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RESUMEN

En la actualidad se buscan alimentos que correspondan a las necesidades de
nutricion, la facil preparacion y semejantes a lo natural por lo que el objetivo
de este trabajo es probar la capacidad antimicrobiana de las diferentes
fracciones de aceite esencial de orégano sobre la principal flora contaminante
y patégena de la carne de pavo mediante analisis microbioldgicos (Morales,

2005).

El aceite esencial contiene compuestos activos antimicrobianos como el timol
y el carvacrol en diferentes concentraciones de las tres fracciones, puede
llegar a ser un método nuevo para la conservacion de las carnes, sin agraviar

al producto.

Los analisis microbioldgicos de las muestras de carne se realizaron mediante
estrictas condiciones de asepsia para prevenir la contaminacion en los
tratamientos efectuados. La evaluacion antimicrobiana se realizé mediante la
aplicacion de tres fracciones con diferentes proporciones de timol-carvacrol,
valoradas en diferentes concentraciones (0, 0.05, 0.10, 0.15 %),
permaneciendo dichas muestras en condiciones de refrigeracion vy
temperatura ambiente, para el posterior conteo en placa con agar nutritivo,
monitoreadas a intervalos de 0, 24, 48, 72, 96, 120 hrs., y sembradas por
duplicado, con el fin de determinar la fraccion y la concentracion que ejerce

mayor inhibiciébn microbiana.



Una vez determinada la fraccion y la concentracién 6ptima, se prosiguié a la
inoculacion de los microorganismos patdgenos en la carne fresca de pavo, los
cuales fueron: Escherichia Coli, Sthapylococcus aureus y Salmonella typhi. La
carne inoculada fue almacenada en refrigeracion para el monitoreo con
intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 y 120 hrs. y sembradas en agares selectivos

para su posterior conteo.

Una vez que se obtuvieron los resultados, se realizé el analisis estadistico de
los datos con el analisis de varianza (p< 0.5), los factores que se estudiaron
fueron: concentracion, tiempo, fraccion y ufc/ml, para conocer la actividad
antimicrobiana de cada fraccion, obteniendo como la mejor. La mejor fraccidon

fue la 3, y los mejores resultados se obtuvieron de la concentracion al 0.15%.
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I. INTRODUCCION

La vasta expansion de dietas y cada vez menos sabores, el experimento
incipiente y aun balbuceante de la gastronomia molecular, el uso creciente de
conservantes quimicos y naturales y las inagotables polémicas sobre los
alimentos transgénicos se ocuparon de demostrar que, en los ultimos afios, el

sencillo acto de comer es cada vez menos instintivo y mas reflexivo.

La perdida de la calidad que algunas veces se produce en los alimentos
puede deberse a cambios fisicos, quimicos, enzimaticos y microbiologicos.
Las consecuencias de la pérdida de calidad por accion de los
microorganismos suponen un riesgo para el consumidor debido a la posible
presencia de toxinas o microorganismo patogenos, ademas de las pérdidas
econdmicas causadas por la alteracion. Muchas tecnologias de conservacion
de alimentos, algunas en uso desde hace mucho tiempo, protegen a los
alimentos de la alteracibn por microorganismos. Asi tenemos que los
microorganismos pueden ser inhibidos por refrigeracion, reduccién de la
actividad de agua, acidificacion, modificacion de la atmdsfera del envase, por

tratamientos no térmicos o bien por adicion de compuestos antimicrobianos.

Los antimicrobianos contindan estando entre los aditivos alimentarios mas
importantes. Actualmente, debido a la demanda por parte del consumidor de
productos frescos minimamente tratados, envasadas bajo diferentes

atmosferas y refrigerados, esta aumentando el interés por los antimicrobianos
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de origen natural que puedan extraerse para ser utilizados con el fin de

prolongar la vida util y la seguridad para el consumidor.

Los antimicrobianos alimentarios son compuestos quimicos afiadidos o
presentes en los alimentos que retardan el crecimiento o causan la muerte de
los microorganismos, aumentando asi la resistencia a la alteracion de la
calidad o seguridad. Los blancos principales de los agentes antimicrobianos
son los microorganismos productores de intoxicaciones alimentarias (agentes
infecciosos y productores de toxinas) y los que alteran los alimentos, cuyos
productos metabdlicos finales (catabolitos) o enzimas causan malos olores,
sabores desagradables, problemas de textura, cambios de coloracion o riesgo

sanitario (Davidson y Zivanovic, 2003).

12



JUSTIFICACION

De acuerdo a las necesidades actuales, donde la alimentacion es uno de los
principales factores de interés social, la conservacion y el procesamiento de
los alimentos debe ser lo mas natural y organico posible. La alteracion y la
contaminacion de los alimentos por los distintos factores: microorganismos,
malas técnicas de fabricacion, conservadores sintéticos u otros, constituyen
un problema que no esta controlado a pesar de las diversas técnicas

utilizadas.

La conservacion de los alimentos, en un sentido mas amplio, comprende el
conjunto de todas las medidas para evitar su descomposicion. En el sentido
mas estricto se designa como conservacion de alimentos a los
procedimientos que se dirigen contra el ataque por los microorganismos.
Tomando esto en consideracion, se justifica la busqueda de nuevas y mejores
metodologias de conservacion, buscando siempre llevar productos inocuos al
consumidor final a través de la aplicacion de los componentes que nos brinda

la misma naturaleza, como es en el caso del presente trabajo.

El orégano es una planta que no requiere de numerosos cuidados para poder
desarrollarse y cultivarse, es facil de conseguir por su consumo como
especias para los diferentes platillos mexicanos, ademas de ser un excelente
digestivo.

El aceite de orégano es un producto que tiene diferentes compuestos
antimicrobianos y antioxidantes que son benéficos para el alimento, su costo

como hoja es bajo, sin embargo el costo del aceite obtenido a partir de este,

13



se eleva excesivamente y es utilizado por variadas industrias como lo son la
farmacéutica, cosmética, alimentaria, etc. Este aceite no es téxico ni produce
efectos secundarios al consumidor ni en el producto. La extraccion del mismo
a partir de la hoja es mediante el método de arrastre por vapor, el cual es
sencillo y barato. De esta extraccion solamente se requerira la purificacion de
dos compuestos (timol y carvacrol) mediante el uso de una columna de
fraccionamiento. Todo esto hace del producto mencionado una opcion viable
para favorecer la extension de vida de anaquel de algunos productos frescos,

como lo es el caso de la carne.

La carne de pavo esta teniendo mucho auge en la sociedad, por su bajo
contenido calérico se dispone en la dietas actuales, asi como su bajo
contenido de sales para la administracion de una alimentacion especial, para
personas convalecientes. Este producto cada vez se consume mas en el pais
y en todo el mundo, de acuerdo a las estadisticas su consumo se ha
incrementando un 26% desde 1995 a la fecha. Asi pues, se dirige este
esfuerzo hacia la conservaciéon de un producto tan saludable, como lo es el
tipo de carne mencionada, favoreciendo su conservacion, y por ende, una
mayor disponibilidad en el mercado de este producto a favor de una mejor

nutricion en la poblacion.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Probar la capacidad antimicrobiana de las diferentes fracciones timol-
carvacrol extraidas del aceite de orégano (Lippia berlandieri Shauer), sobre la

flora contaminante de la carne de pavo.

Objetivos Especificos

» Valorar la actividad antimicrobiana de las tres fracciones obtenidas a
partir del aceite esencial del orégano (Lippia berlandieri Shauer) en
carne de pavo fresca variando la dosis y la condicion del
almacenamiento.

» Determinar la concentracion optima de la fraccion timol-carvacrol para
la conservacion de carne de pavo.

» Evaluar la efectividad antimicrobiana de la fraccion timol-carvacrol en
carnes de pavo inoculadas con los principales agentes patégenos:

Salmonella typhi, Escherichia coli, y Staphylococcus aureus.

HIPOTESIS

Es posible la conservacion de carnes de pavo mediante la aplicacion del

aceite esencial del orégano, asi como el control de la flora patdgena.
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Il. REVISION DE LITERATURA

La Carne de Pavo

El pavo, también llamado gallina de las indias por los conquistadores, es

originario de América del Norte.

Desde Noviembre de 1620, que se sirvid de sustento a los colonos en
Estados Unidos, se ha convertido en un protagonista de las fiestas

tradicionales del citado pais.

En general puede afirmarse que las carnes blancas son los que exhiben
mayores tasas de crecimiento. En cambio las carnes rojas, manifiestan un
crecimiento menor, observandose retrocesos en diversas regiones

(Consumer, 2003).

Consumo Nacional

El consumo de la carne de pavo en México es practicamente estacional,
siendo en navidad y fin de afio la época de mayor demanda de parte de los
consumidores mexicanos. La produccion de carne de pavo es incipiente y
todavia se crian pavos destinados al autoconsumo, sin vision comercial.
Existen pocos emprendimientos industriales de envergadura y parte del
volumen necesario para el abastecimiento del mercado interno es de

importacion (SAGARPA, 2001).
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El pavo que se consume en México en la temporada decembrina se estima
gue es el 65% de la produccién nacional y ofertada por dos principales
empresas productoras localizadas en Chihuahua y Sonora y el 35% restante
es importado de Estados Unidos y de la Republica de Chile (SAGARPA,

2001).

La produccion promedio de enero a noviembre oscila entre las 2 mil
toneladas mensuales, y en diciembre se cuenta con 14 mil toneladas de

carne (SAGARPA, 2001).

La avicultura mexicana en el 2005 aporté el 0.76% en el PIB total, el 16.57%
en el PIB pecuario. Se produjeron cerca de 2.5 millones de toneladas de
carne de pollo, muy por encima de los carnicos, y la del pavo 13,840
toneladas anuales, con una tasa media de crecimiento anual de 1994-2005
del 6.4%. ElI consumo per capita aparente de pavo se ubica en 1.86 Kg.

(SAGARPA, 2001).

EL sector avicola mexicano participa con el 63.2% de la produccion pecuaria,
33 % la aporta la produccién de pollo, 0.20% la produccién de pavo y 30.1%
la produccién de derivados avicolas.

El 90% de la produccion de carne de pavo en México se localiza en los
estados de Sonora (40%), Chihuahua (35%) y Yucatan (20%) y en otros

estados tan solo con el 5% (SAGARPA, 2001)..
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Consumo Mundial

A escala mundial la produccion pecuaria cuenta con mas del 40% del valor
bruto de la produccion pecuaria, incrementandose sobre el 50% en los paises
desarrollados, mientras que en las naciones en desarrollo alcanza un

aproximado de un tercio de la produccién total (Anénimo?).

La produccion mundial de carne de pavo promedia 4 millones de toneladas, lo

que representa el 9% de la produccién mundial de la carne aviar (Anénimo?).

Estados Unidos es el primer productor con mas del 55% de la produccion
total, seguido con Francia con 15%. Ambos paises junto a Italia, Reino Unido,
Alemania, Canada y Brasil concentran cerca del 94% de la produccién

mundial de carne de pavo (Anénimo®).

