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CAPITULO |

INTRODUCCION

Desde tiempos prehistoricos, el ser humano ha buscado la manera de
conservar los alimentos. Tradicionalmente, éstos han sido conservados, con el uso
del frio, calor, deshidratacion y fermentacion. En algunos casos, los aditivos quimicos
fueron empleados, pero fue hasta las ultimas décadas el uso de éstos se ha hecho

extensivo (Bramen, 1993).

La conservacion de los alimentos puede definirse como todo método o
tratamiento que prolonga su vida util, de forma que mantenga en grado aceptable, su
calidad, incluyendo color, textura y aroma. Comprende métodos que van de la coccion,
refrigeracion y enlatado, hasta la deshidratacién (Holdsworth, 1988). La conservacion
de alimentos, se basa en la inactivacion 06 retardado del crecimiento de
microorganismos patdgenos o deteriorativos (Lopez et al,1995). Por ello la
conservacion, constituye el nucleo central de la ciencia y tecnologia de los alimento y

es el principal objeto del procesado de alimentos (Raman, 2003).

El procesado y almacenamiento de alimentos es vital para el suministro
continuo de los mismos durante su produccién estacional, asi como el uso posterior ya
que permite aumentar la vida atil mediante el uso de diversas técnicas. Los productos
con cierto valor agregado, proporcionan alimentos de  mejor calidad en cuanto a

propiedades nutricionales, funcionales y sensoriales.

Una cualidad importante de los antimicrobianos sintéticos, es su efectividad a
bajas concentraciones en el alimento, estos no debe interferir con las caracteristicas
del mismo. En algunas ocasiones, los compuestos antimicrobianos no cumplen con
estas caracteristicas deseables, por lo que recientemente, se ha incrementado la
necesidad de encontrar alternativas de origen natural que sean seguros para el

consumidor.



Se confia cada vez mas en técnicas de conservacion que resulten mas viables
para cumplir con las demandas de alimentos mas naturales y con menos contenido en
compuestos quimicos. Las tendencias actuales se orientan hacia  alimentos

procesados de manera minima.

Se ha encontrado que los componentes esenciales de algunas plantas,
hierbas, especias y frutas, contienen sustancias como acidos grasos, aceites
esenciales, compuestos fendlicos que muestran una actividad inhibitoria contra
microorganismos como levaduras, mohos y bacterias. Por lo anterior, es necesario la
investigacion de los efectos antimicrobianos de estas sustancias. El uso de los
antimicrobianos de origen natural esta sujeto a ciertos requerimientos de la ley, que

pueden ser bastantes diferentes alrededor del mundo (Smid et. al., 1999).

El orégano es un cultivo con amplio potencial de aprovechamiento en los
campos alimenticios (hoja desecada), aplicado en los alimentos frescos 6 procesados
y el farmacoldgico (aceite esencial), esta Ultima de importancia, ya que el 98% se
aplica en perfumeria, licoreria y refresquéra, como fijador de color, olor y sabor, pero en
estudias recientes se ha encontrado actividad microbiana (contra hongos, bacterias,
insectos y virus). Por sus caracteristicas y propiedades el de origen mexicano se perfila
para ser el favorito en el consumo mundial. Su importancia econémica crece debido a
su uso tradicional y por las recientemente descubiertos, por lo que su mercado es

creciente y su precio rentable en la mayoria de los casos.



CAPITULO Il

JUSTIFICACION

En la actualidad son varias las enfermedades de origen alimentario es por eso
gue surge la necesidad de conservar los alimentos. Las exigencias del consumidor
citan, que los alimentos deben ser mas naturales y menos procesados, de lo cual
surge la necesidad de obtener alternativas en la aplicacion de productos
antimicrobianos naturales que cumplan con mayor eficiencia que los de origen
sintéticos, ya que estos al consumirlos con frecuencia resultan ser dafiinos. Teniendo
también el problema de que los microorganismos poco a poco se van haciendo
resistentes a la aplicacion de antimicrobianos sintéticos.Se sabe que las sustancias
activas provenientes de plantas con actividad antimicrobiana son compuestos fendlicos
de sus aceites esenciales, siendo los mas importantes el carvacrol, el timol, el eugenol

y el metil chavicol (Katayama et. Al.,1960).

El orégano de interés de acuerdo a los estudios realizados se ha demostrado
gue su aceite esencial presenta altas concentraciones de timol (entre 0.7 - 40.2 %) y
carvacrol (entre 15.2 — 41.2 %). El campo de accion de los aceites esenciales es
sumamente extenso pues son, segun sSu composicion quimica: antinfecciosos,
antibacteriales, antivirales, antimicéticos, antiparasitarios, antisépticos, antinflamatorios,
anticoagulantes, antialérgicos, neurotonicos, endocrinoreguladores,

inmunoestimulantes, etc. (Silva, 2003).

La importancia que hatomado la explotaciéon del orégano ha sido muy
amplia, en los paises como: Egipto, Israel, Francia, Marruecos, Albania, Republica
Dominicana, Canada, Chile, Perd, Argentina, Espafa, entre otros (CONABIO, 2005),
asi como nuestro pais, por los altos ingresos que se obtienen de ello y los usos

multiple.



El principal importador en el @mbito mundial, es Estados Unidos, con un
promedio total de 6, 500 toneladas al afio de orégano crudo o manufacturado; con un
promedio de 14 millones de délares y en producto seco o manufacturado; alcanza los
700 mil dolares. En segundo lugar tenemos el mercado de Europa que importa 4,400
toneladas anuales con un valor superior a los 8 millones de euros, siendo Alemania el
principal comprador de la Unién Europea, con un 25% seguido de Italia(19.6%),Grecia
(13.4%) y Espaiia (8.4%).

Las cotizacion del aceite esencial en los distintos mercados son de US $100 a
US $130/litro en el mercado Norteamericano, E130/litro en el Europeo, y hasta US$
180 en el mercado Asiatico. Debido a la creciente importancia de este cultivo en
México y el mundo, es importante al apego a la normatividad internacional: CODEX,
FDA, USDA y NOM’s.



CAPITULO I

RESUMEN

En la actualidad se destaca un crecimiento en la poblacion mundial donde
es urgente los incrementos en la conservacion y procesado de los alimentos. La
alteracion de los alimentos y la contaminacion por parte de los microorganismos,
constituye un problema que aun no esta bajo control a pesar de las diferentes formas y

técnicas utilizadas.

Se busca en la actualidad alimentos que respondan 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 del orégano sobre la principal flora contaminante y patégena de la carne de
cerdo mediante analisis microbiologicos en laboratorio. Ya que este aceite contiene
compuestos activos como el timol y carvacrol a concentraciones diferentes en cada

una de las cinco fracciones.

Los analisis microbiol6gicos se realizaron mediante estrictas condiciones de
asepsia para prevenir posibles contaminaciones en los tratamientos efectuados. Se
realizaron tratamientos bajo condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente
(30° C) y de refrigeracién (4° C) para el caso de mesofilos aerobios aplicando a las
carnes en cuestion las cinco fracciones a evaluar, en concentraciones de 0.00, 0.05,
0.10 y 0.15% respectivamente para ser monitoriadas a tiempos de 0, 24, 72,y 120 hrs.
sembrando en cajas petri por duplicado a fin de determinar tanto la fraccion como la
concentracion a la cual se ejerce el mayor efecto inhibitorio, resultando que tanto las
fracciones 3 y 4, como las concentraciones de 0.10 y 0.15% fueron las que mostraron
mayor efecto inhibitorio de acuerdo al conteo de mesofilos aerobios, donde los niveles
alcanzados por las carnes sometidas a estos tratamientos resultaron ser inferiores,
siendo esas diferencias estadisticamente significativas, al someterse al andlisis de

varianza (P<0.05%).



Una vez determinadas tanto la fracciona (fracciones 4 y 3) como la
concentracion oOptima ( 0.10 Y 0.15%), estos fueron aplicados sobre carnes
previamente inoculados con patdgenos contaminantes de carnes de cerdo (Escherichia
coli y Sthaphylococcus aureus).

Las carnes una vez inoculadas fueron almacenadas en condiciones de
refrigeracion, con concentraciones de 0.0, 0.10, 0.15, 0.20 % de aceite esencial de
orégano fracciones 3 y 4 monitorizdndose a tiempos de 0, 24, 72 'y 120 hrs
respectivamente, sembrados en cajas petri en agar selectivo, para el posterior conteo
de UFC una vez obtenidas las cuentas de los diferentes tratamientos, estos se
sometieron a un analisis de varianza de (p < 0.05) donde los valores que se tomaron
en cuenta para los andlisis estadisticos fuero: fracciéon en funcion concentracion y al
tiempo en A de crecimiento para conocer a fondo el comportamiento de todos los
valores en funcion al efecto antimicrobiano o inhibitorio y asi determinar la fraccion y
concentracion optima para la carne de cerdo. Obteniendo que no hay diferencias
significativas en el uso de las fracciones 3y 4y que la mejor concentracion resulto ser
la 0.15 %, en donde fue posible observar inhibicién total en cuanto a las carnes
tratadas con Sthaphylococcus aureus teniendo cuantas finales de cero, seguida por la
de 0.20 %.



