Fuente: (Sepulveda, 2012)

1.9. COMPOSICION DE ACEITES ESENCIALES

Un aceite esencial esta constituido por cientos de sustancias distintas. Generalmente los
componentes mayoritarios son hidrocarburos terpénicos (sin aroma 0 con poco aroma),
y los minoritarios son los responsables del aroma caracteristico del aceite esencial y

guedan englobados en distintas familias quimicas.
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Estos son:

- hidrocarburos terpénicos: terpenos y terpenoides

- Aldehidos: aldehido benzoico, aldehido cinamico, butanol, propanol.
- Acidos: acético, palmitico.

- Alcoholes: linalol, geraniol, mentol.

- Fenoles: anetol, eugenol.

- Esteres: Acetato de linalilo, Acetato de geranilo.

- Cetonas: Tuyona

- Otros: Eteres, derivados nitrogenados, sulfuros, tioéteres, tioestéres.

Considerando al aceite esencial como un producto de aroma -caracteristico y
clasificando su composicion sobre la base de esta propiedad, se puede afirmar que un
aceite esencial es una mezcla de sustancias constituidas fundamentalmente por una base
integrada por hidrocarburos terpénicos.

En menor concentracion se encuentra un nimero no muy alto de sustancias quimicas
volatiles que son los responsables principales del aroma global del aceite esencial. Por
ultimo tenemos gran cantidad de sustancias a muy baja concentracion que presentan la
caracteristica de “redondear” el aroma global.

Otros componentes del aceite esencial no estan relacionados con su aroma (ceras,
acido.) pero si pueden tener su importancia para determinadas aplicaciones y pueden
actuar como conservantes, antibidticos, o fijadores del aroma en el aceite esencial
(Valarezo, 2008).

1.10. FUNCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales al ser mezclas complejas de numerosas moléculas con gran
diversidad de grupos quimicos, la actividad antimicrobiana no se debe a un mecanismo
especifico, ya que en las células hay diferentes sitios donde pueden actuar y los eventos
pueden llevarse a cabo en forma independiente, simultanea o consecuente. Se dice que
como posible sitio de accién, la membrana celular donde los terpenoides surtirian efecto
desencadenando una serie de procesos que podrian provocar la muerte bacteriana. El
caracter hidrofobico de los AEs les permite incorporarse en los lipidos de las
membranas bacterianas y mitocondriales perturbando su estructura y consecuentemente
su permeabilidad, dando lugar a la fuga de iones y otros contenidos celulares vitales,

conduciendo finalmente a la muerte del microorganismo .Los AEs también podrian
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actuar sobre las proteinas embebidas en la membrana citoplasmatica interfiriendo en la
interaccion lipido-proteina y afectando la actividad de enzimas como la ATPasa,
disminuyendo la produccion de energia requerida para el funcionamiento celular. Otra
posible accion seria la interaccion directa de los componentes lipofilicos con las partes

hidrofébicas de la molécula de proteina (Sepulveda, 2012).

1.11. CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Se clasifican en base a diferentes criterios como consistencia y origen (entre otros):

1.11.1. De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en esencias

fluidas, balsamos y oleorresinas.

Esencias fluidas:

Son liquidos volatiles a temperaturas ambiente.

Balsamos:
Son de consistencia mas espesa, son poco Vvolatiles y propensos a sufrir
reacciones de polimerizacion, son ejemplos: el balsamo de copaiba, el balsamo
de Peru, balsamo de Told, Estoraue, etc.

Oleorresinas:

Tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son tipicamente liquidos
muy Vviscosos o sustancias semisolidas (caucho, gutapercha, chicle, oleorresina
de paprika, de pimienta negra, de clavero, etc.)

1.11.2. De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como naturales,

artificiales y sintéticos:

Naturales:
Se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones fisicas ni

quimicas posteriores debido a su bajo rendimiento tan bajo son muy costosos.

Artificiales:
Se obtienen a través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia con
uno o varios de sus componentes, por ejemplo: la mezcla de esencias de rosa,
geranio y jazmin enriquecida con linalol.

Sintéticos:

Como su nombre lo indica son los productos por procesos de sintesis quimica.
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Estos son méas econdmicos y por lo tanto son lo mas utilizados como aromatizantes y

saborizantes (Valarezo, 2008).

1.12. METODOS DE EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL

Para obtener un AE de calidad hay que tomar en cuenta los diferentes factores que
pueden alterar su composicion. Son varios los aspectos fundamentales que determinan
la composicion quimica de los AEs, se incluyen la variedad genética, el estado de
desarrollo de la planta o sus oérganos, factores geograficos y ambientales como
temperatura, luminosidad, humedad relativa, composicién del suelo; préacticas
culturales, corte y operaciones post-cosecha, y el método de extraccién, siendo este
ultimo el méas importante de todos los puntos mencionados.