Los principales importadores de carne de pavo son: México, Rusia, Alemania
y Sudafrica. Los principales exportadores son EEUU, Francia, Holanda y

Brasil (Anénimo?).

Actualmente, el pavo no solo se destina a las fiestas decembrinas, también
esta constituyendo parte de la dieta diaria de la poblacion.

En Sudamérica y Chile, registran el mayor consumo, superando los 2.75
kg/hab, el consumo brasilefio alcanza medio kg/hab y Argentina registra el
nivel mas bajo con un 0.09 kg/hab, dado que no es un producto tradicional en

la dieta nacional (An6nimo?).
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Valor Nutritivo

La incipiente incorporacion de la carne de pavo a la dieta, en los ultimos afios,
tiene sus razones. Se trata de un alimento de menor tenor graso, bajas

calorias, mayor digestibilidad y menor contenido de colesterol.

La carne de pavo es un producto de alto rendimiento para productores y
consumidores, por cada kilogramo de carne se obtienen 600 gr comestibles,
mientras que la del pollo solo rinde 420 gr, asi como su rendimiento post-

coccion.

El término carne fresca es utilizado en un contexto especial para incluir
productos que han pasado por los cambios quimicos y fisicos luego de la

matanza, pero que han sido minimamente procesados (Aberle et. al, 2001).

Las propiedades fisico-quimicas de la carne fresca dictan su utilidad para el
comerciante, su atractivo para el comprador o consumidor y su adaptabilidad

para algun procesamiento ulterior.

La capacidad de retencién de agua, el color, la estructura, la firmeza y la
textura son propiedades de particular importancia. La mayoria de las veces
los consumidores adquieren aquellos productos que les parecen mas
atractivos a su vista. Desde el punto de vista de aceptabilidad, la percepciéon
que tiene el comprador en cuanto a la posible relacién entre caracteristicas

visuales y calidad del producto tiende a ser bastante apropiado. Si estas
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caracteristicas no llenan las expectativas del consumidor, este considera que

el producto es de baja calidad (Ramos, 2005).

La creciente incorporacion de la carne de pavo a la dieta, se debe a que es

un alimento magro, facil de digerir y bajo en contenido de grasa y colesterol.

El aporte calérico es moderado, menos de 130 kcal/100gr, aspecto importante
para quienes buscan una comida ligera y sabrosa, la carne de pavo tiene un
bajo contenido de grasa que ademas tiene la ventaja de no ser una grasa
entreverada, la mayor parte se encuentra bajo la piel y se puede retirar

facilmente. El muslo es la parte mas grasa del pavo.

La carne de pavo es muy proteica (20-25% de proteina segun porcion) y se
puede equiparar en cantidad y calidad con el resto de las carnes. Su bajo
contenido de colageno facilita la digestibilidad. El contenido de hierro en la
carne de pavo, permite su facil absorcion, también es abundante en potasio y

magnesio, asi como en vitamina B3 6 niacina.

La carne de pavo es un aliado de gran valor para el mantenimiento de la

forma fisica y la salud en todas las edades y para toda la familia, el cuadro 1

muestra la composicion nutritiva para una porcion de 100 gramos.
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Cuadro 1. Composicién nutritiva (por cada cien gramos de porcién comestible)

Alimento Energia Proteina Grasas AGS (mg) AGM AGP
(Kcal) (9) (9) (mg) (mg)
Muslo de Pavo 114,49 20,50 3,61 1,31 0,73 0,90
Pechuga de 96,11 21,80 0,99 0,34 0,21 0,18
Pavo
Alimento Colesterol Niacina Potasio | Magnesio Hierro
(mg) (mg) (9) (9) (mg)
Muslo de Pavo 75,00 4,70 289,00 17,00 2,00
Pechuga de 60,00 11,33 333,00 20,00 1,00
Pavo

AGS= Grasas saturadas / AGM= Grasas Monoinsaturadas / AGP= Grasas Poliinsaturadas
Fuente: Consumer, 2003

Ventajas de su Consumo de la Carne de Pavo

El pavo se elige como una de las carnes para el seguimiento de una dieta baja en
grasas saturadas y colesterol. Dado que es un alimento facil de digerir, es
recomendable incluirlo en la dieta infantil y en la de personas con el estmago

delicado, asi como para pacientes con dietas hipoalergénicas (Anénimo?).

El pavo se obtiene en el mercado de diversas formas: fresco, congelado,

entero o por piezas.

La carne de pavo cruda se deteriora facilmente por lo que los comerciantes
se basan en las normas higiénicas y de conservacion para evitar trastornos

digestivos a los consumidores.

Microbiologia de la Carne de Pavo.

La microbiologia sanitaria estudia los microorganismos presentes en el agua
y en los alimentos, considerando sus caracteristicas generales, su ecologia,

su resistencia al medio ambiente, su capacidad para sobrevivir y desarrollarse
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en los propios alimentos, las consecuencias de ese desarrollo y los factores

gue influyen en esto, se consideran en cuatro grupos (Tejeda, 2006):

» Microorganismos Deterioradores: Son aquellos que afectan las
caracteristicas organolépticas de los alimentos.

» Microorganismos Indicadores: Son aquellos que se agrupan en funcion
de ciertas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y ecolégicas, a
través de las cuales adquieren un significado especial. Estos grupos
de microorganismos se consideran indicadores de fuentes de
contaminacion indeseable o de otro tipo de accidente que sugiere la
comision de malas practicas higiénicas de trabajo durante el manejo de
agua y de los alimentos.

» Microorganismos Patdgenos: Son aquellos que pueden causar dafio a
la salud.

> Microorganismos Utiles para el Hombre: Son aquellos que se han
adicionado intencionalmente a los alimentos con el propdsito de

proporcionar alguna caracteristica organoléptica especial.

Factores que Favorecen el Desarrollo Microbiano

EL pH

En general, la presencia de &acidos en el alimento produce una drastica
reduccion de la supervivencia de los microorganismos. Los acidos fuertes
(inorgéanicos) producen una rapida bajada del pH externo, aunque su

presencia en la mayoria de los alimentos es inaceptable.
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Los acidos organicos débiles son méas efectivos que los inorganicos en la
acidificacion del medio intracelular, se supone que esto ocurre por que es
mas facil su difusion a través de la membrana celular en su forma no
disociada (lipofilica) y posteriormente se disocian en el interior de la célula
inhibiendo el transporte celular y la actividad enzimatica. La accion del pH
sobre el crecimiento de los microorganismos se puede situar en tres niveles:
el medio, la permeabilidad de la membrana y la actividad metabdlica (ICMSF,

2000).

La mayoria de los microorganismos crecen a pH entre 4.5y 9, en general los
hongos y las levaduras son capaces de crecer a pH mas bajos que las
bacterias. Puesto que la acidificacion del interior celular conduce a la pérdida
del transporte de nutrientes, los microorganismos no pueden generar mas
energia del mantenimiento y, a una velocidad variable segun las especies, se

produce la muerte celular.

Dentro de las bacterias patdégenas, los microorganismos de los géneros Vibrio
y Clostridium son mas sensibles a las variaciones de pH que la mayor parte
de las bacterias, mientras que E. Coli y Staphylococcus son mas resistentes

(Adams et. al., 1997).

Temperatura

Este es uno de los valores mas importantes que actian sobre el crecimiento
de los microorganismos y que tiene la aplicacion casi generalizada en la

conservacion de los productos frescos y también congelados. La mayor parte
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de los microorganismos proliferan a temperaturas medias superiores o
iguales a 20°C. Se admite de forma general que las células microbianas
pueden crecer mientras las temperaturas estén comprendidas entre -18 °C y
90 °C. A estos valores extremos el crecimiento estd muy limitado, pero la

actividad metabdlica puede ser muy significativa (Jay, 1973).

Los microorganismos se clasifican en funcion de la temperatura en tres

grandes grupos (Adams y Moss; 1997):

» Los psicrotrofos o psicrofilos: Son gérmenes adaptados al frio, no
suelen encontrarse en alimentos a no ser en regiones polares. Se
desarrollan a 0° C con un 6ptimo crecimiento comprendido entre 15° C
y 20° C Se caracterizan por un metabolismo lento y son poco
competitivos con los otros gérmenes, cuando la temperatura aumenta.

» Los mesofilos: Estos gérmenes que se multiplican a temperaturas
entre 20° C y 45° C con un 6ptimo crecimiento de 37° C. Sus tasas de
crecimiento son elevadas y la duracibn de su proliferacion
relativamente corta. Se encuentra en alimentos almacenados a
temperatura ambiente o en alimentos refrigerados en los que se ha
roto la cadena fria.

» Los terméfilos: Son microorganismos capaces de desarrollarse a
temperaturas elevadas, entre 45° C y 65° C con un optimo de 55° C.
Se caracterizan por una tasa de crecimiento muy elevado pero con una
duracion corta. Los termoéfilos suelen encontrarse en el agua, aire y

suelo.
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Potencial de 6xido-reduccion

Los microorganismos se clasifican en funcion de sus exigencias en oxigeno
y/o en la toxicidad del mismo. Tradicionalmente se distinguen (Adams y Moss;

1997):

» Los aerobios estrictos que necesitan oxigeno como aceptor final de
electrones, no tienen la posibilidad de utilizar una via fermentativa y
disponen de catalasa para eliminar el peréxido de hidrogeno.

» Los aerobios facultativos que pueden desarrollarse en presencia o
ausencia de oxigeno. Poseen en su cadena respiratoria, las enzimas
necesarias para la fermentacion y son catalasa positiva.

» Los anaerobios estrictos y los microaerofilos poseen
obligatoriamente un metabolismo fermentativo, son catalasa negativa e

inactivada de forma variable por la presencia de oxigeno.

Actividad de Agua (Ay)

El agua es utilizada por el crecimiento de los microorganismos de dos formas
diferentes: como solvente de nutrientes, lo que permite su transporte y
disponibilidad en el citoplasma; como agente quimico que toma parte en las
reacciones hidroliticas que dan lugar a monomeros necesarios para la

sintesis microbiana y para las reacciones energéticas.
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Los alimentos con a,, baja (0.61-0.85) producen alteraciones microbianas mas
frecuentes que son producidas por mohos. Las bacterias se ven inhibidas a

estos valores.

Toda disminucion de la actividad acuosa afecta el crecimiento bacteriano; la
mayor parte de las bacterias tienen un crecimiento éptimo alrededor de 0.990-
0.995. Para valores mas bajos, el crecimiento disminuye, por ejemplo, la tasa
de crecimiento de Sthaphylococcus aureus desciende en un 10% de su

maximo cuando la actividad acuosa baja a 0.90 (ICMSF, 2000).

Composicion General del Medio

Los microorganismos necesitan agua, una fuente de energia, nitrégeno, sales
minerales y, eventualmente, oxigeno y/o factores de crecimiento, para su

desarrollo.

Los productos alimenticios contienen en general todos los nutrientes
necesarios para el desarrollo de los microorganismos, pero las diferencias de
composiciones observadas tienen un efecto selectivo sobre su flora

microbiana.