CAPITULO IV

OBJETIVOS
4.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad antimicrobiana de las diferentes fracciones, extraidas del
aceite esencial del orégano (Lippia berlandieri ), sobre la flora contaminante de carne
de cerdo.
4.1.1 Objetivos Especificos
» Valorar la actividad antimicrobiana de las cinco fracciones timol-carvacrol
obtenidas a partir de orégano (Lippia berlandieri) en carne fresca variando

dosis y condiciones de almacenamiento.

» Determinar de la concentracion 6ptima de la fraccidn timol-carvacrol para

la conservacion de carne de cerdo.

» Evaluar la efectividad antimicrobiana de la fraccidon timol-carvacrol en
carnes inoculadas con agentes patdégenos: Escherichia coli vy
Sthaphylococcus aureus.

4.2 Hipotesis

El aceite esencial extraido del orégano tiene efecto antimicrobiano ante flora

contaminante y patégena, propia de la carne de cerdo.



CAPITULO V

REVISION DE LITERATURA

5.1 Los antimicrobianos

Son compuestos sintéticos o naturales dependiendo de su extraccién,
adicionados de manera intencional, con capacidad de inhibir o retardar reacciones de
alteracion  biologicas en los alimentos y bebidas los cuales pueden ser
comercializadas como aditivos para la conservacion de los alimentos (Jean et. Al.,
1990).

La aplicacion de estos agentes para la conservacion, en la actualidad
presenta muchas ventajas pero, pueden resultar obsoletas ya que la sociedad
demanda, alimentos con menos conservadores y consideran sospechosos de poseer
cierto grado de toxicidad y por esta razén, son rechazadas. Es asi como la industria
alimentaria ha sido forzada a remover y adoptar alternativas para el mantenimiento o

extension de la vida util de los productos que la poblacién consume (Multon, 2000).

Considerando que lejos de las ventaja o desventajas que los conservadores
poseen, segun su origen podemos clasificarlos en cuatro grupos: naturales, idénticos a

los naturales, modificados y artificiales cuadro No.1 (Morales, 2000).



Cuadro No. 1.- Clasificacion de los antimicrobianos alimentarios.

Clase de Aditivo Caracteristicas Ejemplos

De origen animal ofExtractos ricos en carvacrol con
1. Naturales |vegetal, obtenidos| funcién antimicrobiana, obtenidos a
mediante procedimientos|partir de aceites esenciales
fisicos, enzimaticos o|vegetales.

microbiologicos.

Reproduccién por| Colorantes tipo carotenoides
2. ldénticos sintesis guimica o|presentes de forma natural en
A naturales |biolégica a nivel| vegetales, huevos, plumas, etc.
laboratorio.

Compuestos de origen| Almidones modificados

3. Modificados|natural levemente| Celulosas modificadas

modificados en su| (Metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
composicion o estructura, | etc)

para hacerlos utilizables

en la industria

alimentaria.

Compuestos no| Nitratos y nitritos
4. Artificiales |presentes en la| Sulfito sodico

naturaleza, sintetizados a| Bifenilo

nivel laboratorio.

(Morales, 2005).

5.1.1 Antimicrobianos Sintéticos

En la actualidad la adicion de compuestos quimicos comerciales con efecto
antimicrobiano en la industria alimentaria, es con la finalidad de alargar le vida util de

los alimentos ante el deterioro biolégico indeseable.



El empleo de conservadores quimicos es una practica muy antigua pero, sin
embargo, los alimentos conservados con ellos no son imperecederos, tan sélo se
mantienen inalterados por un periodo de tiempo limitado, ya que el crecimiento de los
microorganismos se ve retardado pero no inhibido totalmente. El grado de inhibicion
final va a depender del tipo de sustancia y de la concentracion como lo demuestra el
cuadro 2, (Catalina 2002).

Cuadro No. 2.- Conservadores quimicos GRAS (generalmente reconocidos

COMO Seguros).

Tolerancia
Conservadores maxima Organismos Alimentos

(ppm) afectados
Acido propionico/ 300 Mohos Productos de panaderia
Propionatos y algunos quesos
Acido sorbico/ 2000 Mohos Quesos, jarabes,
Sorbatos aderezos y gelatinas.

1000 Levaduras y Jugo de frutas, sidra de
Acido benzoico/ mohos manzana Yy jugo de
Benzoatos tomate.

500 Insectos y Melazas y frutas secas
Sulfitos microorganismos
Oxido de etileno y 700 Levaduras, mohos |Especias y frutas
propileno y parasitos

10000 Bacterias lacticas |Lacteos, Carnes,
Nisina y clostridios cervezay enlatados
Nitrito sédico 120 Clostridios Carnes curadas

(Gonzalez, 2005)




Los conservadores son sustancias que, en algunos casos, se consideran
fundamentales y que dificilmente pueden ser substituidos, como por ejemplo de los
nitratos y nitritos. Se trata de sales que se afiaden a los productos crudos curados,
como jamones, embutidos, entre otros. Su empleo es muy importante, puesto que
impide, entre otros, la formacién de toxina botulinica. Ademas, se describe como eficaz
para limitar el crecimiento de patdgenos en los productos. En estos casos se regula su

empleo y se limitan las concentraciones maximas admisibles.

Estas generalmente son de utilidad por la rentabilidad econdémica que les
resulta comercializar productos con un periodo de vida mas prolongada. Pero se sabe
que asi como los agentes sintéticos existen también otros de origen naturales que
presentan la misma actividad y que se desconoce aun (Welti et. Al., 1997).En la
actualidad el uso de los conservadores sintéticos causaron polémica, ya que se han
sefialado innumerables peligros y efectos nocivos que generan si se consumen con
frecuencia con los alimentos. Se admite que algunos aditivos provocan alergias,
también es cierto que algunos no deben ser ingeridos por personas con ciertas

alteraciones organicas 6 con intolerancias de origen alimentario (Ltck, 1981).

Por este motivo, el uso de conservadores debe ser cuidadosamente examinado
de manera que los productos inocuos, fisioldgica y toxicolégicamente, se pueden
emplear remarcando que, su uso no mejora la calidad de un producto que esté
alterado o contaminado, ademas los aditivos conservadores han de ser empleados solo
cuando no haya otro proceso tecnoldgico que haga innecesario su empleo (Catalina,
2002).

Desde 1958, la FDA y el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
vigilan el uso de las substancias no permitidas en la adicién de los alimentos asi
también las GRAS(generalmente reconocidos como seguros). Si la nueva evidencia
sugiere que una sustancia, GRAS u otra previamente sancionadas puede ser insegura,
las autoridades federales prohiben su uso 0 exige estudios adicionales para

determinar su nivel de seguridad (Anénimo*, 2001).



5.1.2 Antimicrobianos naturales

Existen diversos compuestos antimicrobianos que se obtienen por sintesis,

también se pueden encontrar en diversos alimentos, plantas y animales, asi mismo

producidas por microorganismos, con la misma funcion cuadro 3.

Cuadro No. 3.- Tipos de antimicrobianos naturales de uso en alimentos.

Fuente Sistema Aplicaciones
e Bacteriocinas - Inhibicién de Listeria monocytogenes y de
patdgenos en alimentos en general
Microbiana | e Acidos organicos |- Inhibicion de mohos y levaduras.
e Antibiéticos - Diversos efectos dependiendo del tipo de
antibiotico y tipo de microorganismo.
e Lisozima - Inhibicién de bacterias en queso.
e Lactoferrina - Inhibicién de Listeria monocytogenes en
e Lactoperoxidasa | leche.
Animal - Preservacion de leche sin procesar.
- Preservacion de queso cottage.
- Inhibicion de Salmonella en formulas
lacteas infantiles.
- Inhibicién de Listeria monocytogenes in vitro
y quesos frescos.
- Inhibicién de Campylobacter in vitro.
e Aceites esenciales | - Estudios de actividad.
e Puré de platano - Inhibicién de bacterias formadoras de
Vegetales e Extracto de ajo esporas.
e Aceitunas - Inhibicion de Candida albicans.
- Inhibicion de la germinacién de esporas de
Bacillus cereus.

(Morales, 2005).




Se ha encontrado que las plantas, hierbas y especias, asi como sus aceites
esenciales, contienen un gran numero de sustancias con propiedades que inhiben la
actividad metabolica de microorganismos tales como bacterias, hongos y levaduras
(Wilkins et. Al.,1989), reportando mas de 1340 plantas como potenciales fuentes de
antimicrobianos que se encuentra generalmente en el aceite esencial obtenida a partir

de las diferentes partes de estas.

Los compuestos que poseen pueden ser letales para las células microbianas o
Gnicamente como inhibidores de la produccién de metabolitos, ya que estan
conformados por fenoles, terpenos, alcoholes, alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos, e

isoflavonoides.

Los componentes activos de los aceites esenciales pueden variar en su
composicion, ya que esta puede verse afectada por variables como genotipo de las
plantas, método de extraccion, la geografia condiciones ambientales y agronémicas

( Smit et. Al., 1999).

El timol y carvacrol contenidos en el extracto del orégano tienen un efecto
favorable en la inhibicibn de crecimiento de los mohos, en presencia de otros
componentes no fendlicos, ya que se han realizado numerosas investigaciones acerca
del poder de los antimicrobianos de especias y sus aceites esenciales (Hefnowy et.
al.,1993).

La FDA (Foods and Drug Administration) considera a los agentes
antimicrobianos, como sustancias tipo GRAS presentadas en el cuadro 4, productos
vegetales de los que se obtiene aceite esenciales, oleoresinas y extractos naturales,

incluyendo a sus destilados, para su uso como agentes antimicrobianos.