Los métodos empleados para la extraccion de AEs incluyen:

Enfleurage o enflorado, extraccion con solventes, extraccion por prensado, extraccion
con fluidos super criticos e hidrodestilacion o extraccion por arrastre con vapor. El
método de hidrodestilacion es el mas cominmente utilizado; la extraccion con fluidos
supercriticos ofrece mejor perfil pero es el méas costoso y la extraccion con solventes,
como hexano ha mostrado mayor actividad antimicrobiana que la hidrodestilacion. Los
AEs son volatiles y fotosensibles por lo tanto necesitan almacenarse en recipientes
herméticos opacos o en la oscuridad y a baja temperatura con el fin de evitar cambios en
la composicion (Sepulveda, 2012).

1.12.1. Enfleurage o enflorado

Fue usado por los ancestrales egipcios para extraer componentes aromaticos del
material vegetal (generalmente flores) y exudados. Su uso continué hasta el siglo XX,
pero ahora no tiene importancia comercial. Las flores se ponen en contacto con un
aceite vegetal de punto de fusion alrededor de 40 °C, que actda como vehiculo extractor,
se extiende el material vegetal en bandejas de profundidad no mayor de 0,5 cm. El
contacto puede durar de 3 a 5 dias, momento en el cual se remueve el material y se
remplaza por otro fresco, esta operacion se repite buscando la saturacién de la grasa y la
impregnacion con el aceite perfumado; la grasa se funde y la mezcla se filtra para
remover la materia sélida. El aceite oloroso es extraido con alcohol, se filtra y se destila
a vacio hasta recuperar como minimo un 80 % del volumen del alcohol, quedando en el

fondo un residuo llamado “absolute” (Sepulveda, 2012).
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1.12.2. Extraccién con solventes

Previamente se muele el material a utilizar, para permitir mayor area de contacto entre
el solido y el solvente. Durante el proceso, el solido o el liquido, 0 ambos estaran en
continuo movimiento (agitacion), y se realiza preferiblemente a temperatura y presion
ambiente. El proceso puede ejecutarse por lotes o en forma continua. Los solventes
solubilizan los aceites y extraen también otras sustancias como ceras. Los solventes mas
empleados son: etanol, metanol, isopropanol, hexano, ciclo hexano,tolueno, Xxileno,
ligroina, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo, acetona, cloroformo, finalmente
se recuperan por destilacion y pueden ser reutilizados (Sepulveda, 2012).

1.12.3. Extraccién por prensado

El material vegetal es sometido a presion, bien sea en prensas tipo batch o en forma
continua. Dentro de éstos se tienen los equipos tornillo sin fin de alta 6 de baja presion,
extractor expeller, extractor centrifugo, extractor decanter y rodillos de prensa. En estos
procesos la mezcla de agua-aceite se centrifuga a 5000 rpm durante 40 minutos y el AE
recuperado se coloca a 3° C durante 4 horas, para solidificar gomas y ceras que se
localizan en la superficie. EI AE se guarda en recipientes oscuros a 12 °C (Sepulveda,
2012).

1.12.4. Extraccién con fluidos supercriticos

La extraccion con fluidos supercriticos, es una operacion unitaria que aprovecha el
poder de disolucion de los fluidos, en condiciones por encima de su temperatura y
presion criticas. Es posible obtener extractos sin disolventes y la extraccién es mas
rapida que cuando se utilizan disolventes organicos convencionales. Las propiedades de
la fase liquida y/o vapor son las mismas, es decir no hay diferencia visible ni medible
entre gas y liquido. La sustancia mas empleada es el CO2 que en estas condiciones
presenta baja viscosidad, baja tensién superficial, alto coeficiente de difusion (10 veces
mas que un liquido normal). EI material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o
molido, se empaca en una camara, el liquido supercritico al penetrar a la muestra,
solubiliza los aceites que son arrastrados, el solvente extractor (liquido supercritico) se
elimina totalmente por descompresion progresiva hasta alcanzar la presion y
temperatura ambiente, asi se disminuye la pérdida de sustancias volatiles y se evita la
formacion de sabores y olores extrafios. EI CO, no es toxico ni explosivo, ni
incendiario, es bacteriostatico, clasificado por la FDA como GRAS
(GenerallyRecognized As Safe). La temperatura y presion criticas para el CO2 son Pc

73 bar y Tc 31°C. Este método presenta varias ventajas como: rendimiento alto,
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ecoldgicamente compatible, el solvente se elimina facilmente y se puede reciclar;
ademas las bajas temperaturas utilizadas para la extraccion no modifican quimicamente

los componentes de los aceites (Sepulveda, 2012).