Asi la composicion de un producto determina su pH y en cierta forma su
potencial de 6xido reduccion. El contenido de azucares de un zumo de fruta
dado permite el crecimiento exuberante de levaduras, y la supremacia de la
flora lactica de la leche esta en funcién de la rigueza de los factores de

crecimiento que son indispensable (Jay, 1973).
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Patégenos Presentes en la Carne de Pavo

Segun las estadisticas, los alimentos que mas transmiten enfermedades

transmitidas por alimentos en México y en Estados Unidos citados en el

cuadro 2, son:

Cuadro 2. Alimentos involucrados en brotes de enfermedades

transmitidas por alimentos en EEUU y México.

Alimento EEUU México

Frutas y Verduras 6 %
Pescados y Mariscos 17 % 7%
Carne y aves 17 % 15 %
Leche 15 %
Pasteles 17 %
Queso 32 %
Otros 60 % 14 %

Fuente: Bean et al 2000 (EEUU), y Parrilla et al 1993 (México)

De acuerdo a las estadisticas realizadas, los agentes que son mas

transmisibles son las bacterias de todo tipo, ya sea patégenas o facultativas.

En el cuadro 3, se presentan los agentes etioldégicos transmitidos por

alimentos en EEUU, y en el cuadro 4 los encontrados en México.

Cuadro 3. Agentes Etiolégicos de Enfermedades Transmitidas

por Alimentos en EEUU (1988-1992)

Agente Brotes Casos
(%) (%)
Bacterias 80 90
Virus 4 7
Parasitos 2 1
Substancias Quimicas 14 2

Fuente: Bean et. al, 2000.
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Cuadro 4. Agentes Etiologicos de Enfermedades Transmitidas
por Alimentos en México (1980-1989)

Agente Brotes Casos
(%) (%)
Bacterias 91.3 73.1
Parasitos 3.4 14.6
Substancias Quimicas 5.2 12.3

Fuente: Parrilla et al, 1993

Salmonella typhi

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, con rica composicion antigena. Es
un bacilo gram negativo aerobico o facultativamente anaerébico (figura 1),
movil por flajelos peritricos, no esporulado, catalasa positiva, oxidasa
negativa, fermentan la glucosa, producen gas, no fermentan la lactosa ni la
sacarosa, no producen indol, no hidrolizan la urea, descarboxilan la arginina,

lisina y ornitina (ICMSF, 1997).

Los factores para su desarrollo son, una temperatura ideal que es la minima
de 6° C y la maxima de 46° C con una 6ptima de 35-37° C; un pH minimo de
3.8, con un maximo de 9.0 y un éptimo de 7.0; una actividad acuosa de 0.94.
La fuente inicial de la bacteria es el tracto intestinal de aves y otros animales.
Los seres humanos adquieren la bacteria a través de alimentos contaminados
como carnes de vaca, aves de corral, huevos, y derivados o el agua (Tejeda,

2006).

El periodo de incubacién de la bacteria es de 8 a 48 horas. La enfermedad se
produce como consecuencias de una verdadera infeccion transmitida por

alimentos, puesto que las bacterias se multiplican e invaden la mucosa
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intestinal, donde producen una enterotoxina y citotoxina que destruye las

células epiteliales.

Los sintomas mas llamativos son dolor abdominal, espasmos, diarrea,
nauseas, vomitos y fiebre que suelen persistir de 2 a 5 dias, pero pueden

durar varias semanas (Prescott, 2000).

Staphylococcus aureus

De la familia Micrococcaceae, Micrococcus y Planococcus. Es un coco gram
positivo de 0.05-1.5 micras de diametro (figura 2), no esporulados inmdviles,
se encuentran distribuidos en racimos, de metabolismo fermentativo y
oxidativo, con catalasa positivo, oxidasa negativo y manitol positivo, son
halotolerantes (10 % NaCl), muy resistente al calor, la desecacion y la
irradiacion. Producen toxinas termoestables, coagulasa positiva Yy

termonucleasa positiva (Tejeda, 2006).
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Son mesofilos halotolerantes que requieren de una actividad acuosa para su
desarrollo de 0.98, asi también el &cido acético es un inhibidor para ellos, son
antagonistas, requieren de una temperatura minima de 7° C y una maxima de
48° C con una oOptima de 37° C; necesitan de un pH minimo de 4.0 un

maximo de 10.0 y un 6ptimo de 6.5 (ICMSF, 1997).

Se han identificado 6 enterotoxinas diferentes que se designan como A, B,
Cl, C2, D y E. Estas toxinas parecen activas como neurotoxinas, que
estimulan el vomito a través del nervio vago. Por lo menos algunas de ellas
son superantigenas y desencadenan la liberacion de Interleucina-2 y otras

linfocinas.

Se encuentra en las fosas nasales y en la piel en los seres humanos, y en
otros mamiferos de todo el mundo. También se pueden encontrar presentes
en el polvo, drenaje, agua, leche, equipo y superficies. Son bacterias no
deterioradoras de los alimentos, posee cepas toxigénicas y no toxigénicas, la
enterotoxina producida es termoestable. Los sintomas tipicos comprenden
dolor abdominal, sudoracion, espasmos, diarreas, vomitos y nauseas. El inicio
de los sintomas es rapido de 1 a 8 horas y de corta duracion, menor a 24

horas (Harley, 2000).

La cantidad minima de toxina que se necesita para causar la enfermedad en
el hombre es de aproximadamente 200 ng, pero también se maneja una dosis
menor que un microgramo, en un alimento contaminado puede producir

sintomas de intoxicacion alimentaria estafilococica, este nivel de toxina es
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alcanzada cuando la poblacién del estafilococo exceda las 100,000 cel/gr.

(Tejeda, 2006).

! ASh Microbelibrangorg & Smith
Figura 2. Tincién de Gram de Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Es un bacilo gram negativo, es de la familia Enterobacteriaceae, es anaerobio
facultativo movil (figura 3), ornitina descarboxilasa, glucosa, lactosa,

sacarosa, indol, nitratos y catalasa positiva (Tejeda, 2006).

Posee cinco cepas Enteropatdgenas:

o0 La enterohemorragica (ECEH), Es muy rara variedad, produce dos
toxinas la vero-toxina y la toxina Shiga-like, esta estrechamente
relacionada con Shigella dysenteriae, su periodo de incubaciéon es de
20 a 24 horas con una duracion de 7 a 10 dias, su dosis infectiva es

muy baja y toxigénica.
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o0 La enteropatogena (ECEP), causante de lesiones de las micro
vellosidades en el tejido del intestino lo cual la lleva a ser la causante
principal en nifios (Polosky et al., 1997)

o La enterotoxigénica (ECET), ademas de los factores de colonizaciéon
(La fijacion a la pared intestinal mediada por fimbrias), la virulencia de
las cepas depende de la formacion de toxinas mediadas por
plasmidos. Han sido descritos dos tipos principales de toxina, que son
facilmente diferenciables en base a la termoestabilidad, peso
molecular y modo de accidn; estos dos tipos son la toxina termolabil
(LT) y la toxina termoestable (ST). La toxina termoestable actla
principalmente como un antiabsorbente mas que de una forma
secretora, es extraordinariamente termorresistente, siendo estable a
100° C durante 15 minutos (Gross y Rowe, 1985).

o La enteroinvasiva (ECEI), tiene un parecido estrecho con Shigella en
cuanto a su patologia. Los organismos se diferencian de la mayoria de
los E. Coli en que fermentan lentamente la lactosa, pueden ser
anaerogenos y son inmoviles (Hale et al., 1983)

o La enteroagregativa (ECEAg), no se han detectado toxinas
extracelulares convencionales en las cepas, pero producen lesiones
peculiares en las células epiteliales, o que sugiere la participacion de

toxinas (Prescott, 2000).
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Figura 3. Tincién de Gram de Escherichia coli

Conservadores

Los conservantes alimentarios, a las concentraciones autorizadas no mutan
en general a los microorganismos, sino que solamente evitan su proliferacion,

por lo que solo su accidn es en materia prima de buena calidad.

La aplicacion de estos agentes para la conservacion presenta muchas
ventajas, pero pueden resultar obsoletas ya que la sociedad demanda,
alimentos con menos conservadores y se consideran sospechosos de poseer
cierto grado de toxicidad y por esta razon son rechazadas. Por lo que la
industria ha optado por adoptar nuevas técnicas para la mejora y

mantenimiento de sus productos y asi darles mayor vida util (Multon, 2000)
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Antimicrobianos

Sustancias quimicas relacionadas parcial o totalmente en el laboratorio
capaces de inhibir el crecimiento y/o destruir microorganismos (Anénimo?,

2005).

La mayor parte de los antimicrobianos alimentarios solamente son
bacteriostaticos o fungistaticos, en lugar de bactericidas o fungicidas, por lo
gue su efectividad sobre los alimentos es ilimitada. Por otra parte, debido a
gue algunos microorganismos pueden no verse inhibidos o destruidos por las
dosis convencionales de antimicrobianos utilizados individualmente, puede
ser preferible utilizar una combinacion de ellos, ampliando asi el espectro de

cobertura en la preservacion de los alimentos en general (Martin, 2005).

La eficacia de los antimicrobianos alimentarios depende de muchos factores
entre los que se incluyen: el pH, la capacidad amortiguadora del alimento, el
tiempo y la temperatura de almacenamiento del mismo, el microorganismo de
interés, el tipo y la concentracion de antimicrobiano. Entre los factores que
influyen en la actividad antimicrobiana se encuentra la resistencia especifica
entre células vegetativas y esporas, las diferencias entre cepas, el nivel inicial
de microorganismos, la interaccion con otros microorganismos y el estado de

los mismos (Martin, 2005).

Desde el punto de vista practico existen distintos tipos de antimicrobianos:
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Desinfectantes: solo se aplican a sistemas inanimados y eliminan la
carga microbiana total.

Sanitizantes: S6lo se aplican a sistemas inanimados y disminuyen la
carga microbiana total.

Antisépticos: Reducen y controlan la presencia de microorganismos
potencialmente patdégenos, solo se pueden aplicar externamente en
seres vivos (piel y/o mucosas)

Antimicrobianos de uso sistémico: Reducen y controlan la
presencia de microorganismos que han invadido los tejidos. Actian en
el organismo, pudiendo ser ingeridos (via oral), absorbidos por piel

(apésitos) y/o inyectados.

Los agentes antimicrobianos de uso sistémico se pueden clasificar

segun:

» Origen:

o] Naturales: Se obtienen a partir de microorganismos
(hongos, bacterias, etc.)

o] Sintéticos o Artificiales: Compuestos no presentes en la
naturaleza, sintetizados a nivel laboratorio, por ejemplo
los nitratos, nitritos, sulfito sédico y bifenilo.

o] Semisintéticos o Modificados: Se obtienen por
modificaciones quimicas de antimicrobianos naturales,

con el fin de mejorarlos.
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> Efecto:

0]

Bacteriostatico: la maxima concentracion no toxica que se
alcanza en suero y tejidos impide el desarrollo y
multiplicacion de los microorganismos, sin destruirlos,
pudiendo estos multiplicarse nuevamente al desaparecer
el agente antimicrobiano. Sirven para complementar los
mecanismos defensivos del huésped.