Cuadro No. 4.- Especias, aromatizantes y saborizantes naturales considerados

GRAS (generalmente reconocidos como seguros).

Ajo Canela Jengibre Pimienta de Cayena
Ajonjoli Cardamomo Manzanilla Pimienta de Jamaica

Albhaca Cebolla Mejorana Pimiento

Alcaparra Cilantro Menta inglesa. Rabano

Alfalfa Clavo Mostaza Romero

Angélica Comino. Nuez moscada Tilo

Anis Cdrcuma Orégano Vainilla

Apio Geranio Perejil

Azafran Glicirriza Pimentdn

Caléndula Hinojo Pimienta

De interés encontramos el orégano (Cuadro 4) ya que la FDA lo clasifica
como un productos seguros. En estudios realizados demuestran que el aceite esencial
presentan altas concentraciones de timol: valores que van de 0.7 - 40.2% vy de
carvacrol entre 15.2 — 41.2 % . El campo de estos aceites es muy amplio ya que son
agentes antinfecciosos, antivirales, antimicéticos, antiparasitarios, antisépticos,
antinflamatorios anticoagulantes, antialérgenicos, neuroténicos, endocrinoreguladores

e inmunoestimuladores ( Silva 2003 ).

Los principios activos que poseen los aceites esenciales con la actividad
antimicrobiana antes mencionados; son compuestos fendlicos, resaltando los de mayor
importancia como el timol, el eugenol y el metil chavicol presentada en el cuadro 5

(Katayama y Nagai, 1996 ).



Cuadro 5.- Sustancias provenientes de plantas con actividad antimicrobiana.

Nombre comun Otros nombres Planta o especia
Haldeado dinamico | 3-fenilpropenal Canela
Alil isotiocianato |Alillisosulfacianato Mostaza
Acetol p-propenilanniso Hinojo
Carvacrol 2-hidroxi-p.cimeno, isotimol p-alilfenol | Tomillo, Albahaca,

Estragon, Orégano

P-cimenol Isopropil-tolueno Tomillo

Cifielo 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-hidroxil, 1,6-octaideno Limén, Albahaca
Linatol 3,7-dimetil-3-hidroxil, 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

( Morales, 2005).

5.2 Generalidades del orégano

En la Republica Mexicana aproximadamente 40 especies de plantas herbaceas
pertenecientes a cuatro familias botanicas se le conocen con el nombre de orégano.
Hablando de la uUltima especie de orégano, el orégano mexicano, la mayor parte es
obtenido en forma silvestre, que en su mayoria crece en zonas semiaridas del norte de
México (Durango, Chihuahua, Coahuila, Guanajuato, Jalisco, San Luis Potosi etc..)
aunque hoy en dia organizaciones gubernamentales mexicanas promueven su cultivo y

es obtenido por productores.



La mayoria de las especies de orégano poseen notables propiedades
medicinales, que se explican por la extraordinaria y compleja composicién quimica que
tienen estas plantas. En la practica terapéutica (herbolaria) las especies de orégano
europeas (Origanum spp) y las mexicanas (Lippia spp) se administran para las mismas
dolencias (Huerta, 2005).

5.2.1 Caracteristicas Botanicas

Las plantas de orégano mexicano se encuentran en estado silvestre (figura
1), en regiones aridas y semiaridas de, al menos, 24 estados de la republica. Sus
principales habitantes (plantas) estan en suelos generalmente pedregosos de cerros,
laderas y cafadas entre los 400 y 2000 metros de altitud, aunque se le halla en mayor
abundancia entre los 1400 y 1800 metros de altitud. En México existen: seis especies
de la familias Labiatae, tres especies de la familia de Verbenacea, una especie de la
familia Compositae, una especie de la familia Leguminoseae (Silva, 2003).

La mayor produccion de orégano para fines comerciales es la del género
Lippia, cuyas especies mas abundantes en México son Lippia berlandieri Schauer y
Lippia graveolens H.B.K. Esta produccion se concentra en los estados de Coahuila,

Durango, Guanajuato, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas.

Fig. No. 1.- Lippia berlandieri.



Estos oréganos comerciales son arbustos que alcanzan hasta 2.5 m de alto y
desarrollan en promedio 1.20 m de follaje. La planta tiene sus tallos ramificados con
gran cantidad de hojas, que constituyen la parte aprovechable. Esas hojas, de 1 a 3 cm
de largo y 0.5 a 1.5 cm. de ancho son opuestas, alternas 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
pequefas capsulas que contienen las semillas de color café, no mayores de 0.25 mm.
florece en verano, de julio a octubre, y su fruto es un tetraquenio con cada parte

ovoideay lisa, es seco y globoso (Huerta, 2005).

5.1.3 Clasificacion taxondmica

De acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas, al orégano establecido en el sur

de Chihuahua le corresponde la siguiente clasificacion (Cuadro 6).

Cuadro No. 6.- Taxonomia del orégano mexicano.

Reino Vegetal
Categoria Metaphyta
Division Tracheopyta
Subdivision| Pteropsida
Superclase | Spermathopyta
Clase Angiospermas
Subclase Dicotiledoneae
Serie Gamopetalas
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Lippia
Especie Berlandieri

(Silva, 2003).




5.2.3 Climay suelo

El cultivo del orégano tiene éxito en todos los tipos de terreno ricos en materia
organica, sueltos, siliceos arcillosos, francos, humiferos, calcareos, arcilloso-arenosos
e incluso en lugares aridos. Los mejores resultados, tanto cualitativos como

cuantitativos, se obtienen en las zonas célidas 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 ms/nm, es donde se encuentra la mayor parte del orégano, en suelos
pedregosos con pH de 7.3 a 7.6; con clima seco semicalido y precipitaciones no
mayores a los 300 mm de promedio anual en el verano; con heladas que ocurre con

frecuencia entre mediados de octubre a marzo (Silva, 2003).

5.2.4 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, antidiarréico,
tratamiento de infecciones cutaneas, antifingico, tratamiento de desdrdenes hepaticos,
diurético, antihipertensivo, remedio de desordenes menstruales, antimicrobiano,
repelente, antimalaria, antiespasmadico, tratamiento de enfermedades respiratorias, de

sifilis y gonorrea, contra la diabetes, abortivo y anestésico local (Pascual et. al., 2001).

Existen diversos estudios sobre la composiciéon quimica del orégano, usando
extractos acuosos y sus aceites esenciales. Se han identificado flavonoides como la
apigenina 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, r-cimeno, canfor, linalol, a-pineno y timol, los

cuales pueden variar de acuerdo al quimiotipo (Cuadro 7).



En extractos metanodlicos de hojas de L. graveolens se han encontrado siete

iridoides minoritarios conocidos como

loganina, secologanina, secoxiloganina,

dimetilsecologanosido, acido 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. La Figura 1 presentan las estructuras quimicas de algunos de los

compuestos principales presentes en el orégano. (Rastrelli, 1998).
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Figura No. 2.- Estructura quimica del timol y carvacrol.

Cuadro No.7.- Componentes quimicos del orégano que determinan su calidad

comercial. Analisis comparativo con dos especies extranjeras.

(

Orégano Orégano griego Orégano turco

Componentes || mexicano Lippia || Origanum vulgare, ||Origanum vulgare
berlandieri subsp. Hirtum Subsp. gracite
H Aceite 6.4% 1.5% 1.5% H
esencial

| Timol I 10.4% I 23.9% I 151% H
|carvacrol 43.7% 12.2% 9.9% ﬂ
| pcimeno | 6.4% [ 15.9% I siw H
Huerta, 2005).



5.2.5 Método de extraccién

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas por lo que
un metabolismo mas activo puede asociarse con una mayor produccion de aceites
(Wilkins, 1998). 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 de la ruta del acido mevalénico y se les clasifica en monoterpenoides y

sesquiterpenoides (Wagner, 2003).

En este aspecto existe aun controversia. Algunos autores sefalan 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 3) utilizados para la extraccion de aceites
esenciales son la destilacién con arrastre de vapor y el uso de solventes organicos. En
los ultimos afios ha crecido el interés por la extraccién supercritica y subcritica con
diéxido de carbono como solvente. Este gas es ideal, ya que no es toxico 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% (Mc Gimpsey, 1993). En cuanto a su
composicion se han logrado identificar hasta 56 compuestos, y se han encontrado
diferencias cuantitativamente significativas en so6lo 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 t-terpineno y el p-cimeno. 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.
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%).
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Figura No. 3.- sistema de arrastre por vapor convencional.

5.2.6 Actividad biologica 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 . La funcion antioxidante de diversos compuestos en los alimentos ha
atraido mucha atencion en relacion con el papel que tienen en la dieta en la prevencion

de enfermedades.

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 procesados. En
algunos estudios de especias se han aislado una amplia variedad de compuestos

antioxidantes fenolicos .



Cuadro No 8.- Actividades bioldgicas de orégano.

Actividad

Antioxidante

Origanum

Antimicrobiana || Origanum

Antiparasitica
Estrogénica

Antigenotoxica

Insecticida

(H uerta, 2005).

|

Origanum

Origanum

Orlganum

H

5.2.7 Importancia econdémica del orégano

Las perspectivas econdmicas de este recurso, a través de su proceso
agroindustrial, son muy promisorias, siempre y cuando se pueda garantizar una
produccién 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 ndcleos de poblacién

Cuyos ingresos actualmente son escasos e irregulares.