1.12.5. Hidrodestilacion o extraccion por arrastre con vapor

Es la técnica mas comun para la obtencion de AEs, el material vegetal se rompe por
efecto de la temperatura del vapor de agua (100 °C) en un cierto tiempo. El agua
caliente penetra y se difunde a través de las membranas de las células de los tejidos,
liberando el AE insoluble en agua, se condensa en el separador y se forman dos fases,
una de AE y otra de agua a una temperatura menor que la del agua, donde los vapores
generados se condensan y se colectan. La ventaja del método es que no requiere
solventes organicos y se obtienen aceites denominados “aromas y sabores naturales”
(Sepulveda, 2012).

Figura9. Métodos de Extraccion de Aceite Esencial

Fuente: (ARNAU, 2008)

1.13. ACEITE ESENCIAL DE NARANJA
El naranjo es un arbusto, 0 més exactamente un &rbol, se pueden obtener distintos
productos aromaticos, segun la aparte que se utilizada, de sus flores se obtiene el
aceite de neroli o azahar, de sus hojas y de la cascara aceites esenciales. Estas
esencias tienen una variedad de aplicaciones en la industria de sabores y fragancias
también son diferentes en cuanto a sus caracteristicas fisicos quimicas,

organolépticas y costos (Berbesi, 2007).
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Figura 10.Aceite Esencial de Naranja

Fuente: (Berbesi, 2007)

1.13.1. Composicion quimica del aceite esencial de naranja

La composicion quimica de los aceites esenciales de naranja estd representada
principalmente por monoterpenos (M), sesquiterpenos (S) y compuestos oxigenados
(CO). Los monoterpenos son hidrocarburos que tienen en su estructura dos unidades
isoprenicas(Cs H8) y los sesquiterpenos poseen tres de estas unidades. Los compuestos
oxigenados son los mayores contribuyentes en el olor y sabor caracteristico de los
aceites esenciales, sin embargo, los monoterpenos y sesquiterpenos también contribuyen
pero en una pequefia proporcién. Por ejemplo, en el caso de los citricos ,el butirato de
etilo da una nota a fruta madura, el trans-2-hexanal aporta un olor a hojas verdes, el 1,8-
cineol a eucalipto ,el borneol a tierra y los aldehidos n-octanal y citral (mezcla de los
isdbmeros neral y genarial),son los responsables del olor caracteristico a naranja intensa
y limén respectivamente.

Es caracteristico de muchos monoterpenos su inestabilidad y facil reordenamiento
intramolecular debido al oxigeno, luz y calor. Como resultado de estas transformaciones
se producen olores desagradables en los aceites almacenados.

Ademas, los monoterpenos, a diferencia de sus derivados oxigenados son poco solubles
en agua, lo que limita mucho su uso en productos perfumisticos. Por lo tanto, es
conveniente remover parcial o totalmente estos compuestos para aumentar la vida Gtil
del producto (Berbesi, 2007).

1.14. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL ACEITE ESENCIAL

Plantas, hierbas y especias, asi como sus aceites esenciales, contienen un gran nimero
de sustancias con propiedades que inhiben la actividad metabdlica de bacterias,
levaduras y mohos. Los compuestos antimicrobianos de las plantas, se encuentran

generalmente en el aceite esencial obtenido a partir de hojas, flores, bulbos, rizomas y
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frutos. Estos compuestos pueden ser letales para las células microbianas o simplemente
servir como inhibidores de la produccion de metabolitos (Board, 1989).

La mayoria de los compuestos con actividad microbiana encontrados en plantas,
hierbas, especias, son compuestos fenolicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos,
cetonas, acidos e isoflavonoides.

La mayoria de estos compuestos, son identificados como metabolitos secundarios y
enzimas hidroliticas (glucanasas, citinasas) y proteinas que actlan principalmente sobre

las membranas de los microorganismos invasores. (Board, 1989)

Los sitios de accion de los agentes antimicrobianos en la célula microbiana, incluye a la
membrana celular, pared celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas y el sistema
genético, todos ellos estratégicos para la supervivencia de los microorganismos y
cualquier accién sobre ellos puede inactivar a la célula microbiana. Se menciona que los
compuestos utilizados como antimicrobianos tienen varios sitios de ataque dentro de las
células microbianas y que dependiendo de las concentraciones utilizadas en los
alimentos, pueden causar la inhibicion o inactivacion de los microorganismo (Board,
1989).

1.15. MICROORGANISMOS PRESENTES EN LAS CARNES

La carne vacuna estd considerada como el origen de la diseminacion de ciertos tipos
virulentos de E. coli. Las bacterias Staphylococcusaureus, C. perfringens,
Campylobacterspp., Listeria monocytogenes y Salmonella spp, se encuentran en un
bajo numero sobre las superficies de las carnes crudas sin embargo pero puede aumentar
por una manipulacién inadecuada.

Los patdgenos mas comunes transmitidos por la carne vacuna son Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus y C. perfringens. La carne de cerdo es un vector importante en la
transmision de Campylobacter jejuniy Y. enterocolitica.

Por otra parte Listeria puede sobrevivir, a temperatura reducida, en la carne procesada
porque es osmaticamente tolerante y acumula solutos compatibles en el citosol.