Bactericida: su accion es letal sobre los microorganismos,
por lo que éstos pierden irreversiblemente su viabilidad o

son lisados.

» Espectro de actividad:

(0]

Amplio: actian sobre un gran numero de especies
microbianas

Intermedio: actlan sobre un ndmero limitado de
microorganismos.

Reducido: actian sobre un pequefio nimero de especies

microbianas.

» Mecanismos de accion:

Inhibicion de las sintesis de la pared celular.
Alteracion de la permeabilidad celular.
Inhibicion de la sintesis proteica.

Inhibicion de la sintesis de DNA y RNA.
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La demanda de los antimicrobianos en Europa para su uso en alimentos y
bebidas es impulsada de acuerdo a la demanda constante de productos de
alta vida util y expansion del mercado de los alimentos de conveniencia

(Aninimo?, 2005).

La principal area de los antimicrobianos en la industria alimentaria esta en los
productos horneados, bebidas, lacteos, carne, fruta, vegetales y productos de

conveniencia, siendo la industria lactea el principal usuario.

En Europa el principal mercado de los antimicrobianos es el uso de ellos
sintéticamente por la desconfianza y seguridad de los productos (Frost &

Sullivan, 2003).

Antimicrobianos Sintéticos

Uno de los factores que gobierna el crecimiento de los microorganismos en
los alimentos es el pH. En general las bacterias crecen a pH cercanos a la
neutralidad (pH 6.5 a 7.5) pero sin embargo, son capaces de tolerar un rango
de pH entre 4 y 9. A diferencia de estas, los mohos y las levaduras toleran un
rango mas amplio de pH para su crecimiento, ya que pueden crecer a pH por
debajo de 3.5. Las bacterias por lo regular proliferan en carnes, ya que se

encuentran dentro del pH neutro (de 6.5 a 7.5) (Doores, 1993).

o Acido Ascérbico: Usado como aditivo alimentario, es activo poco
acido y carece de sabor. Es eficaz contra mohos y levaduras, se pierde

cuando el producto esta en ebullicion.

37



Sorbatos: Es eficaz en alimentos acidos, es econdmico, se utiliza
contra levaduras, bacterias y mohos, posee sabor astringente poco
agradable y su toxicidad es baja. Es utilizado en bebidas, productos
lacteos, reposteria, galletas, derivados carnicos, conservas, etc.
Parabenos: Compuestos sintéticos utiles contra mohos y levaduras.
Son activos en medios neutros, proporcionan olores y sabores
fendlicos a los alimentos. Son poco téxicos. Se utilizan en proteccion
de derivados carnicos, conservas, productos grasos, reposteria,
salsas.

Sulfitos: Su accion principal es la inhibicion de bacterias y mohos, y
en menor grado a levaduras, también actian como antioxidantes
inhibiendo reacciones de oscurecimiento producidas por enzimas en
vegetales y crustaceos. Es eficaz en medio acido. Utilizados para la
conservacion de zumos de uva, mostos y vinos, salsas de mostazas,
derivados de fruta.

Nisina: Proteina producida por un microorganismo presente en la
leche fresca. Eficaz contra algunas bacterias, utilizado en productos
lacteos y quesos fundidos.

Pimaricina: Antibiotico atil en la proteccion externa de ciertos
alimentos contra el ataque de mohos. Se emplea para impregnar la
superficie de los quesos duros o semiduros, chorizo, salchichén, y
jamones.

Acido férmico y derivados: Proporcionan un sabor poco agradable a

los productos conservados con ellos, Son bastante toxicos, se utilizan
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en la conservacion de zumos de frutas, especialmente los que tienen
seguimiento industrial.

o Formaldehido: Es un gas bastante tdéxico que suele utilizarse en
solucion acuosa (formol o formalina). Es un agente mutageno y
cancerigeno débil. Es empleado en la desinfeccion de equipos
industriales.

o0 Acetatos: Se utilizan como conservantes, es relativamente poco
eficaz, es utilizado en la panaderia y reposteria. La accion conservante
del acido acético es un efecto afladido en aquellos productos en los
gque la acidez o el aroma tipico que confiere es deseable o
caracteristico como, los escabeches, salmueras y encurtidos. El acido
acético y los acetatos son productos totalmente inocuos a las
concentraciones utilizables en los alimentos.

o Acido propidnico: Un &cido de cadena corta, y sus sales, se usan
como conservantes alimentarios en panaderia. Es efectivo contra
mohos, poco eficaz contra levaduras y bacterias. Son econdmicos, y
se utilizan también para impregnar exteriormente ciertos tipos de
quesos.

o Anhidrido carbénico: Se produce en la fermentacion de la masa del
pan y en las fermentaciones que dan lugar al vino, cerveza, sidra, y es

el gas responsable de la formacion de las burbujas de estas bebidas.

Es poco eficaz como concervante, es un complemento de sus efectos
estéticos y organolépticos. Al desplazar el oxigeno actia también como

antioxidante. En atmoésferas de lugares cerrados puede ser perjudicial (mas

39



del 3%) e incluso mortal (30 al 60%), la cantidad en los alimentos es

inofensiva.

0 Cloruro sédico (sal comun): Ademas de ser condimento es un
conservante eficaz en la mantequilla, margarina, quesos y derivados
del pescado. Una dosis de 100 g puede causar la muerte.

o Antibiéticos: Evitan la aparicién de cepas bacterianas resistentesy la
posible alteracidn de la flora intestinal de los consumidores.

o Agua oxigenada: Se ha utilizado en algunos productos como leche y
derivados del pescado, en un proceso engafoso de “pasteurizacion en
frio”, se emplea con frecuencia en la conservacion de leche destinada
a la fabricacion de queso.

o Percarbonato soédico: Produce agua oxigenada cuando se disuelve
en agua, su efecto como conservante es el mismo.

o Acido bérico: Se utiliza para la conservacion de mantequilla y
margarina, carne, pescado y mariscos. Es relativamente toxico, su uso
esta prohibido con excepcion de su empleo para el caviar.

o Oxido de etileno: Es altamente toxico, este gas se utiliza Unicamente
para la desinfeccion de equipos y algunas especias.

o Dietilpirocarbonato: Se ha utilizado para la desinfeccion en frio de
bebidas.

o Acido salicilico: Es un conservante muy usado en la elaboracién de
conservas caseras y encurtidos, posee relativa toxicidad.

o Cloro: Se utiliza como desinfectante del equipo y del agua a utilizar y
como agente en el tratamiento de harinas. En forma pura es un gas

muy venenoso.
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Antimicrobianos Naturales

Los antimicrobianos naturales, compuestos con capacidad para inhibir el
crecimiento de microorganismos, incluyendo bacterias, virus y hongos,
constituyen cada vez una nueva forma de garantizar alimentos seguros,
manteniendo inalterable la calidad del alimento. En boga desde hace afos, el
uso de estos compuestos empieza a crecer en el mercado europeo, segun
admiten expertos britanicos, especialmente en combinacion con otras
técnicas modernas de control, como el analisis de riesgos y control de puntos

criticos (Martin, 2006).

El uso de antimicrobianos (conservadores) es una practica comun en la
industria de los alimentos, por muchos afios se han utilizado antimicrobianos
sintetizados quimicamente, lo que ha causado en ocasiones un rechazo por
parte de los consumidores de productos procesados, por lo cual ha surgido la
necesidad de buscar otras opciones. En esta busqueda se han encontrado
nuevos agentes antimicrobianos de origen natural, como sustitutos de los

tradicionalmente utilizados (Nychas, 1995).

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad
antimicrobiana. En estado natural, estos compuestos pueden desempefiar el
papel de prolongadores de la vida util de los alimentos, incluso muchos de
ellos han sido estudiados por su potencial de antimicrobianos alimentarios
directos. El uso de aditivos alimentarios de origen natural implica el
aislamiento, purificacién, estabilizacién e incorporacién de dichos compuestos

con fines antimicrobianos a los alimentos sin que ello afecte negativamente a

41



las caracteristicas sensoriales, nutritivas y a su garantia sanitaria. Eso tiene
gue lograrse manteniendo los costes de formulacién, procesado o

comercializacién (Martin et. al, 2006).

La almendra o el arandano son algunos de los alimentos con actividad

antimicrobiana natural (Ferrer, 2006).

Algunos antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas,
plantas, y especias. Lo mas dificil es extraer, purificar, estabilizar e incorporar
dicho antimicrobiano al alimento sin afectar su calidad sensorial y seguridad

(Beuchat y Golden, 1989).

El uso de metodologias clasicas, como los tratamientos térmicos para
garantizar la seguridad de los alimentos, se complementa cada vez mas con
nuevas tecnologias emergentes. Es el caso del uso de compuestos
antimicrobianos de origen natural, una alternativa atractiva para ofrecer

productos sanos y seguros (Martin, 2006).

En la mayoria de los casos, los antimicrobianos se usan principalmente para
inhibir el crecimiento de hongos y levaduras, y su accion depende en gran
medida del pH. Cuanto mas acido es un alimento, mas activo es contra los
microorganismos. Los sistemas antimicrobianos naturales presentes en
plantas, animales o microorganismos van ganando adeptos en el ambito de la
conservacion natural, sobre todo de las actividades antimicrobiana
procedente de extractos de varios tipos de plantas y partes de plantas que se

usan como agentes saborizantes en algunos alimentos (Ferrer 2006).
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Los sistemas antimicrobianos naturales pueden clasificase por su origen
animal, vegetal y microbiano. El primero de estos grupos incluye proteinas,
enzimas liticas tales como lisozima, hidrolasas, tales como lipasa y proteasas
(Beuchat, 2001) y polisacaridos como el quitosan (Davidson y Zivanovic,

2003).

El segundo grupo incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas,
tallos, hojas, flores, acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas
producidas en plantas (Beuchat, 2001), mientras que el tercer grupo incluye

compuestos producidos por microorganismos.

Muchas especias y hierbas exhiben actividad antimicrobiana; entre las
usadas en alimentos se encuentran por ejemplo el apio, cilantro, laurel,
almendra, albahaca, café, angélica, puerro, rdbano picante, hierbabuena,

tomillo, etc.

Los compuestos presentes en especias y hierbas que tienen actividad
antimicrobiana son derivados simples y complejos del fenol (cuadro 5), los

cuales son volétiles a temperatura ambiente (Martin, 2006).

Las especias son raices, cortezas semillas, brotes, hojas o frutos de plantas
aromaticas que se afiaden a los alimentos como agentes flavorizantes. Sin
embargo, se sabe desde tiempos antiguos que las especies y sus aceites
esenciales tienen diferentes grados de actividad antimicrobiana. El primer

reporte del uso de las especias como conservadores se remonta a unos
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1,550 afios a. C., cuando los antiguos egipcios las empleaban para conservar

alimentos y embalsamar a los muertos (Davidson, 2001).