De las casi 4,000 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 que se le paga el

producto a precios infimos.



En la actualidad, se calcula que la producciéon anual de orégano en México es
de 4,000 toneladas. 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 especie. 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
produccién nacional; el 10% va al mercado doméstico y el 5% a paises europeos y
asiaticos. La aceptacion del orégano 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 a 500 dIs por
litro, debido a esto la comercializacion de éste 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).
5.2 La carnedecerdo

La carne de cerdo proviene del animal de la familia Suida, (Desrosier 1997).
La domesticacion para la alimentacion data desde cerca del afio 7000 A.C. en el Medio
Oriente, sin embargo, existen evidencia de que el hombre de la Edad de Piedra comia
carne de jabali, el antepasado de los cerdos de hoy, y la receta de cocina, para carne
de cerdo, mas antigua que se ha preservado hasta la actualidad proviene de la China'y

tiene por lo menos 2,000 afios de existencia (Anonimo?, 2003).



5.3.1 Producciony consumo

La carne de cerdo es la mas versatil, ya que aparecen en muchas formas
como: carne fresca, curada, enlatada y en una gran variedad de subproductos. La
parte magra del cerdo es buena fuente de proteinas de alta calidad, fésforo y hierro,
(Desrosier, 1997). En la dieta humana es esencial el consumo de las carnes, esto por
su alto valor proteico ( a.a. esenciales que componen la proteina) para la formacion y
reparacion de tejido, principalmente en la adolescencia hasta la etapa adulta, (Mérales
2005).

Segun las estimaciones de la FAO, la produccion mundial de la carne de
cerdo aumentd en 2004 en un 2,4 por ciento, a poco mas de 100 millones de
toneladas, sostenida por el alza de sus precios y el retroceso de los precios de los

piensos en la ultima parte del afio.

Aunque los paises en desarrollo representaron mas del 60 por ciento de la
produccién mundial de carne de cerdo en 2004, un 53 por ciento mas que hace un
decenio, se estima que el consumo anual por habitante se mantendra en un nivel bajo
de 12,3 kg comparado con una media de 30 kg de los paises desarrollados (Cuadro 9),
(Rome, 2004).



Cuadro No. 9.- Estadistica mundial sobre la carne de cerdo.

2003 ¢ Sim prelim.
H M(millones de toneladas)H
IPRODUCCION |253,1/257,9 [264,3 |
ICarne de ave 76,0 |[77,2 |[79,9 |
ICarne de cerdo 98,6 |100,9 [103,6 |
ICarne bovina l61,4 |62,2 (630 |
ICarne ovinay caprina (12,3 12,6 12,9 |
HOtras carnes M49 ||5,0 MSO H
IEXPORTACIONES 19,5 [19,1 |[19,7 |
HCarne de ave MSZ ||7,9 M82 H
ICarne de cerdo 143 |45 |46 H
HCarne bovina MGl ||5,7 M60 H
ICarne ovinay caprina (0,7 |[0,7 (0,8 |
HOtras carnes MO3 ||0,3 MOB H
| |(kg/per capita) |
ICONSUMO PER CAPITA||40,3 |[40,6 (41,6 |
HCarne de ave HlZ,l ||12,1 H12,6 H
ICarne de cerdo |15,7 |15,9 [16,3 |
|Carne bovina 9,8 9,8 9,9 H
ICarne ovinay caprina (1,9 2,0 2,0 |
HOtras carnes MOS ||0,8 MOS H

(Rome, 2004).

Las exportaciones y consumo percapita, Incluyen la carne fresca, refrigerada,
congelada preparada enlatada, equivalente del peso en canal; excluye los animales

Vivos, las menudencias y el comercio.



5.3.2 Microbiologia de la carne de cerdo

Después del sacrificio y evisceracion del animal, la carne conserva las
caracteristicas microbianas que posee antes del sacrificio. La superficie del animal esta
contaminada por microorganismos procedentes del agua, suelo, aire, etc; mientras que
el musculo esquelético normalmente carece de microorganismos. En el intestino, sin
embargo, existe un nimero extraordinariamente grande de microorganismos y es de

esperar que alguno de ellos alcance la superficie a tratar.

Por otra parte algunos animales aparentemente sanos, pueden albergar ciertos
microorganismos en el vaso, higado, rifiones, etc, | que pueden llegar al musculo por el
sistema circulatorio. El destino de los microorganismos depende de diversos factores
ambientales, como su capacidad de utilizar a bajas temperaturas el sustrato carne, rico
en proteinas y pobre en hidratos de carbono. Ademas la elevada tension de oxigeno y
gran humedad existentes en la superficie de la carne que imponen condiciones para
que se desarrollen determinados microorganismos. Por estas razones los géneros

Pseudomonas y Achromobacter son los que comunmente se encuentran en la carne.

La mayoria de las bacterias, incluyendo las perjudiciales para la carne, poseen
necesidades nutritivas. La carne constituye una fuente rica en la variedad de
nutrientes, y por lo tanto un excelente medio de cultivo para el desarrollo para una gran
cantidad de bacterias, entre ellas en la carne de cerdo algunos patégenos, como:
Escherichia coli, Salmonella, Sthaphylococcus aureus y Lysteria monocitégenes,
(Anonimo?, 2003).

El primer indicio que se percibe en la carne fresca cuando existe alteracion, es
la presencia de olores desagradables, perceptibles a concentraciones de 10’
UFC/cm™ de microorganismos seguido de la alteracion del pH, produccién de
amoniaco, aminas, asi como el aumento de la ufc y la aparicién de mucilago en la parte

de la superficie de la carne (Mossel, 1985).



5.4 Factores que favorecen el desarrollo microbiano

5.4.1 El pH

En general, la presencia de &cidos en el alimento produce una dréastica
reduccién de la supervivencia de los microorganismos. Los acidos fuertes (inorganicos)
producen una rapida bajada del pH externo, aunque su presencia en la mayoria de los

alimentos es inaceptable.

Los &cidos organicos débiles son mas efectivos que los inorganicos en la
acidificacion del medio intracelular se supone que esto ocurre porque 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 enzimética. La accion del pH sobre el crecimiento de los microorganismos se
puede situar a 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 de mantenimiento y, a

una velocidad variable segun las especies, se produce la muerte celular.

Dentro de las bacterias patégenas, los microorganismos de los genero Vibrio y
Clostridium son mas sensibles a las variaciones de pH que la mayor parte de las
demés bacterias, mientras que E. coli, Salmonella y Sthaphylococcus son mas

resistentes (Adams et. al., 1997).



5.4.2 La temperatura

Este es uno de los valores mas importantes que actian sobre el crecimiento de
los microorganismos y que tiene una aplicacion casi generalizada en la conservacion
de los productos frescos y también congelados. La mayor parte 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 esta muy limitado, pero la actividad metabdlica puede ser muy significativa
(Jay, 1973).

Los microorganismos se clasifican en funcidbn de la temperatura en tres

grandes grupos:

Los psicrotrofos o psicréfilos. 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 mesdfilos. Estos gérmenes se multiplican a temperaturas entre 20 y 45°C con un
Optimo crecimiento de 37°C. Sus tasas de crecimiento son elevadas y la duracion de su
proliferacién relativamente corta. Se encuentra en alimentos almacenados a

temperatura ambiente o en alimentos refrigerados en los que se ha roto la cadena fria.

Los termofilos. Son microorganismos capaces de desarrollarse a temperaturas
elevadas, entre 45 y 65°C con un Optimo de 55°C. Se caracterizan por una tasa de
crecimiento muy elevado pero con una duracién corta. Los termdfilos suelen

encontrarse en el agua, aire y suelo (Adams et. al., 1997).



5.4.3 Potencial de 6xido-reduccién

Los microorganismos se clasifican en funcion de sus exigencias en oxigeno y/o

en la toxicidad del mismo. Tradicionalmente se distinguen:

Los anaerobios 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 peroxido de hidrégeno.

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

son catalasa positivos.

Los anaerobios estrictos y los microerofilos poseen obligatoriamente un
metabolismo fermentativo, son catalasa negativos e inactivados de forma variable por

la presencia de oxigeno (Adams et. al., 1997).

5.4.4 Actividad de Agua

El agua es utiliza 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 monémeros necesarios para la sintesis microbiana y para las
reacciones energéticas. Los alimentos con a, baja (0.61-0.85) las alteraciones
microbianas mas frecuentes son producidas por mohos. Las bacterias se ven inhibidas
a estos valores.Toda disminucion de la a, afecta el crecimiento bacteriano; la mayor
parte de las bacterias tienen un crecimiento 6ptimo 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 a, baja a 0.90
(ICMSF, 2000).



5.4.5 Composiciéon general del medio

Los microorganismos necesitan agua, una fuente de energia, nitrogeno, 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 mediada su potencial de
oxido-reduccion. El contenido de azlcares de un zumo de fruta dado permite el
crecimiento exuberante de levaduras, y la supremacia de la flora lactica de la leche
esta en funcidn, por lo menos en parte de la riqueza de los factores de crecimiento

indispensable (Jay, 1973).