La presencia de patdgenos en la carne cruda es un problema imposible de solucionar.
Ninguno de los procedimientos disponibles actualmente puede proporcionar una carne
roja, cruda, libre de patégenos. A pesar de este riesgo, la carne y las hamburguesas se

suelen consumir crudas o mal cocidas. Esto ha producido en los Gltimos afios brotes de
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infeccion humana por E. coli, que podrian haberse evitado si la temperatura interna de
coccion hubiera alcanzado los 65°C.

Existen varios tipos de E. colipatdgenos, entre ellos se encuentran el entero hemorragico
(ECEH 0157:H7) que coloniza el tracto gastrointestinal y sintetiza verotoxinas, el
entero patdgeno (ECEP) que provoca la destruccion de las micro vellosidades de la
pared intestinal, el entero toxigénico (ECET) que es la principal causa de la diarrea del
viajero y las infantiles, y el entero invasor (ECEI) que origina una enfermedad similar a
Shigella (Audisio, 2007).

Figurall.Microorganismos presentes en las carnes

Fuente: (Gill, 1984)

1.16. BACTERIAS COLIFORMES

La denominacion genérica Coliformes designa a un grupo de especies bacterianas que
tienen ciertas caracteristicas bioquimicas en comin e importancia relevante como
indicadores de contaminacion del agua y los alimentos.

Coliformes significa con forma de coli, refiriéndose a la bacteria, la Escherichia coli,

descubierta por el bacteri6logo alemén Theodor Von Escherich en 1860 (Mufioz, 2009).

Figura 12.Coliformes

B -
g - ® > E.Coli
- R

- = e 1 Coliformes
= - ;
g - e
- Sy
b 7
: - - ;//v'/

Fuente: (Gill, 1984)
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1.16.1.

1.16.3.

Clasificacion cientifica

Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Géneros

Escherichia

Klebsiella

Enterobacter

Citrobacter

Caracteres bioquimicos

El grupo Coliformes agrupa a todas las bacterias entéricas que se caracterizan por

tener las siguientes propiedades bioguimicas:

Aerobias o anaerobias facultativas
Bacilos Gram negativos

Oxidasa negativos

No ser esporégenas

Fermentar la lactosa a 35 °C en 48 horas, produciendo acido lactico y gas.

1.16.4. Coliformes totales

Los Coliformes son una familia de bacterias que se encuentran cominmente en las

plantas, el suelo y los animales, incluyendo a los humanos.

Clasificacion:

Coliformes Totales

Coliformes Fecales

1.16.5. Habitat del grupo Coliformes

Se encuentran principalmente en el intestino de los humanos y de los animales de

sangre caliente, pero también ampliamente distribuidas en la naturaleza, especialmente

en suelos, semillas y vegetales.
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La determinacion de bacterias Coliformes totales, pueden estar presentes tanto en los
alimentos como en los sistemas de agua potable, ya que estos microorganismos se

pueden transmitir a traves de diferentes vias.

Los Coliformes totales asi mismo nos ayudan a determinar si los productos alimenticios

y el agua son actos para el debido consumo (Mufioz, 2009).

1.17. SALMONELLA

La Salmonella es una bacteria que puede causar una infeccién gastrointestinal conocida
como salmonelosis. Normalmente la salmonelosis es llamada salmonella. Esta infeccion
puede ocurrir en los humanos y animales. La mayoria de las personas infectadas con la
salmonella estd enferma durante cuatro a siete dias. La persona puede enfermar lo
suficiente como para requerir hospitalizacion. Las complicaciones graves y la muerte
son raras, y mas probablemente suceden en las personas muy jovenes, muy viejas y en

las que tienen otros problemas de salud (Sanzo, 2004).

Figura 13.Salmonella
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Fuente: (Unavarra, 2008)

1.18. AEROBIOS TOTALES

Las bacterias se clasifican de dos maneras, de acuerdo a sus capacidades para sobrevivir
con o sin oxigeno. En el caso de nuestras protagonistas, las bacterias aerobias forman
parte de un tipo de organismo que necesita de un ambiente que contenga oxigeno
diatobmico (un gas compuesto por dos atomos de oxigeno) para poder existir y
desarrollarse adecuadamente, es decir, éstas bacterias necesitan oxigeno para la

respiracion celular (Mufioz, 2009).
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1.18.1. Tipos de organismos aerobios:

- Aerobios Obligados: Estos requieren oxigeno para la respiracion celular aerobia.
Utilizan el oxigeno para oxidar sustratos (tales como grasas y azlcares) para

obtener energia.

- Anaerobios Facultativos: Pueden emplear oxigeno pero también tienen la

capacidad de producir energia por medios anaerobicos.

- Microaerdfilos: Emplean oxigeno pero en cantidades muy bajas.

- Aerotolerantes: Pueden sobrevivir en presencia de oxigeno pero no lo emplean ya

que son anaerdbicos (Mufioz, 2009).