Muchas partes de plantas y sus extractos usados como especias y hierbas

han demostrado efectos antimicrobianos contra bacterias y hongos.

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos obtenidos a partir de diferentes
partes de las plantas como flores, yemas, semillas, hojas, ramas, corteza,
hierbas, madera, frutos y raices (Burt, 2004). De acuerdo a sus
caracteristicas quimicas son mezclas complejas de ésteres, aldehidos,
cetonas y terpenos. Ademas con compuestos olorosos, muy solubles en

alcohol y poco solubles en agua (Nychas, 1995).
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Cuadro 5: Sustancias provenientes de plantas con actividad antimicrobiana

Nombre comun Otros nombres Planta o especia

Haldeado 3-fenilpropenal Canela

dinamico

Alil isotiocianato | Alillisosulfacianato Mostaza

Acetol p-propenilanniso Hinojo

Carvacrol 2-hidroxi-p-cimeno, isotimol Tomillo, Albahaca,
p-alilfenol Estragdn, Orégano

P-cimenol Isopropil-tolueno Tomillo

Cinelo Eucaliptol Laurel, Romero

Citral 3,7 dimetil-2-6octadienal Limén

Cominal Culminaldehido Comino
p-isopropilbenzaldehido

Eugenol 4-alil-2-metoxifenol Clavo

Geranoil 3,7-dimetil-3-hidroxi-1-6-octadieno Limon, albahaca

Linatol 3,7-dimetil-3-hidroxi-1-6-octadieno Albahaca, Cilantro

Mentol Hexahidrotimol Menta

Pineno 2,6,6-trimetil biciclo (3.1.1.)-2hepteno | Orégano, Perejil

Terpineol x-terpineol Mejorana

Timol 5-metil-4-hidroxibenzaldehido Vainilla, Orégano

Fuente: Santiesteban, 2002.

Generalidades del Orégano

El orégano proviene de la palabra griega “Origanum” y se deriva de dos
palabras, “oros” montafia y “ganos” alegria, en alusion a la apariencia festiva
gue le da esta planta a las laderas de las montafias donde crece (Olivier,

1997).

El orégano es una planta originaria de México, conocida con varios nombres
como orégano del cerro, O. cimarron, O silvestre, O mexicano, mejorana. Es

una planta fuertemente olorosa y de gran sabor; en las zonas mas calidas el
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aroma es de mayor intensidad, el sabor mas picante y el perfume mas
persistente. Se cultiva por su demanda en el sector farmacéutico, de los
licores y cosmético, ademas de la industria alimentaria, conservera y
semillera. También la herboristeria lo consume ampliamente, por sus

propiedades tonicas, digestivas, estomacales y antiasmaticas (Flores, 1991).

Caracteristicas Morfologicas y Anatomicas

En México se conocen aproximadamente 40 especies de plantas herbaceas
pertenecientes a las cuatro familias botanicas que se le conocen con el

nombre de orégano (Huerta 2005).

El orégano mexicano, por sus propiedades de aroma y sabor, ha sido
utilizado en muchas formas y para distintos fines. Principalmente se ha
utilizado desde tiempo inmemorial en el arte culinario mexicano, como hierba

de olor (CONABIO 2005).

Caracteristicas Botanicas

Las plantas de las diferentes familias del orégano mexicano se encuentran en
estado silvestre (figura 4), en regiones aridas y semiaridas de 24 estados de
la republica. Sus principales habitats estan en suelos generalmente
pedregosos de cerros, laderas y cafiadas entre los 400 y 2000 metros de
altitud, aunque se le halla en mayor abundancia entre los 1400 y 1800 metros
de altitud. La mayor produccion del orégano para fines comerciales es la del
género Lippia, cuyas especies abundantes en México son Lippia berlandieri

Schauer y Lippia graveolens HBK. Esta produccion se encuentra
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principalmente en los estados de Durango, Guanajuato, Jalisco, Querétaro,

San Luis Potosi y Zacatecas (CONABIO 2005).

Los oréganos comerciales son arbustos de hojas oblongadas, alcanzan de
1.2 a 2 metros de altura, y desarrollan en promedio 1.20 metros de follaje. La
planta tiene sus tallos ramificados con gran cantidad de hojas, que
constituyen la parte aprovechable. Estas hojas de 1 a 3 cm de largo y 0.5 a
1.5 de ancho son opuestas, alterna y de forma ovalada con bordes dentados
y tienen una textura rugosa y con ligeras vellosidades. Las flores son
pequefias, de color blanco y forman inflorescencias en racimos; los frutos son
pequefias capsulas que contienen semillas de color café, no mayores de
0.25 mm, florece en verano, de julio a octubre, y su fruto es un tetraguenio

con cada parte ovoidea y lisa, es seco y globoso (Morales, 2005).

Figura 4. Lippia berlandieri Schauer
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Clasificacion Taxonémica

De acuerdo a las caracteristicas morfologicas, al orégano establecido en el

sur de Coahuila le corresponde la siguiente clasificacion (cuadro 6).

Cuadro 6. Clasificacion taxonomica del orégano

REINO Vegetal
CATEGORIA Metaphyta
DIVISION Tracheophyta
SUBDIVISION | Pteropsida
SUPERCLASE |Spermathopyta
CLASE Angiospermas
SUBCLASE |Dicotiledoneae

SERIE Gamopetalas
ORDEN Lamiales
FAMILIA Verbenaceae

GENERO Lippia
ESPECIE berlandieri

Fuente: Silva, 2003

Clima y Suelo

El cultivo del orégano tiene éxito en todos los tipos de terrenos ricos en
materia orgénica, sueltos, siliceos arcillosos, francos, gumiferos, calcaceos,
arcilloso- arenosos e incluso en lugares aridos. Los mejores resultados, tanto

cualitativos como cuantitativos, se obtienen en las zonas céalidas del sur.

Los mayores rendimientos en aceite esencial, tanto cuantitativamente como
cualitativamente, se obtienen en zonas bien soleadas y cuya altitud no sea
excesiva de 1400 a 1600 msnm, es donde se encuentra la mayor parte del
orégano, en suelos pedregosos con pH de 7.3 a 7.6; con clima seco

semicdlido y precipitaciones no mayores a los 300 mm de promedio anual en
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el verano; con heladas que ocurre con frecuencia entre mediados de octubre

a marzo (Silva, 2003).

Usos y Composicion Quimica del Orégano

El orégano (Lippia berlandieri) tiene usos medicinales, culinarios y
cosméticos. Es utilizado en forma fresca y seca en la cocina mediterranea y

de América Latina.

Las especies de Lippia tiene usos tradicionales y farmacoldgicos tales como
culinarios, analgésicos, antiinflamatorios, antipiréticos, sedantes, antidiarreico,
tratamiento de infecciones cutaneas, antifungico, tratamiento de desordenes
hepaticos, diurético, antihipertensivo, remedio de desordenes menstruales,
antimicrobiano, repelente, antimalaria, antiespasmaodico, tratamientos de
enfermedades respiratorias, de sifilis y gonorrea, contra la diabetes, abortivo

y anestésico local (Pascual et al, 2001).

Existen diversos estudios sobre la composicién quimica del orégano, usando
extractos acuosos y sus aceites esenciales. Se han identificado flavonoides
como la epigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos

terpénicos y derivados del fenilpropano (Justesen, 2001).

Los aceites esenciales de especies de Lippia contienen limoneno, b-
cariofileno, p-cimeno, carvacrol, canfor, linalol, a-pineno y timol, los cuales

pueden variar de acuerdo al quimiotipo (cuadro 7).
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En extractos metandlicos de hojas de Lippia graveolens se han encontrado

siete iridoides minoritarios conocidos como

loganina,

secologanina,

secoxiloganina, dimetilsecologanosido, &cido loganico, acido 8-epi-loganico y

carioptosido; y tres iridoides mayoritarios como el acido carioptosidico y sus

derivados 6’-O-p-coumaroil y 6’-O-cafeoil. También contiene flavonoides

como naringenina y pinocembrina, lapachenol e icterogenina. Las figuras No

5 y 6 presentan las estructuras quimicas de algunos de los compuestos

principales presentes en el orégano (Rastrelli, 1998).
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Figura 5. Estructura quimica de los principales componentes del orégano
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Figura 6. Estructura quimica de los principales flavonoides del orégano

Cuadro 7. Componentes quimicos del orégano que determinan su calidad comercial. Analisis
comparativo con dos especies extranjeras

Orégano

Componentes mexicano Il_|p.p|a

berlandieri
Acelte_ 6.4%
esencial
Timol 10.4%
Carvacrol 43.7%
p-cimeno 6.4%

Fuente: Huerta, 2005.

Método de Extraccion

Orégano griego
Origanum vulgare,
subsp. hirtum

1.5%

23.9%
12.2%
15.9%

Orégano turco
Origanum
vulgare Subsp.
Gracite

1.5%

15.1%
9.9%
8.1%

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas por lo que

un metabolismo méas activo puede asociarse con una mayor produccion de

aceites (Wilkins, 1998).
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En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y
aromaticos, asi como sus derivados oxigenados (alcoholes, aldehidos,
cetonas y ésteres), sustancias azufradas y nitrogenadas. Los compuestos
mas frecuentes se derivan del &cido mevalénico y se les clasifica en

monoterpenoides y sesquiterpenoides (Wagner, 2003).

En este aspecto existe aun controversia. Algunos autores sefialan que la gran
variabilidad en la composicion quimica de los aceites esenciales es debida,
sobre todo, al origen del material mas que a la influencia del medio ambiente.
Otros autores otorgan un papel mas preponderante al medio ambiente, sobre
todo en lo referente a densidad de planta sembrada, estacién del afio en el
corte y a la cantidad de agua usada en el riego, o incluso a la cantidad de luz
artificial o natural usada en el cultivo de la planta en invernadero (Putiessky,

1996).

Los métodos convencionales (Figura 7) utilizados para la extraccion de
aceites esenciales son la destilacion con arrastre de vapor y el uso de
solventes organicos. En los ultimos afios ha crecido el interés por la
extraccion supercritica y subcritica con diéxido de carbono como solvente.
Este gas es ideal ya que no es téxico ni explosivo y es facil de remover de los
productos extraidos. Los rendimientos de extraccion generalmente van desde
el 1.8% hasta el 5.6% (McGimpsey, 1993). En cuanto a su compaosicion se
han logrado identificar hasta 56 compuestos, y se han encontrado diferencias
cuantitativamente significativas en solo dos fenoles isoméricos, carvacrol (0.1-
56.6%) o fenol no-cristalizable y timol (7.9-53.6%) o fenol cristalizable;

incluyéndose sus precursores biosintéticos el y-terpineno y el p-cimeno.
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Algunos autores sefialan que el aceite con mayor cantidad de carvacrol es el
preferido. Se han encontrado contenidos de timol superiores al 30% en
muestras de orégano (L. graveolens Kunth) recolectadas en el estado de
Jalisco (Vernin et. al, 2001), obtuvieron el aceite esencial de Lippia
graveolens HBK por hidrodestilacion y encontraron 45 compuestos que
constituyeron el 92-93% del aceite. Los componentes principales fueron

carvacrol (71%) y timol (5%) (Huerta, 2005).

v

AGUA
4 DE

REFRIGERACION

Figura 7. Sistema de arrastre por vapor convencional

Actividad Biolégica de los Componentes del Orégano

En el cuadro 8 se menciona que una de las principales actividades biologicas
del orégano es su capacidad antioxidante, especialmente en especies del

género Oreganum (Barievik, 2002).
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La funcion antioxidante de diversos compuestos en los alimentos ha atraido
mucha atencién en relacién con el papel que tienen en la dieta en la

prevencion de enfermedades (Kahkoren, 1999).