5.5 Patogenos presentes en la carne de cerdo

5.5.1 Escherichia coli

Este organismo patégeno es un bacilo corto flagelado con movimiento, Gram.
negativo, catalasa-positivo, oxidasa-negativo anaerobio facultativo, no esporégeno
(cuadro 10),. Patogeno relacionado con enfermedades transmitidas por alimento
cuatro etipos principales dentro de las cuales se encuentra Escherichia coli
enteropatégena (EPEC), Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) y Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), Ila
enterohemorragica presenta un rango 6ptimo de crecimiento un poco menor que las
demas especies, siendo esta la mas dafina. Bacteria de facil crecimiento y se

encuentra distribuida en los animales, asi como en vegetales y el agua.



Cuadro No. 10.- Caracteristicas de Escherichia coli.

Reino Procariotae

Orden Eubacteriales

Familia Enterobacrobacteriaceae
Genero Escherichia

Generalmente este microorganismo lo podemos encontrar en la flora normal
del hombre como de la mayoria de los alimento, por eso es considerado “germen
indicador de contaminacion fecal” al encontrarse, ya sea en el agua, alimentos o en el
aire. Las condiciones que requiere este microorganismo son temperaturas de 7 — 10
°C; con una temperatura optima de 37 °C, un pH de 4.4 — 9; con una optima de 6.7
con una actividad minima de agua de 0.95 y optima de 0.995 (I.C.M.S.F., 1996).

5.5.2 Sthaphylococcus aureus

Microorganismo, Gram.- positivo y catalasa-positivo, oxidasa negativa, Yy
anaerobios facultativo (Cuadro 11). La forma de cocos tiende a ser de tamafio mucho
mas uniforme que los otros tipos morfolégicos de Bacterias tienen un diametro
aproximado de 1 um tipicamente son casi perfectos en su forma esférica. bacterias no
motiles, no forman esporas, pilis ni flagelos, no parecen tener capsulas excepto en el

caso de variedades mucoides raras son aerobios y anaerobios (Lucero 1997).

Cuadro No. 11.- Caracteristicas de Sthaphylococcus aureus.

Reino Procariotae

Orden Micrococales

Familia Micrococcacea

Genero Sthaphylococcus 6 Micrococcus




Este microorganismo tiene la capacidad para fermentar la glucosa se puede
utilizar para diferenciarlos del género micrococcus que es estrictamente respiratorio,
microorganismo oportunista omnipresente, encontrandose en la mucosa y en la piel de
la mayoria de los animales de sangre caliente. Tiene una multiplicacion eficiente en

aerobiosis, tolerante a bajas concentraciones de actividad de agua.

Los sintomas predominantes son vémito, dolor de estomago, deshidratacion y
en algunos casos postracion, la intoxicacion estafilococcica tiene un periodo de

curacion de 1 a 2 dias.

Las condicione que requiere este microorganismo para su metabolismo es una
temperatura de 6-46 °C, con una optima de 37°C, un pH de 4-9.8; con el optimo de 6-7,
Na Cl de 6-7 %; con el optimo de 0 %, actividad de agua de 0.83 -> 0.99; optimo de
0.99 ( Bourgeois et. al., 1995).



CAPITULO VI

METODOLOGIA

La metodologia utilizada en el presente trabajo fue realizada mediante la
estructuracion de dos etapas, con la finalidad de obtener resultados preeliminares en
la primera y posteriormente aplicarlo en la segunda, utilizando condiciones optimas de

laboratorio para la experimentacion realizada como a continuacion se desarrolla.

6.1 ETAPA 1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana contra mesoéfilos

aerobios

6.1.1 Obtencion del aceite esencial de orégano

El aceite esencial de orégano utilizado, se compone de cinco 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, cinco fracciones, con diferentes concentraciones de timol y carvacrol (Cuadro No.
12), el cual fue proporcionado por el Centro de Investigacion para los Recursos
Naturales (CIRENA) ubicado en Salaices, Chihuahua.

Cuadro No. 12.- Composicion de las fracciones de timol-carvacrol .

Fraccion Concentracion (%)
Carvacrol Timol
1 81 % 3%
2 82 % 4 %
3 6 % 77 %
4 23 % 48 %
5 26 % 58 %




6.1.2 Valoracion de la actividad antimicrobiana

A fin de evaluar la capacidad inhibitoria de las cinco fracciones de aceite
esencial obtenidas, se procedié a la aplicacibn en carne fresca para su posterior
almacenamiento bajo condiciones de ambiente y de refrigeracion. La evaluaciéon se dio
en funcién al tiempo de desarrollo microbiano siguiendo los procedimientos que a

continuacion se describen:

6.1.2.1 Preparacion de las muestras de carne y conteo de mesofilos

aerobios

Se evaluaron muestras de carne de cerdo, las cuales fueron adquiridas bajo
condiciones controladas en establecimientos de la ciudad de Saltillo, Coahuila. La
carne fue pesada y adicionada con el aceite esencial a concentraciones de 0.05, 0.10
y 0.15 % de las fracciones obtenidas con diferentes proporciones de timol y carvacrol,
componentes activos, usando como vehiculo aceite vegetal. Posteriormente fueron
almacenadas bajo condiciones de refrigeracion (4° C) y temperatura ambiente (30° C)
para su evaluacion en funcion al contenido de flora contaminante, a intervalos de O,
24, 72 y 120 hrs de almacenamiento. El método utilizado para la cuenta total de
mesdfilos fue el propuesto por la AOAC 1993.

Los resultados arrojados del conteo de mesofilos aerobios fueron analizados
estadisticamente a través de un analisis de varianza y de t- student a fin de establecer
tanto la fraccibn como la concentracion a la cual se presenta la mayor inhibicion del

desarrollo microbiano.



6.2 ETAPA 2. Evaluacién de la actividad antimicrobiana en patégenos

6.2.1 Viabilizacion de cepas patogenas

Las cepas empleadas fueron cultivos puros, con los que se trabajaron en
investigaciones anteriores en la misma Universidad, dichas cepas fueron
proporcionados por el laboratorio de microbiologia de la Universidad Autbnoma de
Coahuila.

Las cepas de E. Coli y Sthapylococcus aureus. se viabilizaron mediante caldos
de enriquecimiento (TSB), posteriormente fueron incubadas a 35° C durante 24 hrs.
para después sembrase en agar selectivos, Mac CONKEY-agar para Escherichia coli y
CHAPMAN-Agar para Sthapylococcus aureus. Posteriormente se llevdo a cabo un
estudio de su morfologia colonial macroscépica y se tomdé muestra para frotis y

observacion microscépica, mediante tincion de gram presentada en la figura 4.

Escherichia coli Sthaphylococcus aureus

Figura No. 4.- Muestras de tincion de gram de patogenos inoculadas.



6.2.2 Inoculacion de la carne con E. coli, y S. aureus

Una vez determinado la fraccion del aceite esencial; con la mayor actividad
antimicrobiana se continua con la inoculacién de las cepas patdgenas, sobre las
muestras de carne de cerdo por duplicado, siendo el inoculo promedio de 6x 10°
ufc/ml, previamente adicionadas con la fracciones 3 y 4 a concentraciones de 0.10,
0.15 y 20 % cada una, almacenandose en refrigeracion (4° C), para su posterior
monitoreo en funcion al desarrollo microbiano a las 0, 24, 72 y 120 hrs. Mediante las
técnicas propuestas por el AOAC 1993 para los casos de E. coli, y a Sthaphylococcus

aureus.

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

microorganismo en estudio.



CAPITULO VII

RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 ETAPA 1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana.

7.1.1 Determinacién de la fraccion timol carvacrol con mejor
actividad

antimicrobiana en carne del cerdo

Se aplicaron las cinco fracciones del aceite esencial, conteniendo diferentes
proporciones timol-carvacrol en la carne de cerdo a fin de probar su actividad
antimicrobiana contra mesofilos aerobios contaminantes de la misma carne.Los
resultados obtenidos en la cuenta de mesdfilos aerobios bajo condiciones de
refrigeracion muestran; el cambio en el conteo inicial, tomado al conteo en el tiempo
cero, como punto de partida mostrado en el Cuadro 13 donde es posible observar los
incrementos y decrementos en el conteo microbiano en presencia de cada una de las
fracciones aplicadas reflejando el efecto inhibitorio sobre los mismos. Los resultados se

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

7.1.2 Determinacion de lafraccion y concentracion del aceite esencial
con mejor actividad antimicrobiana en la carne en condiciones de

refrigeracion.

A fin de determinar la Optima fraccion y concentracion del aceite esencial de
orégano que produzca la mayor inhibicion del crecimiento poblacional de flora aerobia
contaminante en carnes de cerdo, bajo condiciones de refrigeracion, se procedié a
calcular el cambio en funcion a dicho pardmetro, el cual es presentado en la tabla 13

como el ANOVA de las medias del A de crecimiento microbiano *10° (p< 0.05).



Cuadro No. 13 .- Medias del A del crecimiento microbiano *10° ufc/ml bajo
condiciones de refrigeracion.