1.19. PRESENCIA DE AGENTES BIOLOGICOS EN UN MATADERO
Los agentes bioldgicos presentes en el ambiente laboral de un matadero proceden de:
- Animales enfermos y animales portadores asintomaticos, que suponen la principal

fuente de exposicion a agentes patdgenos (zoonosis).

- Las partes externas del animal (piel, pezuiias), los elementos contaminados
(estiércol, camas de los corrales, maquinaria, herramientas, etc.), el sistema de
climatizacion-ventilacion, el aire exterior, el propio trabajador, etc., que son la fuente de
los microorganismos conocidos en este sector como los alteradores de la carne.

Estos microorganismos alteradores encuentran en la carne el reservorio ideal para
multiplicarse y las actividades propias del matadero facilitan su dispersién, a veces, en
forma de bioaerosoles. Algunos son patdgenos oportunistas o pueden generar procesos
de sensibilizacion. Entre ellos podemos encontrar:

Bacterias como:

- Acinetobacter, Alcaligenes, Moraxella, Pseudomonas, Enterobacterias,

Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, Clostridium, Brochothrix, etc.
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Mohos y levaduras como:

- Thamnidium, Cladosporium, Geotrichum, Sporotrichum, Mucor, Penicillium,
Alternaria, Monilia, Aspergillusglaucus, Trichosporonscotti,etc (Hernandez A. M.,
2010).

Figural4. Bacterias Presentes en los mataderos
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Fuente: (Estabillo, 2011)
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1.CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO
El presente trabajo investigativo se realizo en el laboratorio de investigacion, ciencia y
tecnologia de la Universidad Técnica de Machala, en el cual se efectud la extraccion de
aceite esencial de naranja, y laboratorio de microbiologia de la Unidad Académica de
Ciencias Quimicas y de la Salud donde se realiz6 los anélisis microbiologicos de las

muestras antes y después de la aplicacion de la solucion de aceite esencial.

Tabla 2 Ubicacion Geografica

PROVINCIA EL ORO
CANTON MACHALA
PARROQUIA EL CAMBIO
TEMPERATURA 22°C 32°C
LONGITUD 79°59' 0" W
LATITUD 3°16'0” S

Fuente: (Ordofiez, 2010)
2.2. METODOLOGIA
El presente trabajo es una investigacion de campo y experimental, ya que consistié en la
recoleccion de las muestras en el camal de Paccha durante el faenado de reses bajo las
normas de higiene respectiva. Ademas, consiste en evaluar la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de naranja mediante su aplicacién en las muestras de carne de res
recolectadas para luego ser analizadas y determinar el grado de disminucion de dicha
carga y realizar un cuadro comparativo entre la muestra patrén y la final.
2.2.1. Universo y Muestra
Se recolectaron muestras de carne del camal de Paccha luego de que las reses fueron
faenadas bajo normas de higiene que garanticen la inocuidad del producto, en este
camal faenan aproximadamente 60 reses semanales.
2.2.2. Tipo de Muestra
Para el desarrollo de la investigacion, se tom6 como muestra 3 kilogramos de carne de
manera aleatoria, luego fueron llevadas al laboratorio de microbiologia para analizarla

antes y después de la aplicacion del aceite esencial de naranja.
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2.2.3. Factor de estudio
El factor que se estudio fue la disminucion de microorganismos presentes en la carne de
res conservada a temperaturas de refrigeracion, utilizando aceite esencial de naranja en

tres concentraciones T1 (422 ppm), T2 (844 ppm), T3 (1266 ppm) por inmersion.

2.3.TIPO DE INVESTIGACION
En el presente trabajo investigativo, se utilizd investigacion de campo ya que la
recoleccion de muestras fue in situ en el camal de Paccha, y también el método

experimental ya que se realiz6 varios tratamientos.

2.4MATERIALES Y EQUIPOS
2.4.1. Material vegetal y carnico
Para la experimentacion se utiliz6 6 mL de aceite esencial de naranja, las hojas fueron
recolectadas en el Canton Pasaje, la extraccion del aceite esencial se realizd en el
laboratorio de investigaciones de la Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la
Salud, para la separacidn del aceite de la solucidn acuosa se utilizo éter etilico, y 3000
gr de carne de res procedente del camal de Paccha. Las muestras fueron tomadas segun
(Sagarpa, 2012) y luego fueron trasladadas al laboratorio de microbiologia de la Unidad
Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud.
2.4.2. Materiales

- Carne de Res

- Aceite Esencial de Naranja

- Plastico film

- Placas Petrifilm

- Bandejas

- Cajacooler

- Material de oficina
2.4.3. Equipos de laboratorio

- Balanza Analitica

- Estufa de Incubacion

- Autoclave

- Contador de colonias

- Material de vidrio
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2.5.0BTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE NARANJA

Para la obtencion del aceite esencial seleccionamos hojas limpias, libres de insectos y de
cualquier impureza que puedan influir negativamente en la calidad del aceite.