Los compuestos antioxidantes son importantes porque poseen la capacidad
de proteger a las células contra el dafio oxidativo, el cual provoca
envejecimiento y enfermedades cronico-degenerativas, tales como el cancer,
enfermedad cardiovascular y diabetes. Los antioxidantes como los
tocoferoles, los carotenoides, el acido ascorbico y los compuestos fendlicos
se consumen a través de los alimentos. En algunos estudios de especias se
han aislado una amplia variedad de compuestos antioxidantes fendlicos

(Azuma, 1999).

Cuadro 8. Actividades bioldgicas de orégano
Actividad Genero

Antioxidante Origanum
Lippia
Antimicrobiana | Origanum
Lippia
Antiparasitica | Lippia
Estrogénica Origanum
Antigenotdxica | Origanum
Lippia

Insecticida Origanum
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Importancia Econémica del Orégano

Las perspectivas econOmicas de este recurso, a través de su proceso
agroindustrial, son muy promisorias, siempre y cuando se pueda garantizar
una producciéon uniforme del orégano, tanto en su calidad como en el
volumen que se produzca. Dado que el orégano es un recurso silvestre de
zonas con alto grado de marginacion, es necesario que se realice un manejo
adecuado de este recurso, para garantizar un desarrollo sustentable en las
regiones donde se produce. Asi como asegurar que se eleve el nivel
socioeconémico de importantes nucleos de poblacibn cuyos ingresos

actualmente son escasos e irregulares.

De las casi 4000 ton de orégano que se recolectan anualmente, la mitad son
reguladas por dependencias oficiales y comercializadas a Estados Unidos
principalmente. El 50% restante se extrae en forma clandestina y se exporta a
diferentes paises, bajo aranceles falsos, de los que no se tienen datos
precisos del precio obtenido. Obviamente esto no beneficia al productor, al

gue se le paga el producto a precios infimo.

Nuestro pais ha participado durante una década con 35 6 40% de la
producciéon mundial en el mercado internacional, lo que lo ubica como el
principal productor de esta especia. El segundo lugar lo ocupa Turquia con el
30% vy el tercer lugar Grecia, con el 22.5% aproximadamente. El comercio del
orégano mexicano se realiza principalmente con Estados Unidos, al cual se
exporta alrededor del 85% de la produccion nacional; el 10% va al mercado

doméstico y el 5% a paises europeos y asiaticos. La aceptacion del orégano
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mexicano se explica por su calidad, expresada en su gran poder saborizante

(Huerta, 2005).

El orégano es una especie de alta adaptabilidad a gran variedad de suelos y
climas, lograndose cosechas de buena rentabilidad, tanto en deshidratados
como en aceites esenciales. Llegando a tener el aceite esencial un precio de
180 dlls por litro, debido a esto la comercializacion de este se convierte en un
negocio rentable, siendo los principales compradores Estados Unidos,
Francia, Italia y Espafia, ademas de ser utilizado como antimicrobiano en la
conservacion de alimentos también se utiliza en licoreria, perfumeria,

antirreumatico, pomadas contra la dermatitis, etc (Silva, 2003).
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Il METODOLOGIA

El trabajo fue realizado en dos etapas, con la finalidad de obtener resultados

preliminares y estructurarlos en la segunda.

ETAPA 1. Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana Contra Mesofilos
Aerobios.

Obtencion del Aceite Esencial de Orégano

El aceite esencial de orégano utilizado, se compone de tres fracciones,
extraidas mediante el método de arrastre por vapor, el cual consiste en
exponer el producto a un flujo de vapor de agua que extrae los compuestos
de interés. Obteniendo asi, tres fracciones, con diferentes contenidos de timol
y carvacrol (cuadro 9), el aceite fue proporcionado por el Centro de
Investigacion para los Recursos Naturales (CIRENA) ubicado en Salaices,

Chihuahua.

Cuadro 9. Composicidn del aceite esencial de orégano para cada fraccion.

FRACCION COMPOSICION
1 38.25% Carvacrol
2 77.4% Timol
3 27.67% Timol + 11.31% Carvacrol

Valoracion de la Actividad Antimicrobiana

A fin de evaluar la capacidad inhibitoria de las tres fracciones de aceite
esencial obtenidas, se procedié a la aplicacibn en carne fresca para su

posterior almacenamiento bajo condiciones ambientales y refrigeracion. La
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evaluacion se dio en funcioén al tiempo de desarrollo microbiano siguiendo los

procedimientos que a continuacion se describen:

Preparacion de las Muestras de Carne y Conteo de Meséfilos Aerobios

Se evaluaron muestras de carne de pavo, las cuales fueron adquiridas bajo
condiciones controladas en establecimientos de la ciudad de Saltillo,

Coabhuila.

La carne fue pesada y adicionada con el aceite esencial a concentraciones de
0, 0.05, 0.10, 0.15 % de las fracciones obtenidas con diferentes proporciones
de timol y carvacrol, componentes activos, usando como vehiculo aceite
vegetal. Posteriormente fueron almacenados bajo condiciones de
refrigeracion (4 °C) y temperatura ambiente (30 °C) para su evaluacion en
funcion al contenido de flora contaminante, a intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 y
120 horas de almacenamiento. EI método utilizado para la cuenta total de

mesofilos fue el propuesto por la AOAC 1993.

Los resultados obtenidos del conteo de mesdfilos aerobios fueron analizados
estadisticamente a través de un analisis de varianza y de t-student a fin de
establecer tanto la fraccion a la cual se presenta la mayor inhibicion del

desarrollo microbiano, como la concentracion mas apta.
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ETAPA 2. Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana en

Patégenos.

Viabilizacién de cepas patégenas

Las cepas empleadas fueron cultivos puros, con los que se trabajaron en
investigaciones anteriores en la misma Universidad, las cuales fueron
proporcionadas por el Laboratorio de microbiologia de la Universidad

Autonoma de Coahuila.

Las cepas de E. coli, y Staphylococcus aureus, se viabilizaron mediante
caldos de enriquecimiento (TSB), en tanto que para la Salmonella typhi se
utiliza caldo de tetrationato, posteriormente fueron incubadas a 35 °C durante

24 horas, para después sembrarse en agar selectivos correspondiente.

Posteriormente se realizo un estudio de su morfologia colonial macroscopica
y se tomo muestra para frotis y observacién microscopica, mediante tincion

de Gram.

Inoculacién de la Carne de Pavo con E. coli, S. aureus y Salmonella

typhi

Una vez determinada la fraccion del aceite esencial, con la mayor actividad
antimicrobiana se continta con la inoculacion de las cepas patdgenas, sobre
las muestras de carne de pavo por duplicado siendo el inoculo promedio de
76x10° ufc/ml en E. coli y 25x10° de S. aureus, previamente adicionadas con

la fraccibn 2 a concentraciones de 0.10, 0.15 y 0.20 % cada una,
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almacenandose en refrigeracion para su posterior monitoreo en funciéon al
desarrollo microbiano a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 hrs. Mediante las técnicas
propuestas por la AOAC 1993 para los casos de E. coli Salmonella typhi y

Staphylococcus aureus.

Los resultados alcanzados del conteo de patdgenos fueron analizados
estadisticamente a través de un analisis de varianza y mediante el método de
t-student a fin de evaluar el grado de inhibicibn obtenido para cada

concentracion y microorganismo en estudio.
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IV RESULTADOS

ETAPA 1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

Determinacién de la Fraccion de timol-carvacrol con mejor actividad

antimicrobiana en carne de pavo.

Se aplicaron las tres fracciones del aceite esencial, conteniendo diferentes
proporciones timol-carvacrol en la carne de pavo a fin de probar su actividad

antimicrobiana contra mesoéfilos aerdbicos contaminantes de la carne.

Los resultados obtenidos en la cuenta de mesdfilos aerobios bajo condiciones
ambientales muestran el cambio en el conteo inicial, donde es posible
observar el comportamiento microbiano bajo las diferentes concentraciones
de las tres fracciones del aceite esencial que se encuentran en el cuadro 10
presentando el efecto inhibitorio sobre los mismos. Los resultados se

presentan como las medias del analisis de varianza realizado (p< 0.05%).

Cuadro 10. Medias de las ufc/ml bajo condiciones Ambientales.

Concentracion Tiempo (hrs.

Fraccion % 0 | 24 | 48 72 96 | 120
1 0 4.45|5.78| 4.69 [11.80| 9.91 [3.34
1 0.05 4.45/4.75| 6.69 | 9.31 |10.00|6.75
1 0.1 4.45/4.15| 8.12 | 9.29 | 9.32 |6.37
1 0.15 4.4514.23]110.40| 9.37 | 9.07 |6.26
2 0 4.45|2.82| 8.47 | 6.65 |12.20|5.84
2 0.05 4.45|2.77] 9.11 | 8.77 | 9.73 |6.02
2 0.1 4.45|3.43| 5.83 | 6.23 [ 10.00 |4.77
2 0.15 4.45/4.37| 6.12 | 8.75 |10.50 |4.80
3 0 4.45|7.30| 8.38 | 9.00 | 8.35 |7.97
3 0.05 4.45/8.50| 9.41 | 8.00 | 6.45 |3.69
3 0.1 4.45/8.00| 9.03 | 8.00 | 4.87 |2.81
3 0.15 4.45/9.05| 8.15 | 8.00 | 5.59 |1.80
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La figura 8 presenta el desarrollo de la flora aerobia bajo condiciones

ambientales, en funcion a las fracciones evaluadas (1, 2 y 3).

Efecto de la Fraccién en funcion al tiempo en
condiciones ambientales
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Figura 8. Crecimiento microbiano en las muestras de las fracciones 1, 2 y 3 en funcion del
Tiempo (0,24, 48, 72, 96 y 120 hrs.) en condiciones ambientales.

Del ANOVA (Anexo 1) realizado es posible citar que la fraccion 3, presenta un
incremento significativo a las 24 y 48 hrs. del tratamiento para posteriormente
decrecer constantemente hasta alcanzar niveles inferiores al conteo inicial. La
fraccidon 2 disminuye por debajo de la cuenta inicial a las 24 hrs. de contacto
para mantener incrementos constantes en el desarrollo microbiano hasta las
96 hrs. decayendo finalmente a las 120 hrs. La fraccion 1 mantiene
incrementos constantes en el desarrollo de flora aerobia hasta las 72 hrs. con
un ligero decremento a las 96 y 120 hrs. dichos conteos son superiores a los

presentados a los mismos tiempos por las fracciones 2y 3.