Fraccion | Concentracion Tiempo ( hrs).
%

0 24 72 120
1 0.00 0.0 3.35 8.95 45.05
1 0.05 0.0 21.30 12.45 24.65
1 0.10 0.0 -3.95 15.95 22.35
1 0.15 0.0 4.55 35.15 34.85
2 0.00 0.0 106.50 | 382.60 | 88.60
2 0.05 0.0 64.35 | 279.05| 75.10
2 0.10 0.0 -6.40 | -12.20 | 52.60
2 0.15 0.0 -21.60 | -6.50 | 30.10
3 0.00 0.0 30.50 | 105.60 | 47.60
3 0.05 0.0 35.10 | 18.95 | 52.60
3 0.10 0.0 12.80 | 31.30 -4.20
3 0.15 0.0 -26.60 | -13.80 | -28.20
4 0.00 0.0 12.10 | 138.90| -0.70
4 0.05 0.0 -1.65 70.20 | -14.40
4 0.10 0.0 -17.55 | 47.85 | -23.80
4 0.15 0.0 -28.20 | 20.65 | -27.50
5 0.00 0.0 123.55 | 107.05 | -130.00
5 0.05 0.0 42.05 | 86.95 | -18.90
5 0.10 0.0 15.80 | 63.00 | -22.90
5 0.15 0.0 -9.75 | 37.85 | -33.60
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Fig. 5 Crecimiento microbiano de las fracciones 1, 2, 3,
4y 5 en funcién concentracion (0.0, 0.05, 0.10y 0.15 %) aplicadas.

En base al estudios del efecto de la fraccion por concentracion se puede
observar que las muestras tratadas con la fraccion uno no presentaron diferencias
entre si a las diferentes concentraciones de 0.0,0.05, 0.15, presentando niveles

estadisticamente menores para el tratamiento al 10%.

Por oto lado para las fracciones restantes se puede apreciar que a mayor
concentracion el crecimiento microbiano es menor, teniendo que para los conteos para
las muestras al 0.00% son siempre superiores al resto de los tratamientos y que las
muestras adicionadas al 15% son en las que se observa un menor conteo de flora
aerobia teniendo que para las fracciones tres cuatro y cinco, los niveles de u.f.c.
detectados son negativos, lo que indica que la carga microbiana decreci6 a niveles por
debajo de las iniciales y que es la fraccién tres la que presenta la maxima inhibicion de
acuerdo a los resultados arrojados por el analisis de varianza realizado (p< 0.05),
seguida de la fraccion cuatro que es similar a esta y posteriormente por la cinco que es

similar a la cuatro, pero mayor que la tres.
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Fig. 6 Crecimiento microbiano de las fracciones 1, 2,
3,4y5 enfuncion al tiempo (0, 24, 72, y 120 hrs) de almacenamiento.

La figura 6 muestra el efecto inhibitorio de cada una de las fracciones
aplicadas a las carnes en funcion al tiempo Donde es posible observar que la muestra
con la fraccion dos es la que tiene el mayor incremento en el conteo de la flora
aerobia a las 72 hrs., siendo este un dato estadisticamente significativo (p<0.05)asi
mismo los tiempos de 24 y 120 hrs. presentan cuentas microbianas estadisticamente
mas elevadas que los respectivos correspondientes a las demas fracciones, por tanto
es posible citar que esta fraccion es la que resulta de menor utilidad para los fines

pretendidos.

En contraste se encuentra la fraccion 4 en donde es posible apreciar que los
niveles alcanzados las 24 hrs. de contacto son menores que el conteo inicial, sin tener
significancia estadistica, asi como a las 120 hrs. donde los niveles alcanzados son
inferiores al conteo en el tiempo 0, presentando significancia (p<0.05) a los observados
por las muestras tratadas con las fracciones restantes (p<0.05), salvo la fraccion 1, la
cual a dicho tiempo es estadisticamente inferior, presentando un incremento continuo
desde el tiempo O hasta las 120 hrs., en contraste con la fracciébn en cuestion la cual
continua en decremento a las 120 hrs., superando Unicamente por las fracciones cuatro
y cinco, anteriormente analizadas que presenta el minimo conteo de todos los
tratamientos a este tiempo, pero que muestra elevados conteos a las 24 y 72 hrs. de

tratamiento.



En funcién a lo anterior es posible citar a la fraccion tres y cuatro como las
optimas ya que no solamente disminuyen significativamente el conteo microbiano sino
también lo hacen de una manera uniforme.
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Fig. 7 Crecimiento microbiano de las concentraciones
(0.0, 0.05, 0.10 y 0.15 %) en funcion al tiempo (0, 24, 72,y 120 hrs)

de almacenamiento.

En la figura 7 es posible apreciar el efecto ejercido por la concentracién sobre
el conteo microbiano en funcién al tiempo, donde muestra que el testigo tuvo un
incremento continuo en el conteo microbiano para luego tener un decaimiento en a las
120 hrs. teniendo que el valor obtenido es estadisticamente mayor al tiempo 0, para la
concentracion de 0.05% Se muestra un comportamiento similar al de la muestra
testigo, pero con conteos microbianos estadisticamente inferiores a los observados en

el testigo.

Por otro lado sobresalen los conteos obtenidos con las concentraciones de
0.10 y 0.15%, los cuales al ser analizados estadisticamente no presentan diferencia
entre si desde el tiempo 0, hasta las 120 hrs. salvo el tratado al 0.15% el cual es

estadisticamente inferior al nivel presentado en el tiempo cero.



7.1.3 Determinacion de lafracciény concentracion del aceite esencial
con mejor actividad antimicrobiana en la carne en condiciones de
ambiente.

Con el fin e obtener la fraccion y concentracién éptima de aceite esencial de
orégano que alcance una mayor actividad inhibitoria en el crecimiento poblacional de
flora aerobia contaminante en la carne de cerdo, bajo condiciones de ambiente, se
procedié a calcular el cambio de la flora contaminante en funcion a dicho parametro, el
cual es presentado en el cuadro 14 como el ANOVA de las medias del A de

crecimiento microbiano *10 * (p< 0.05).



Cuadro 14 .- Medias del log 10 del A del crecimiento microbiano *10 * ufc/ml

bajo condiciones ambientales.

Fraccion | Concentracion Tiempo( hrs)

% 0 24 72 120
1 0.00 0.00 5.67 571 5.81
1 0.05 0.00 5.41 5.12 5.56
1 0.10 0.00 5.33 5.40 5.59
1 0.15 0.00 4.98 5.37 5.28
2 0.00 0.00 7.79 9.79 9.23
2 0.05 0.00 7.77 9.57 9.14
2 0.10 0.00 7.75 9.53 9.18
2 0.15 0.00 7.78 9.46 9.23
3 0.00 0.00 7.79 9.25 9.75
3 0.05 0.00 7.63 9.23 9.07
3 0.10 0.00 7.51 9.34 9.07
3 0.15 0.00 7.58 9.01 9.27
4 0.00 0.00 6.77 6.82 8.36
4 0.05 0.00 6.45 6.41 8.21
4 0.10 0.00 6.42 6.09 8.22
4 0.15 0.00 6.17 5.96 8.00
5 0.00 0.0 6.38 6.48 8.51
5 0.05 0.00 6.25 6.20 8.25
5 0.10 0.00 6.22 6.03 7.84
5 0.15 0.00 5.80 5.88 7.74
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Fig. 8 Crecimiento microbiano de las fracciones 1, 2, 3, 4
y 5en funcién al concentracion (0.0, 0.05, 0.10y 0.15 %) aplicada.

En la figura 8 se aprecia de acuerdo al andlisis de la t-student que se
presenta en anexos el efecto que ejerce cada una de las fracciones en funcion a la
concentracion aplicadas en las muestras de carne.

Las fracciones tres y dos respectivamente son estadisticamente similares, sin
tener significancia para este caso por ser los que presentan los niveles mas altos en
ufc aerobias contaminantes, con ligeras diferencias a la concentracion de 0.05, 0.10, y
0.15 %. sin tener significancia para tal propésito. Por otro lado en las fracciones cuatro
y cinco se aprecia estadisticamente similitud en el comportamiento en las diferentes
concentraciones, con minima diferencia estadistica a la concentracion de 0.10 y 0.15
% que demuestran constancia en la inhibicibn en las muestras aplicadas con aceite
esencial y los mas bajos indices de crecimiento son inferiores a la cuenta a las
concentraciones de 0.00 y 0.05 con significancia estadistica (p< 0.05), ya que como se
observa los indices de la flora son inferiores a las fracciones antes mencionadas,
siendo las fracciones mas favorable para este caso la fraccion uno que presenta una
los valores en ufc mas bajos, en concentraciones de 0.15 % inferiores al resto de las
concentraciones, presentando una significancia estadistica de (p< 0.05), se puede
especificar por lo anterior que la fraccion optima para condiciones de ambiente la
fraccion uno a la concentracion de 15% es la mas adecuada para este fin de acuerdo

al analisis estadistico a que fueron sometidos los datos.
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Fig. 9 Grafica de crecimiento microbiano de las fracciones 1, 2, 3, 4
y 5 en funcién al tiempo (0, 24, 72, y 120 hrs) de almacenamiento.

En la figura 9 es posible apreciar que las fracciones dos y tres presentan un
comportamiento similar en cuanto al conteo de flora aerobia, teniendo que los
maximos se presentan a las 72 hrs. de contacto con la fraccion dos seguido por las 120
hr. 120 hrs. con la fraccion 3.

Las fracciones 4 y 5 presentan conteos similares entre si (p<0.05),
observandose un marcado incremento a las 24 hrs. seguido por las 72 hrs. de contacto
donde el incremento no es significativo para la fraccion 5, alcanzar su maximo a las
120 hrs. en donde se alcanza el maximo nivel pero este es estadisticamente menor
gue los alcanzados por las fracciones dos y tres.