2.5.1. Descripcion breve de la obtencion del aceite esencial

El aceite esencial de naranja es un compuesto que se ha convertido en una alternativa de
desinfeccion de materia prima en la industria alimentaria, a continuacién les describo el

diagrama de flujo para su obtencién.
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Figura 15 Diagrama de flujo para la obtencién de aceite esencial de naranja.
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Fuente: (Pizarro, 2015)
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2.5.2. Descripcion Del Proceso
2.5.2.1. Recepcion de la hoja de naranja
La recepcion de la hoja de naranja es recomendable efectuarla en horas de la mafiana ya

que estan cargadas de aceite esenciales y mejora el rendimiento.

Fotografia 1

2.5.2.2. Limpieza

Se retir6 todo tipo de impurezas ya sean estos insectos, polvo, u hongos, se lo realiza

con agua destilada y luego se las seca para evitar que reflejen mas en peso.

Fotografia 2

2.5.2.3. Pesado
Se determind en gr la cantidad de hoja recolectada para luego ser usada en la

destilacion.

Fotografia 3
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2.5.2.4.Troceado

Se cortaron los mas pequefios posibles para que se facilite la extraccion del aceite

esencial.

Fotografia 4

2.5.2.5.Pesado

Luego del troceado volvimos a pesar las hojas para constatar el peso.

Fotografia 5

2.5.2.6.Afadir la hoja en el balén

Colocamos 80 a 150 gr de la hoja troceada en el baldn para proceder a la destilacion.

Fotografia 6




2.5.2.7. Adicién de agua destilada
En el balén adicionamos 600 a 800 ml de agua destilada ya que esta era su capacidad.

Fotografia 7

2.5.2.8. Destilacion por arrastre de vapor de la hoja de naranja por 3 horas
En un equipo destilador adaptamos el balén utilizado y con la ayuda de un mechero
administramos calor por aproximadamente 3 horas teniendo en cuenta que todas

uniones estén herméticamente cerradas.

Fotografia 8

2.5.2.9. Separacidn por saturacion con NaCl de la solucién lechosa
Luego de la destilacion se recolecto la solucion en un separador y le agregamos nacl
para saturar la solucion y dividir en dos fases la solucién lo que nos facilito eliminar el

agua y mantener el aceite esencial.

Fotografia 9




2.5.2.10. Adicidn de éter etilico para la obtencion de aceite
Luego de la separacion de fases desechamos el agua y afiadimos éter etilico y dejamos

reposar.

FotografialO

2.5.2.11.Reposo por 24 horas
El reposo durante 24 horas se da para que el éter adicionado se evapore y quede como

producto final aceite esencial puro.

Fotografia 11
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3. RESULTADOS
3.1.0BTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE NARANJA EN
CONDICIONES DE LABORATORIO.
El aceite esencial de naranja se lo obtuvo en el laboratorio de Investigacion de la
Unidad Académica de Ciencias Quimicas y de la Salud, mediante el método de arrastre
de vapor o también llamado hidrodestilacion, que consiste en la utilizacion de un
destilador y la adicion de hojas de naranja y agua destilada en el baldon aforado.
Ademas, se utilizo un disefio estadistico de mezcla en la cantidad de agua destilada y

hoja de naranja.

Tabla 3 Obtencion de Aceite Esencial

OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL

AGUA DESTILADA (ml)  HOJA DE NARANJA(gr) ACEITE RENDIMIENTO %
ESENCIAL DE
NARANJA
OBTENIDO (ml)
800 85 03 0,35
800 115 05 0,43
800 130 05 0,38
600 110 04 0,36
800 115 04 0,34
600 95 03 031
600 97 03 03
600 124 05 04
600 100 05 05
600 100 05 05
600 100 05 05
800 85 03 0,35
800 115 04 0,43
800 130 05 0,38
600 110 05 0,36
800 115 05 0,34
600 95 03 0,31
600 97 04 03
600 124 05 04
600 100 05 05
600 100 05 05
600 100 05 05
14800 2342 9,6 8,74 TOTAL
673 106 04 04 PROMEDIO

Fuente: (Pizarro, 2015)
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La tabla 3 nos hace referencia a la cantidad promedio de materia prima utilizada para la

obtencion de aceite esencial de naranja la cual fue de 673 mL de agua destilada ,106 gr

de hojas de naranja obteniendo un rendimiento promedio de 0.4 mL, lo que nos indica

que tiene un rendimiento aceptable (Pizarro, 2015).

3.2.COMPARACION DE RENDIMIENTOS DE DIFERENTES ACEITES
ESENCIALES.