La cuenta de mesofilos aerobios en condiciones de refrigeracion se muestran

en el cuadro 11, como la media del andlisis de varianza realizado.
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Cuadro 11. Medias de las ufc/ml bajo condiciones de refrigeracion

Concentracion Tiempo (hrs.

Fraccion % 0 | 24| 48 | 72 | 96 |120
1 0 4.45|7.16| 9.16 [10.22|10.79|7.39
1 0.05 4.4516.61| 8.21 | 9.37 | 9.73 |6.69
1 0.1 4.45|5.44| 8.00 | 9.06 |10.13|7.35
1 0.15 44514.63| 7.10 | 9.34 | 7.25 [6.90
2 0 4.4516.01| 6.19 | 6.28 | 7.11 |6.81
2 0.05 4.4514.85| 5.00 | 7.56 | 9.68 |5.59
2 0.1 445|547 | 555 | 6.93 | 7.24 |3.80
2 0.15 4.45|5.60| 6.11 | 9.15 | 5.59 |2.68
3 0 4.4516.54| 7.70 | 9.20 | 5.45 |2.23
3 0.05 4.45/8.39|11.55| 8.30 | 4.90 |1.07
3 0.1 4.4518.00|11.51|10.53| 3.74 |2.23
3 0.15 4.4518.15| 8.39 | 859 | 4.45 |0.48

En la figura 9 se encuentran graficados los datos obtenidos del ANOVA
correspondientes a los mesofilos alcanzados en condiciones de refrigeracion
(Anexo 2), donde se manifesté que las fracciones uno y dos incrementan
constantemente su cuenta microbiana hasta las 72 hrs. aumentando en
mayor grado de significancia la fraccion uno, manifestandose una constancia
hasta las 96 hrs. para las dos fracciones y un decremento a las 120 hrs.,
obteniendo valores por encima del tiempo inicial, mas sin embargo, la fraccién

dos decrece en mayor proporcion que la fraccién uno.

Para la fraccidon tres, el comportamiento de la flora microbiana incrementa
hasta las 48 hrs., donde posteriormente decrece constantemente hasta las 96
hrs. en la cual se obtiene que la cuenta microbiana es estadisticamente
similar a la fraccion dos a las 120 hrs. siguiendo su decremento hasta las 120
hrs. donde se logran cuentas microbianas por debajo de la cuenta inicial

siendo estadisticamente significativas.
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Efecto de la Fraccion en funcién al tiempo en
Refrigeraciéon
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Figura 9. Crecimiento microbiano en las muestras de las fracciones 1, 2 y 3 en funcion del
Tiempo (0, 24, 48, 72, 96 y 120 hrs.) en condiciones de refrigeracion.

Donde se observa que la mayor actividad antimicrobiana en condiciones
ambientales y de refrigeracion es la fraccion 3, siendo estadisticamente

significativa, seguida por la fraccion dos.

Determinaciéon de la Concentracién con Mejor Actividad Antimicrobiana

en Carne de Pavo

Se procedié al andlisis del efecto que presentaron las concentraciones en
funcién al tiempo y distinto almacenamiento, obteniendo la grafica que
muestra la figura 10 a partir de los datos de la tabla 10, expresando como las

medias del andlisis de varianza bajo condiciones ambientales.
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Efecto de la concentracion en funcion al tiempo
en condiciones ambientales

Log 10 ufc/ml
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FiguralO. Gréafica de crecimiento microbiano para cada concentracion (0, 0.05, 0.10 y
0.15 %) en funcién al tiempo, en condiciones ambientales.

Donde se puede apreciar a partir del ANOVA (Anexo 3) un incremento
constante en el conteo microbiano en funcion al tiempo hasta las 72 hrs. de
contacto con el antimicrobiano, para todas las concentraciones, sobre
saliendo la de 0.10%, en la cual los incrementos presentados son
estadisticamente menores a los de el resto de los tratamientos. Las
concentraciones de 0 y 0.05% contindan con su crecimiento a las 96 hrs. y
decrecen a las 120, siendo las lecturas de la concentraciébn 0 mayores que las

del resto de las muestras.

Opuestamente los tratamientos al 0.10 y 0.15% presentaron estabilidad a las

96 hrs. y decrementos a las 120 hrs.

También se puede apreciar la semejanza de los valores que se obtienen en

las fracciones evaluadas de 0.10 y 0.15 %.
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La figura 11 contiene la grafica obtenida a partir de el cuadro 11, donde es
posible apreciar el efecto obtenido con las distintas concentraciones del

aceite esencial en la carne de pavo.

Efecto de la concentraccion en funcién al tiempo en
Refrigeracion
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Figura 11. Gréafica de crecimiento microbiano para cada concentracion
(0, 0.05, 0.10 y 0.15 %) en funcion al tiempo, en condiciones de Refrigeracion.
A partir del ANOVA (Anexo 4), los resultados obtenidos fueron, que para la
concentracion cero, que es el testigo, se aprecia un aumento en la carga
microbioldgica hasta las 72 hrs., conllevando un decremento constante a las

96 hrs., y terminando con un descenso hasta las 120 hrs.

Para la concentracion de 0.05 y 0.10% incrementa constantemente la cuenta
bacteriologica hasta las 72 hrs. decreciendo a las 96 y 120 hrs. sin embargo,
para la concentracion de 0.05% los resultados de las 120 hrs. son
estadisticamente igual a la cuenta microbiana inicial, y para la concentracion
de 0.10% los valores obtenidos a las 120 hrs. resultan inferiores a la cuenta

inicial, teniendo que las diferencias son estadisticamente significativas.
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En la concentracion de 0.15% aumentan sus valores hasta las 72 hrs. donde
son estadisticamente similares a los obtenidos a la misma hora pero en
concentraciones de 0.10%, donde se da un descenso en las 96 y 120 hrs.

teniendo valores muy por debajo de la cuenta inicial.

Por otra parte, la mejor concentraciébn para la inhibicibn de mesofilos
aerdbicos para las dos condiciones de almacenamiento (Ambiente y

Refrigeracion) fue la concentracién de 0.15% seguida por la de 0.10%.

ETAPA 2. Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana Frente a

Patégenos.

Determinacién de la Concentraciéon Optima del Aceite Esencial con
Mejor Actividad Antimicrobiana ante Staphylococcus aureus en la

Carne de Pavo en Condiciones de Refrigeraciéon

De acuerdo a los resultados obtenidos (Cuadro 12), se puede observar el constante

descenso de la carga microbiana en el transcurso de las horas en las concentraciones

manejadas.
Cuadro 12. Medias de las ufc/ml de S. aureus.
Concentracion Tiempo
% 0 24 48 72 96 120
0 4191460 |4.65|4.69|4.81|5.02
0.1 419|3.00|3.14|3.70| 258 |0.72
0.15 419 |3.87|3.86|3.02|284]|215
0.2 419 |3.38(1359|3.15| 2.27 | 0.45
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Como se puede observar en la figura 12, el testigo, sin adicion de aceite de
orégano, presenté incrementos constantes en el conteo de la poblacién

microbiana siendo estos estadisticamente significativos (p<0.05%).

Efecto de la concentracién en funcién al tiempo
de S. aureus
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Figura 12. Gréfica de crecimiento de Staphylococcus aureus
en funcién a la concentracién F3 (0, 0.10, 0.15y 0.20 %)

En contraste de acuerdo al ANOVA, todas las muestras tratadas con las
diferentes concentraciones del aceite esencial, presentaron un
comportamiento diferente al testigo ya que ninguna de ellas muestra valores
superiores, pudiendo apreciar claramente el efecto de inhibicion de la

multiplicacion microbiana.

Del analisis de varianza (anexo 5) realizado a los tratamientos aqui
presentados es posible apreciar los diferentes comportamientos para cada
una de las concentraciones aplicadas teniendo que la concentracion de
0.10% presenta un disminucion significativa en el conteo microbiano a las 24
hrs. y constancia a las 48 hrs. (p<0.05%), para tener un incremento a las 72

hrs. y una nueva disminucion a las 96 y 120 hrs. de tratamiento.
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De acuerdo al mismo analisis es posible apreciar como para la concentracion
de 0.15% y 0.20% los conteos en el desarrollo de la poblacién microbiana
disminuyen con respecto al inoculo inicial a las 0 hrs. y este decremento es
continuo en funciébn al tiempo, teniendo que los decrementos son
estadisticamente mas significativos para la muestra tratada al 0.20% que para

la del 0.15%.

Determinacién de la Concentracion Optima del Aceite Esencial con
Mejor Actividad Antimicrobiana ante Escherichia coli en la Carne de

Pavo en Condiciones de Refrigeracion

Los resultados que se obtuvieron en el conteo de E. coli, son presentados en
el cuadro 13 y graficados en la figura 13, los cuales indican que para la
muestra sin inhibidor existe un aumento constante durante el periodo

monitoreado.

A partir del ANOVA (Anexo 6) es posible citar que la concentracion de 0.10%
disminuye a las 24 hrs. de exposicion con el aceite esencial manteniendo el
conteo de la carga microbiana a niveles estadisticamente similares, para
posteriormente, a partir de las 72 hrs. tener decrementos significativos,
constantes hasta las 120 hrs. Para las concentraciones de 0.15 y 0.20% se
observa un gran decremento a las 24 hrs., el cual es estadisticamente similar,
y superior al obtenido con el tratamiento al 0.10%, seguido por un incremento
con respecto a este, pero por debajo de los niveles inoculados inicialmente,

para la concentracion de 0.15% y cuyo valor es estadisticamente similar al
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nivel alcanzado a este mismo tiempo, pero con la concentracion de 0.10, no
siendo asi para la concentracion de 0.20% la cual alcanza un nivel
estadisticamente similar al inoculado, para luego mantenerse constante hasta
las 72 hrs., en la concentracion de 0.15% y disminuir en la 0.20 a nivel
estadisticamente similares, e iniciar su decremento a partir de las 96 hrs. a

niveles estadisticamente similares entre los tres tratamientos.

Cuadro 13. Medias de las ufc/ml de E. coli.

Concentracion Tiempo
% 0 24 | 48 | 72 | 96 | 120
0 453 | 455|458 |4.63 | 4.75 | 4.87
0.1 453 |3.27|3.31|3.27 | 2.72 | 1.95
0.15 453|154 |3.07|3.04|284|1.93
0.2 453|1.60|4.61|3.30|208]|1.89

Efecto de la concentracion en funcién al tiempo de
E. coli
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Figura 13. Gréfica de crecimiento de Escherichia coli en funcion
a la concentracion F3 (0, 0.10, 0.15y 0.20 %).
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Determinacién de la Concentracién Optima del Aceite Esencial con
Mejor Actividad Antimicrobiana ante Salmonella typhi en la Carne de

Pavo en Condiciones de Refrigeracion

En el cuadro 14 se muestran las medias obtenidas durante todo el
tratamiento de sus distintas concentraciones en funcién al tiempo, con las
cuales se analizan en el ANOVA (Anexo 7) para la obtencion de su mejor

tratamiento.