En contraste, la fraccion uno representa niveles mas bajos de todos los

tratamientos aun alas 72 y 120 hrs. de contacto.
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Fig. 10 Crecimiento microbiano de las concentraciones
(0.0,0.05,0.10 y 0.15 %) en funcién al tiempo (0, 24, 72,y 120 hrs)
de almacenamiento.

En la figura 10 se presenta el efecto de la concentracion en funcion al tiempo
observandose una relacion directamente proporcional en los incrementos de la cuenta
de mesofilos aerobios con respecto al tiempo e inversamente proporcional con
respecto a la concentracion del inhibidor, teniendo asi que al 0.15% se obtienen los
menores conteos, para todos los tiempos en cuestién ( p< 0.05). como lo muestran las

tablas del andlisis de t-student que se expone en la seccién de anexos.



7.2 Etapa 2 Evaluacién da la actividad antimicrobiana frente alas bacterias

patégenas

7.2.1 Determinacion de la concentracion optima del aceite esencial con
mejor actividad antimicrobiana ante Escherichia coli en lacarne de cerdo en

condiciones de refrigeracion

Con la finalidad de probar el efecto inhibitorio ejercido por las fracciones 3y 4,
detectadas como mejores en el estudio anterior, se procedi6 a valorar el efecto ejercido
por las mismas a diferentes concentraciones sobre carnes de cerdo inoculadas con una
cepa de E. coli manteniendo las muestras en condiciones de refrigeracion (4°C), a fin
de realizar el conteo de la flora contaminante en funcién al tiempo en medios selectivos
para dicho fin, reportando los resultados como las medias del A de crecimiento

microbiano *10 * (p< 0.05 ), presentadas en el cuadro 15.



Cuadro No.15.-

Medias de A del crecimiento microbiano de Escherichia coli.

Sobre carnes de cerdo con y sin adicion de antimicrobiano natural

Fraccion. Concentracion. Tiempo. Mo. de Mo. De A
UFC
3 0.00 0 231000 -0.00
3 0.00 24 252800 2.18
3 0.00 72 284750 5.37
3 0.00 120 314850 8.38
3 0.10 0 231000 0.00
3 0.10 24 151500 -7.95
3 0.10 72 120000 -11.10
3 0.10 120 402000 -2.80
3 0.15 0 231000 -0.00
3 0.15 24 47150 -18.38
3 0.15 72 166500 -6.45
3 0.15 120 111000 -12.00
3 0.20 0 231000 0.00
3 0.20 24 72000 -15.90
3 0.20 72 163500 -6.75
3 0.20 120 148500 -8.25
4 0.00 0 231000 0.00
4 0.00 24 252800 2.18
4 0.00 72 284750 5.37
4 0.00 120 314850 8.38
4 0.10 0 231000 0.00
4 0.10 24 137000 -9.40
4 0.10 72 223500 -2.10
4 0.10 120 149000 -8.20
4 0.15 0 231000 -0.00
4 0.15 24 85500 -14.55
4 0.15 72 132000 -9.90
4 0.15 120 111000 -12.00
4 0.20 0 231000 0.00
4 0.20 24 93000 -13.80
4 0.20 72 213000 -3.10
4 0.20 120 -5.55

175500
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Fig. 11 Crecimiento de Escherichia coli en Funcion
a las fracciones ( 3y 4) y concentraciones (0.0, 0.10, 0.15 y 0.20 %).

Como se puede apreciar en la figura 11 y de acuerdo al analisis estadisticos
t-student (p< 0.05) realizado, es posible apreciar el decremento en el conteo de E.coli
en funcion a la concentracion aplicada, sin presentar diferencias significativas entre las
fracciones en cuestion, sin ser asi para las concentraciones, presentandose que el
maximo nivel alcanzado, fue al aplicar la concentracion de 0.15%, observandose que
estos resultados son estadisticamente similares a los obtenidos al aplicar
concentraciones de 0.20%, y el menor efecto inhibitorio fue el presentado por la
concentracion de 0.10%, el cual es también similar a lo presentado al 0.20%. Es
posible citar también que los conteos presentados después del contacto con los

inhibidores se encuentran por debajo de los niveles iniciales.
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Fig. 12 Crecimiento de E coli en funcién a las
concentraciones (0.0, 0.10, 0.15, 0.20) y tiempos.

En la figura 12 se aprecia que el mayor efecto inhibitorio se presenta con las
concentraciones de 0.15 y 0.20% a las 24 hrs, estadisticamente superior (t — student p
< 0.05) al efecto alcanzado por las mismas concentraciones a las 72 y 120 hrs, y mayor
también al efecto de la concentracion de 0.10% en los tres tiempos referidos. Como era
de esperarse, los mayores incrementos positivos en la poblacion del microorganismo
evaluado se presentan en los tres tiempos evaluados con una concentracion del 0%,

como lo muestra el cuadro respectivo que se localiza en la seccion de anexos.

Los resultados obtenidos muestran lo contrario a la investigacion realizada en
la carne de res, que de acuerdo a los datos estadisticos, presenta una minima

susceptibilidad ante el patégeno a las diferentes concentraciones del aceite esencial.



7.2.2 Determinacion de la concentracion optima del aceite esencial
con mejor actividad antimicrobiana ante Sthaphylococcus aureus en lacarne
de cerdo en condiciones de refrigeracion

Con la finalidad de definir la concentracion éptima de las fracciones 3 y 4 de
aceite esencial de orégano que alcanzara mayor actividad inhibitoria en el crecimiento
poblacional de flora patégena contaminante (Sthaphylococcus aureus) en la carne de
cerdo, bajo condiciones de refrigeracion, se procedi a la determinacion de los cambios
en la poblacion de la flora contaminante patégena en funcién a dicho parametro, el cual
es presentado en el cuadro 16 como el resultado del ANOVA de las medias del A de

crecimiento microbiano *10 2 (p< 0.05).



Cuadro No.

16.- Medias del

A del

crecimiento microbiano de

Sthaphylococcus aureus en carnes de cerdo con y sin adicion de antimicrobianos.

Fraccion. Concentracion. Tiempo. Mo. de Mo. de A
UFC
3 0.00 0 4300 0.0000
3 0.00 24 2800 35.0000
3 0.00 72 16200 119.0000
3 0.00 120 24450 201.5000
3 0.10 0 4300 -0.0000
3 0.10 24 2300 -20.0000
3 0.10 72 2700 -16.0000
3 0.10 120 2600 -17.0000
3 0.15 0 4300 0.0000
3 0.15 24 650 -36.5000
3 0.15 72 2350 -19.5000
3 0.15 120 1950 -23.5000
3 0.20 0 4300 0.0000
3 0.20 24 1900 -24.0000
3 0.20 72 3600 -7.0000
3 0.20 120 2400 -19.0000
4 0.00 0 5000 -0.0000
4 0.00 24 9250 35.0000
4 0.00 72 18050 119.0000
4 0.00 120 25900 201.5000
4 0.10 0 4300 -0.0000
4 0.10 24 2150 -21.5000
4 0.10 72 4050 -2.5000
4 0.10 120 0 -43.0000
4 0.15 0 4300 0.0000
4 0.15 24 2050 -22.5000
4 0.15 72 3550 -7.5000
4 0.15 120 0 -43.0000
4 0.20 0 4300 0.0000
4 0.20 24 2550 -17.5000
4 0.20 72 5050 -0.5000
4 0.20 120 0 -42.9950
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Fig. 13 Crecimiento de Sthaphylococcus aureus
en funcién a las fracciones ( 3y 4) y concentraciones
(0.0, 0.10, 0.15y 0.20 %).

En la figura 13, se observa que el efecto del agente antimicrobiano aplicado en
los tratamientos para ambas fracciones y para todas las concentraciones no presentan
diferencia significativa entre si (p<0.05), pero existe una gran diferencia significativa al
compararse con los testigos (p<0.05), lo que dilucida la existencia de inhibiciébn a
concentraciones de 0.10, 0.15y 0.20 % para ambas fracciones, representada por los
bajos niveles de proliferacién de la flora patégena interpretada como A de crecimiento
por 10? ufc/ml. Se determina entonces que, para las dos fracciones, el efecto inhibidor

para el caso de Sthaphylococcus resulta positivo en los tratamientos probados en
condiciones de refrigeracion.

Cabe resaltar que en investigaciones ya realizadas para estos patégenos, los
datos obtenidos resaltan un dato estadistico interesante, ya que, en comparacion con
el crecimiento de la flora patégena en la carne de cerdo donde existe disminucién
constante, en la carne de res se incrementa constantemente mostrando una actividad

inhibitoria decreciente.
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Fig. 14 Crecimiento Sthaphylococcus aureus
en funcién a las foncentraciones (0.0, 0.10,0.15y 0.20) y
tiempos (0, 24,72y 120 hrs.).

La figura 14 presenta resultados de la inhibicion del crecimiento de St. aureus
en funcidn a la concentracion de inhibidor a través del tiempo. Se puede observar que
la mejor inhibicién se consiguid a las 120 horas en todas las concentraciones, sin que
se presentara entre estas diferencia significativa (p<0.05). El siguiente mejor tiempo de
inhibicion fue el de 24 hrs, pero no presenta diferencias muy grandes (p<0.05) al
contrastarlo con el de 72 hrs, y el estadistico con el que se evaluaron lo prueba. Para el
tiempo Ohrs, donde no se presentd ni reduccion ni aumento poblacional, no existe
diferencia significativa (p<0.05) para las concentraciones entre si, pero la diferencia es
estadisticamente marcada (p<0.05) con los demés tiempos de contacto. Para los
testigos, el crecimiento poblacional fue directamente proporcional al tiempo en sentido

positivo, presentando alta diferencia significativa (p<0.05) contra todos los tratamientos.