Tabla 4 Comparacion de rendimientos de diferentes aceites esenciales

Aceite esencial Rendimiento mL/gr
Eucalipto Davis (costefio) 0.6
Manzanilla 0.01
Tomillo 0.20
Mandarina 0.52
Canela 0.3
Naranja 04

Fuente: (Castellanos, 2007)

En la tabla 4 se muestra varios aceites esenciales, segun (Castellanos, 2007) nos indica
que a nivel industrial presentan mayor rendimiento el eucalipto con 0,6 mL/gr y
mandarina con 0,52 mL/gr que si comparamos con el rendimiento obtenido en nuestra
extraccion que fue de 0,4 mL/gr son los més altos rendimientos presentados en nuestra
tabla.

3.3.EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE NARANJA EN DIFERENTES

INVESTIGACIONES.

Tabla 5 Aceite esencial de naranja extraido por diferentes investigadores.

Rendimiento mL/gr Autor Parte del fruto utilizado

1,0 mL/gr (Cardona, 2011) Céscara de naranja(citrus
cinensis)

0,20 mL/gr (Mancillo, 2006) Céascara de naranja(citrus
cinensis)

0,5 mL/gr (Quiroz, 2009) Céascara de naranja(citrus
cinensis)

0,4 mL/gr (Pizarro, 2015) Hoja de naranja (citrus
cinensis)

Elaboracién: La autora.
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En la tabla 5 observamos el rendimiento del aceite esencial de naranja varia segun los

autores que realizaron su destilacién se tomo en cuenta la ciudad donde se realiz6 la

destilacion, parte del fruto con la que se trabajo y tiempo de destilacion.

3.4. PROTOCOLO DE RECOLECCION DE MUESTRA DE CARNE DE RES.

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

Recoleccién de muestras

Tomar muestras de las canales enfriadas, las canales deshuesadas calientes se
tomaran después del lavado final, las muestras deberan ser recolectados, en el
caso de bovinos, esponjeada o extirpada del tejido del costado, pecho y cuadril.
(Sagarpa, 2012)

Frecuencia de muestreo

bovinos, ovinos, caprinos y equinos una muestra por cada 24 canales, pero una
muestra por lo minimo por semana en porcinos una por cada 10 canales, pero
una muestra por lo minimo por semana en pollos una muestra por cada 22

canales, pero una muestra por lo minimo por semana.

Metodologia de muestreo

Tomar la muestra en forma aséptica las muestras dentro de las bolsas de plastico
se colocan en una hielera de unicel o también llamado cooler, junto con los
refrigerantes.

identificar las muestras individualmente.

enviar a un laboratorio oficial, el mismo dia de su recoleccion (refrigerado entre

2-8°c (no congelar) (Sagarpa, 2012).

3.5. EVALUACION MICROBIOLOGICA DE LAS MUESTRAS DE CARNE DE
RES
La evaluacion microbioldgica se la realizé en el laboratorio de microbiologia, donde

analizamos los siguientes microorganismos:

Coliformes Totales
Aerobios Totales

Salmonella

Los analisis microbiol6gicos se los realizaron segun (Petrifilm 3M, 2010).
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Se analiz6 las muestras sin aplicacion del aceite esencial lo que permitio tener un patrén

para la posterior comparacion.

Tabla 6.Analisis de Microorganismos

Microorganismos UFC
Coliformes Totales 189
Aerobios Totales 0

Salmonella 0

Fuente: (Pizarro, 2015)

En la tabla 6 notamos que solo nos di6 positivo para Coliformes totales siendo negativo

para salmonella, aerobios totales.

3.6.APLICACION DE ACEITE ESENCIAL A MUESTRAS DE CARNE DE RES.
Los aceites esenciales por su efectividad y solubilidad son muy utilizados como
conservadores, la actividad antimicrobiana de estos compuestos suele ser superior a

medida que se aumenta su concentracion.

Tabla 7 Aplicacion de aceite esencial en diferentes concentraciones para coliformes

TIEMPO CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION

1 (422ppm) 2 (844 ppm) 3 (1266 ppm)
TO 114 UFC 175 UFC 130 UFC
T1 104UFC 111 UFC 120 UFC
T2 98UFC 108 UFC 74 UFC
T3 84UFC 88 UFC 64 UFC

Fuente: (Pizarro, 2015)
Como podemos observar en la tabla 7 se muestran los resultados de los analisis de
Coliformes habiendo reduccion de UFC en las tres concentraciones pero la mas

relevante y significativa es la concentracién 3 es decir la de 1266 ppm.

3.7.REDUCCION DE LA CARGA MICROBIANA EN LAS MUESTRAS DE
LAS CANALES DE RES.
Durante las diferentes etapas que conlleva el faenamiento de un animal puede ocurrir

una contaminacion de origen microbiolégico es por ello que en la actualidad existen
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diversos métodos de conservacion de la carne y se procura en su mayoria que estos
productos sean de origen natural.