Cuadro 14. Medias de las ufc/ml de Salmonella, typhi

Concentracion Tiempo
% 0 24 | 48 | 72 | 96 | 120
0 429|458 |4.70 | 4.88 | 5.10 | 5.23
0.1 429 |13.15|215| 0 0 0
0.15 4291154 | 0 0 0 0
0.2 429 | 15 0 0 0 ]0.39

En la figura 14 se puede apreciar el crecimiento de la cuenta microbiana sin la
adicion del aceite esencial, en la cual se incrementa constantemente en el

transcurso de las horas.

Se puede observar que las carnes tratadas con las diferentes
concentraciones presentan un decremento desde las 24 horas de adicion del
inhibidor, manteniéndose constante hasta alcanzar niveles de 0 a las 72 hrs.
para la muestra tratada al 0.10% y a las 48 hrs. para las muestras tratadas al
0.15 y 0.20%. La concentracion de 0.20% mostré6 un aumento

estadisticamente significativo a las 120 hrs.
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Figura 14. Grafica de crecimiento de Salmonella typhi en
funcién a la concentracion F3 (0, 0.10, 0.15 y 0.20 %).
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V. DISCUSIONES

Los resultados obtenidos concuerdan con trabajos presentados anteriormente
donde se obtiene que la mejor fraccidn es la 3 debido a las proporciones que
se encuentra el timol (27.63%) y el carvacrol (11.31%), ya que causa efectos

sinergistas.

Los resultados coinciden con los estudios realizados por Morales (2005) y De
la Fuente (2006), quienes evaluaron la aplicacion del aceite esencial del
orégano en la carne de res y pollo respectivamente, también concuerda con
los de la UDLA donde se evaluaron mezclas ternarias y cuaternarias con
estos compuestos, ademas de que usaron antimicrobianos sintéticos y su
actividad antimicrobiana se comporté de manera similar (Campomanes,
2003). Asi mismo, la dosis en la cual el efecto inhibitorio fue mayor es en la
de 0.15% y 0.10%, ya que estas reducen la carga microbiana
considerablemente presentdndose este comportamiento en todas las
fracciones usadas. La dosis de 0.05%, en algunos casos esta concentracion

no tuvo ningun efecto.

Los patogenos estudiados en el trabajo fueron Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Salmonella typhi, de las cuales la que tuvo mayor
resistencia a las concentraciones usadas fue Escherichia coli donde las tres
concentraciones utilizadas no tuvieron diferencias significativas. Para la
concentracion de 0.15% resulta una grafica muy peculiar, segun autores
manifiestan que esos comportamientos se deben a la resistencia

antimicrobiana debido a las defensas frente al antimicrobiano, causando su
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muerte o su evolucion y mutacién. Presentan una disminucion en su
desarrollo en tanto llega una duplicacién de los microorganismos terminando

con la curva normal de crecimiento (Navarro, 2007).

Para Staphylococcus aureus presenta una disminucién importante en el
contenido microbiano para las concentraciones de 0.20% y 0.10%, siendo
éstas significativamente iguales, pero la que tuvo mayor inhibicion fue la de
0.20%, lo cual concuerda con los estudios realizados por de la Fuente (2006),
guien evalud la aplicacion de aceite de orégano en carne de pollo para su
conservacion, ya que dichas carnes son parecidas en su estructura y
composicién, asi también concuerda con estudios obtenidos en la
Universidad Auténoma de Chihuahua, donde en dicho experimento se
manejaron CMI y CMB para los patdégenos anteriormente mencionados y de
los cuales S. aureus muestra las mas bajas concentraciones tanto inhibitorias

como bactericidas (Maguregui et. al., 2004)

Salmonella typhi presenté mayor sensibilidad al aceite de orégano en las tres
concentraciones, principalmente la de 0.15 y 0.20% reduciendo su carga
bacteriana a cero, Morales en el 2006 recomienda el uso de una
concentracion superior, similar a lo reportado por la Universidad de Gante
para un estudio in vivo (Rota et. al., 2004) donde indican una reduccion a cero
en el conteo microbiano en hojas de lechuga, asi como la Universidad de
Oklahoma en el estudio antes citado donde se observa inhibicion a
concentraciones de 0.15% y 0.20%, siendo que este microorganismo baja su

cuenta a valores indetectables.
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la investigacion con la carne de
pavo adicionada con diferentes concentraciones de aceite esencial bajo
condiciones de almacenamiento de ambiente y refrigeracion, se concluye que
el aceite esencial de orégano es efectivo contra la flora mesdfila contaminante
de la misma, siendo la mejor la fraccion 3 a una concentraciéon de 0.15%,
seguida de la de 0.10%, para condiciones de medio ambiente y refrigeracion,
con mayores efectos inhibitorios en la carga microbiana aerobia. También la
fraccion 2 expresdé un comportamiento similar, pero en menor cantidad.
Dichas fracciones reducen la carga microbiana de la carne y la mantienen

constante.

En lo referente a microorganismos patdgenos, la misma fraccion 3 a
concentracion de 0.15% fue la que presentd mejores resultados, seguido de
la concentracion al 0.20%. El microorganismo patégeno mas sensible fue S.

typhi, seguido de S. aureus, y el que presenté mayor resistencia fue E. coli.

Por lo anterior, se sugiere la aplicacibn de aceite esencial de orégano
mexicano (L. berlandieri Schauer) en la conservacion de carne fresca de
pavo, aunque se recomienda realizar estudios sensoriales, asi como de
metodologias de envasado a fin de mejorar resultados de calidad sensorial y

de inocuidad para beneficio del consumidor.
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Respuesta del Log 10 D*10 5 Crecimiento Medio Ambiente

ANEXOS

Anexo 1:Fraccion-Tiempo t-student
Nivel Cuadrado
de las Mo
296 |A 10,60
1,72 B 9,94
1,96 9,58
3,48 8,74
3,72 8,25
3,24 8,21
2,72 F 7,60
1,48 FG 7,47
2,48 G 7,38
1,120 H 6,68
3,96 I 6,32
2,120 J 5,35
1,24 K 4,73
3,0 L 4,45
2,0 L 4,45
1,0 L 4,45
3,120 M 4,07
2,24 3,35
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Respuesta del Log 10 D*10 5 Crecimiento Refrigeracion

Anexo 2: Concentracion-Tiempo t-student

Cuadrado

Nivel de las Mo
0,15,72 9.02
0,1,72 8.84
0.72 B 8.56
0,05,72 B C 8.41
0,1,48 C 8.35
0,05,48 CcCD 8.25
0,05,96 D 8.10
0.96 7.78
0.48 7.68
0,15,48 7.19
0,1,96 7.03
0,05,24 6.61
0.24 6.56
0,1,24 6.30
0,15,24 6.12
0,15,96 5.76
0.12 J 5.47
0 K 4.45
0,05,0 K 4.45
0,1,0 K 4.45
0,15,0 K 4.45
0,05,120 K 4.44
0,1,120 L 4.11
0,15,120 3.35

82



Respuesta del Log 10 D*10 5 Crecimiento en Ambiente

Anexo 3: Concentracion-Tiempo t-student
Nivel Cuadrado de
la Mo

0,96 10,14
0,72 9,14
0,05,96 8,73
0,15,72 8,71
0,05,72 8,69
0,05,48 D 8,40
0,15,96 8,38
0,15,48 DE 8,22
0,1,96 E 8,07
0,1,72 7,84
0,1,48 7,66
0,48 7,18
0,120 7,05
0,15,24 5,89
0,05,120 5,49
0,05,24 5,34
0,24 5,30
0,1,24 5,19
0,1,120 4,65
0,05,0 L 4,45
0,0 L 4,45
0,1,0 L 4,45
0,15,0 L 4,45
0,15,120 L 4,28
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Respuesta del Log 10 D*10 5 Crecimiento Refrigeracion

Anexo 4: Fraccion-Tiempo

t-student

Cuadrado
Level de las Mo

348 |A 9.79
1.72 9.49
1.96 9.47
3.72 9.15
1.48 8.11
3.24 7.76
2.72 1.47
2.96 F 7.40
1.120 G 7.08
1.24 H 5.95
2.48 5.71
2.24 5.48
2.120 4.72
3.96 4.63
1,0 4.45
2,0 4.45
3,0 4.45
3.120 1.24
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Respuesta del Log 10 D*10 5 Crecimiento de Staphylococcus aureus

Anexo 5: Concentracion-Tiempo

Cuadrado

Nivel de las Mo
0.120 A 5.03
096 |A 4.82
0.72 |A B 4.69
048 |A B 4.66
024 |ABC 4.61
0 BCD 4.19
0,1,0 CD 4.19
0,15,0 CD 4.19
0,2,0 CD 4.19
0,15,24 DE 3.88
0,15,48 DE 3.87
0,1,72 EF 3.71
0,2,48 EF 3.60
0,2,24 F G 3.39
0,2,72 GH 3.15
0,1,48 GH 3.14
0,15,72 GHI 3.02
0,1,24 GHI 3.00
0,15,96 H I 2.84
0,1,96 | 2.59
0,2,96 2.28
0,15,120 2.15
0,1,120 0.73
0,2,120 0.45
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Respuesta del Log 10 D*10 5 Crecimiento de Escherichia coli

Anexo 6: Concentracion-Tiempo

Cuadrado

Nivel de las Mo
0.120 |A 4.87
096 |AB 4.76
0.72 B C 4.63
0,2,48 B C 4.61
0.48 B C 4.58
0.24 B C 4.55
0 C 4.54
0,1,0 C 4.54
0,15,0 C 4.54
0,2,0 C 4.53
0,1,48 D 3.32
0,2,72 D 3.30
0,1,24 D E 3.28
0,1,72 D E 3.27
0,15,48 EF 3.07
0,15,72 FG 3.04
0,15,96 GH 2.85
0,1,96 H 2.73
0,2,96 I 2.08
0,1,120 I 1.96
0,15,120 I 1.94
0,2,120 I 1.89
0,2,24 J 1.60
0,15,24 J 1.54




Anexo 7: Concentracion-Tiempo

Respuesta del Log 10 D*10 5 Crecimiento de Salmonella thipy

Cuadrado

Nivel de las Mo
0.120 A 5.24
096 |A 5.10
0.72 |AB 4.89
0.48 B 4.71
0.24 B C 4.58
0,1,0 CD 4.29
0,15,0 CD 4.29
0,2,0 CD 4.29
0 D 4.29
0,1,24 3.15
0,1,48 2.15
0,15,24 1.54
0,2,24 151
0,2,120 0.39
0,15,48 0.00
0,2,48 0.00
0,2,96 0.00
0,2,72 0.00
0,1,72 0.00
0,1,96 0.00
0,15,96 0.00
0,1,120 0.00
0,15,72 0.00
0,15,120 0.00
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