Se aprecia que los cultivos de St. aureus tratados con antimicrobiano a las
diferentes concentraciones (0.10, 0.15, 0.20%) demuestran un resultado muy positivo,
demostrando inhibicion de acuerdo a los A crecimiento observados, evidenciando que

St. aureus no es resistente ante las concentraciones empleadas.



Los resultados aqui obtenidos resultan contrastantes con lo respecto a los
obtenidos en investigaciones con carne de res, donde no se encontraron diferencias
significativas pues los niveles de UFC presentados en los tratamientos son superiores
a los de los tiempos cero; y con la carne de cerdo llegaron a niveles muy inferiores a

los de las cuentas iniciales.



CAPITULO ViII

CONCLUSIONES

Con el presente trabajo y las investigaciones previas a lo elaborado, se
puede decir que el extracto vegetal extraida de la hoja del orégano (Lippia
berlandieri) posee un poder antimicrobiano, ya que el comportamiento de la flora
contaminante ( Mesdéfilos aerobios ) y patdgena (Escherichia coli y Sthaphylococcus
aureus), que se obtuvieron muy buenos resultados, pero lo mas importante es que
inhibe el crecimiento de patégenos, por lo cual podemos determinar que las fracciones
optimas para este caso resultaron ser, la “ cuatro” como la mejor seguida de la “tres”
respectivamente, ya que en la cuenta de mesofilos aerobios fueron las que resultaron
optimas, a una concentracion del 0.15%, seguida de la concentraciéon de 0.10 %.
Estos aplicados en la flora patégena de la carne de cerdo, ya mencionada con un
aumento en uno de los tratamientos de a una concentracion de 0.20%, de acuerdo a
las recomendaciones realizadas en investigaciones anteriores, aplicado en la carne de

res .

La dosis minima inhibitoria optima resulto ser la concentracién de 0.15 %,
para las dos fracciones seguida de la concentracion de 0.20%, y la fraccion optima
resulto ser la cuatro seguida de la tres, para la flora contaminante patdgena,
demostrado en los resultados obtenidos mediante el analisis estadisticos a que se
sometieron los tratamientos de carne de cerdo, obteniendo resultados estadisticamente
significativos para la investigacion realizada. Por tal motivo se puede decir que el
aceite esencial se encuentra dentro de un area de oportunidad, tanto por su uso
tradicional como su uso en el area industrial, esto debido a la actitud que estan
tomando los consumidores en la adquisicion de alimentos que contienes agentes
antimicrobianos de origen natural. Por lo anterior se puede contemplar que las
tendencias en la industria de alimentos se centra en técnicas que sean mas viables

para la conservacion de los alimentos y aceptado por los consumidores.
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ANEXOS

Respuesta del 1og10 D *10 4 Crecimiento Ambiente

FRACCION*CONCENTRACION t-student
Nivel Cuadrado de
las Mo.
2,0 A 6.7067466
3,0 A 6.7013959
2,0.05 B 6.6244195
2,0.15 B 6.6223882
2,0.1 B 6.6183818
3,0.05 C 6.4861284
3,0.1 C 6.4826347
3,0.15 C 6.4685906
4,0 D 5.4898890
5,0 E 5.3464343
4,0.05 F 5.2720357
4,0.1 G 5.1847820
5,0.05 G 5.1792609
4,0.15 H 5.0366784
5,0.1 H 5.0250369
5,0.15 I 4.8573706
1,0 J 4.,3018306
1,01 K 4.0823961
1,0.05 K 4.0250806
1,0.15 L 3.9126291
FRACCION*TIEMPO t-Student
Cuadrado de
Nivel. las Mo.
2,72 A 9.5924071
3,120 B 9.2960071
3,72 C 9.2100432
2,120 () 9.2007333
4,120 D 8.2015731
5,120 E 8.0874658
2,24 F 7.7787957
3,24 G 7.6326994
4,24 H 6.4578116
472 | 6.3240004
5,24 J 6.1663748
5,72 J 6.1542621
1,120 K 5.5642439
1,72 L 5.4055784
1,24 L 5.3521142
1,0 M 0.0000000
4.0 M 0.0000000
2,0 M 0.0000000
5,0 M 0.0000000
3,0 M 0.0000000




CONCENTRACION*TIEMPO  t-student

Cuadrado

Nivel de las Mo.
0,120 A 8.3371239
0.05,120 B 8.0497708
0.1,120 C 7.9830835
0.15,120 D 7.9100403
0,72 E 7.6143207
0.05,72 F 7.3116439
0.1,72 F 7.2815996
0.15,72 G 7.1414688
0,24 H 6.8855925
0.05,24 | 6.7081255
0.1,24 J 6.6499021
0.15,24 K 6.4666164
0.15,0 L 0.0000000
0.1,0 L 0.0000000
0,0 L 0.0000000
0.05,0 L 0.0000000

Respuesta del A *10° Crecimiento Refrigeracion.

FRACCION*CONCENTRACION t-student

Lcuadrado de las
Nivel. Mo.

2,0 A 144425.0
2,0.05 B 104625.0
5,0 C 54400.0
3,0 C D 45925.0
4,0 D E 37575.0
5,0.05 E F 27525.0
3,0.05 E F 26662.5
1,0.15 F G 18637.5
1,0.05 G 14600.0
1,0 G 14337.5
5,0.1 G 13975.0
4,0.05 G 13537.5
3,01 G H 9975.0
1,0.1 G H 8587.5
2,01 G H 8500.0
40.1 H | 1625.0
2,0.15 H | 500.0
5,0.15 H | -1375.0
4.,0.15 I J -8762.5
3,0.15 J -17150.0




FRACCION*TIEMPO t-student

Nivel
2,72
5,72
4,72
2,120
5,24
2,24
3,72
1,120
1,72
3,120
3,24
1,24
1,0
3,0
5,0
4,0
2,0
4,24
4,120
5,120
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Cuadrado de
las Mo.
160737.5
73712.5
69400.0
61600.0
42912.5
35712.5
35512.5
31725.0
18125.0
16950.0
12950.0
6312.5
0.0
0.0
0.0
-0.0
-0.0
-8825.0
-16600.0
-22100.0

CONCENTRACION*TIEMPO t-student

Nivel.

0,72
0.05,72
0,24
0,120
0.05,24
0.1,72
0.05,120
0.15,72
0.1,120
0.1,24
0,0
0.15,0
0.05,0
0.1,0
0.15,120
0.15,24

vAvAwAw
mm
T m

ODOOOOOO

Cuadrados de
las Mo.
148620.0
93520.0
55200.0
33510.0
32230.0
29180.0
23810.0
14670.0
4810.0
140.0
0.0
0.0
-0.0
-0.0
-4870.0
-16320.0




Escherichia Coli.

Resultados del A. Crecimiento *10*

FRACCION*CONCENTRACION

t-student

Cuadrado

Nivel de las Mo.
4,0.00 A 3.985000
3,0.00 A 3.985000
4,0.10 B -4.925000
3,0.10 B C -5.462500
4,0.20 B C -5.612500
3,0.20 B C -7.725000
4,0.15 C -9.112500
3,0.15 C -9.208750

Resultados del A. Crecimiento *10*

CONCENTRACION*TIEMPO

t-student
Level Least Sq Mean
0.00,120 A 8.38500
0.00,72 A B 5.37500
0.00,24 B 2.18000
0.20,0 B C 0.00000
0.10,0 B C 0.00000
0.00,0 B C -0.00000
0.15,0 B C -0.00000
0.20,72 C D -4.92500
0.10,120 C D -5.50000
0.10,72 D E -6.60000
0.20,120 D E -6.90000
0.15,72 D E -8.17500
0.10,24 D E -8.67500
0.15,120 E F -12.00000
0.20,24 F -14.85000
0.15,24 F -16.46750

Los niveles no conectados por la misma

letra son diferentes significativamente




Respuesta del A. Crecimiento microbiano * 10°

Sthaphylococcus aureus.

FRACCION*CONCENTRACION

t-student

Nivel
3,0.00
4,0.00
3,0.20
3,0.10
4.0.20
4,0.10
4,0.15
3,0.15

000 WWww

Cuadrado de
las Mo.

88.87500
88.87500
-12.50000
-13.25000
-15.24875
-16.75000
-18.25000
-19.87500

Respuesta del A. Crecimiento * 10?

CONCENTRACION*TIEMPO

t-student.
Cuadrados de
Nivel las Mo.

0.00,120 A 201.5000
0.00,72 B 119.0000
0.00,24 C 35.0000
0.20,0 D 0.0000
0.15,0 D 0.0000
0.00,0 D 0.0000
0.10,0 D -0.0000
0.20,72 D E -3.7500
0.10,72 D E F -9.2500
0.15,72 D E F G -13.5000
0.20,24 E F G -20.7500
0.10,24 E F G -20.7500
0.15,24 F G -29.5000
0.10,120 G -30.0000
0.20,120 G -30.9975
0.15,120 G -33.2500

Los niveles no conectados por la misma

letra son diferentes significativamente.