Figura 16 Reduccién de Coliformes totales
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Fuente: (Pizarro, 2015)

En la figura 16 podemos observar la reduccion de Coliformes totales de acuerdo al
tiempo y la concentracion podemos decir que la concentracion 3 (1266ppm) redujo
significativamente las UFC.

3.7.1. Andlisis Estadistico de la aplicacion de aceite esencial de naranja en carne

de res.

3.7.1.1.Prueba de Comparacion Multiple

Al estudiar el comportamiento de las tres concentraciones con respecto al factor (ppm
de concentracion) al aplicar un analisis de varianza el Gnico objetivo fue para saber si

los tratamientos diferian significativamente entre si
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Tabla 8 Comparacion multiple de los tres tratamientos aplicados
Método de Tukey 95%

Tratamientos  Tiempos  Resultado final

T1 3 84.0

T2 3 88.0

T3 3 64.0
Contraste Diferencia +/-Limites
T1-T2 -4.0 4.33923
T1-T3 *20.0 4.33923
T2-T3 *24.0 4.33923

* Indica una diferencia estadisticamente significativa.
Fuente: (Pizarro, 2015)

Se aplica un procedimiento de comparacion mdltiple para determinar que los
tratamientos difieren significativamente entre ellos.
Un asterisco se ha colocado junto a 2 pares, indicando que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas en el 95,0% nivel de confianza con una p (<
0,05).
El método actualmente utilizado para discriminar entre los medios es de Tukey
diferencia significativa honestamente (HSD).
3.7.2. Prueba de hipotesis
Hipotesis nula: desviacion estandar = 0,5
Alternativa: no es igual
Computarizada estadistico chi-cuadrado = 32,0
P-Value = 0,000186283
Rechazar la hipotesis nula para alfa = 0,05.
Las dos hipétesis para ser probadas son:
Hipotesis nula: sigma = 0,5
Hipdtesis alternativa: sigma <> 0,5
ada una muestra de 9 observaciones con una desviacion estandar de 1,0 la
computarizada estadistico chi-cuadrado es igual a 32,0. Dado que el valor P para la
prueba sea inferior a 0,05, la hipotesis nula es rechazada en el 95,0 % nivel de
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confianza. El intervalo de confianza muestra que los valores desigma corroborados con
los datos caen entre 0,675457 y 1,91577.
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4. CONCLUSIONES

La cantidad promedio de materia prima utilizada para la obtencién de aceite esencial de
naranja fue: 673 mL de agua destilada ,106 gr de hojas de naranja obteniendo un
rendimiento promedio de 0.4 mL/100gr, lo que nos indica que tiene un rendimiento

aceptable.

En los analisis microbioldgicos solo nos dié positivo para Coliformes totales siendo
negativo para salmonella, aerobios totales. Los andlisis de Coliformes Totales dieron
como resultado la reduccion de UFC en las tres concentraciones pero la mas relevante y

significativa es la c3 en el t3.

Se aplicé un procedimiento de comparacion multiple y se determind que los
tratamientos 1-2 no difieren significativamente entre si, mientras que la comparacién

entre los tratamientos 2-3 presentan una diferencia significativa con un (p< 0,05).

El método utilizado es el de Tukey para discriminar la diferencia significativa
honestamente (HSD). El analisis estadistico chi-cuadrado es igual a 32,0. Dado que el
valor P para la prueba sea inferior a 0,05, la hipdtesis nula es rechazada en el 95,0 %
nivel de confianza. El intervalo de confianza muestra que los valores de sigma

corroborados con los datos caen entre 0,675457 y 1,91577.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar en futuras investigaciones el aceite esencial de naranja en

otros tipos de carne ya sean estas pescado o pollo.

Ademas se podria investigar si el aceite esencial también funciona en otros
alimentos tales podria como: frutas verduras o legumbres por método de aspersion

sin alterar sus caracteristicas organolépticas.

Recomendamos usar el aceite esencial en mayores concentraciones para determinar
si reduce completamente los microorganismos sobre todo en canales de res enteras

y de ser posible in situ en los diferentes camales que existen en la provincia.

Recomendamos que se investigue para que otros tipos de microorganismos

funciona como inhibidor del crecimiento el aceite esencial de naranja.

Se debi6 incluir en los andlisis microbioldgicos la bacteria E.Coli, ya que al
momento de hablar de alimentos es aquella que determina con mayor claridad si

éste ha sido 0 no manipulado correctamente.
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7. ANEXOS

Anexo 1 Recepcion de muestras de carne de res

Anexo 2 Muestras de carne de res
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Anexo 3 Preparacion de Soluciones de las diferentes concentraciones

Anexo 4 Aplicacion de Aceite esencial de naranja en carne de res
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Anexo 5 Siembra de Coliformes totales y E.coli en placas Petri film

Anexo 6 Siembra de Salmonella
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Anexo 7 Siembra de Aerobios Totales
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Anexo 9 Bacterias Coliformes desarrolladas

Anexo 10 Conteo de colonias de Coliformes totales
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