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Resumen

En el esfuerzo por satisfacer la necesidad de alimentos mas naturales, son
necesarias nuevas metodologias de conservacion que no alteren sus
caracteristicas nutritivas e inocuidad. La carne de pavo es un alimento
saludable que se deteriora rdpidamente por sus caracteristicas fisicoquimicas.
El aceite esencial de orégano contiene compuestos antimicrobianos activos,
como el timol y el carvacrol, isbmeros dificiles de separar. Para evaluar su
capacidad antimicrobiana, se que se obtuvieron 3 fracciones con diferentes
concentraciones de ellos, aplicandolos en diferentes concentraciones (0, 0.05,
0.1, 0.15, 0.2%), a condiciones de refrigeracion y temperatura ambiente. Se
realiz6 el conteo de mesofilos aerobios a las 0, 24, 48, 72, 96, 120 h,
determinando que fraccion y concentracién tuvo mayor inhibicion. Conocida la
fraccién y concentracién oOptima contra mesoéfilos aerobios, se inocularon
microorganismos patoégenos en carne fresca de pavo (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella typhi)) a fin de determinar la actividad
microabana contra éstos. La carne inoculada se monitore6 a 0, 24, 48, 72, 96,
120 h. La fracciéon con 27.67% Timol + 11.31% Carvacrol a 0.15% fue la que
inhibi6 a mesofilos aerobios y patogenos (S. typh> S. aureus>E. coli).
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Introduccién

La incipiente incorporacién de la carne de pavo a la dieta en los ultimos
aflos tiene sus razones. Se trata de un alimento magro, facil de digerir por
su bajo contenido en colageno, rico en proteinas (20 a 25%) y bajo
contenido de grasa y colesterol. Es también un producto de alto rendimiento
para productores y consumidores, pues por cada kilogramo de carne se
obtienen 600 g de comestibles, mientras que la de pollo so6lo rinde 420 g,
asi como su rendimiento post—produccion.

México satisface su demanda interna de este producto en un 65% con
produccién nacional, que oscila alrededor de las 2 mil Ton mensuales de
Enero a Noviembre, pero en Diciembre llega a ser de hasta 14 mil Ton, por
lo que la produccién nacional anual promedia las 13,840 Ton, con una tasa
de crecimiento anual del 6.4% de 1994 a 2005 (SAGARPA, 2001). En el
ambito mundial, la produccion de carne de pavo promedia los 4 millones de
Ton, que representa el 9% de la produccién mundial de carne aviar, y su
produccion siempre va en aumento (Secretaria de Agricultura de Argentina,
2006). Sin embargo, precisamente por las caracteristicas fisico—quimicas de
este producto, es muy susceptible de deteriorarse al ser atacado por
microorgnismos, al mismo tiempo que puede ser vector de enfermedades
toxi—infecciosas causadas por microorganismos patdégenos que ocasionaran
estragos en la salud del consumidor final. Segtn estadisticas, las carnes en
general son las responsables del 17% de los brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos en EE.UU. y del 15% en México, de los cuales
alrededor del 80% de los brotes y 90% de los casos son causados por
bacterias en EE.UU y en México son responsables del 91.3% de los casos y
73.1% de los brotes (Parrilla y col., 1993).

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 metabédlicos finales o enzimas causan malos olores, sabores
desagradables, problemas de textura, cambios de coloracion o riesgo
sanitario (Davidson y Zivanivic, 2003). Por lo anterior, es necesaria la
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btisqueda de métodos de conservacion del producto aqui mencionado, a fin
de disminuir el riesgo sanitario en su consumo.

La opcion de conservacidén usando antimicrobianos naturales es una de las
que podrian resultar en mayores beneficios tanto para la calidad del
alimento como para la salud del consumidor, a diferencia de los de origen
sintético. En este caso, el objetivo es evaluar la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de orégano (L. berlandieri Schauer) contra la flora aerobia y
patogena contaminante en carne de pavo a través de la inoculacion
intencionada de microorganismos en muestras de carne en condiciones
ambientales y de refrigeraciéon y el seguimiento de la proliferacion
microbiana en dicha matriz, por lo que la hipotesis a comprobar serd que el
aceite esencial de orégano (L. berlandieri Schauer) es una buena opcion
natural para conservar la carne de pavo por su poder antimicrobiano.

Materiales y Métodos

Obtencidn del aceite esencial de orégano.

El aceite esencial de orégano utilizado fue extraido mediante el método de
arrastre por vapor, segun Sanchez (2006), y se utiliz6 una columna de
fraccionamiento a fin de separar componentes por diferencia en puntos de
ebullicion. Se obtuvieron 3 fracciones de aceite esencial con diferentes
contenidos de carvacrol y timol (Tabla 1). La caracterizaciéon de cada
fraccion se llevo a cabo por cromatografia de gases. Todo este
procedimiento se llevo a cabo en el Centro de Investigacion para los
Recursos Naturales (CIReNa), ubicado en Salaices, Lopez, Chihuahua,
Meéxico.

Tabla 1. Composicion de las tres fracciones obtenidas del aceite esencial de orégano.

Fraccion Composicion
1 38.25% Carvacrol
2 77.4% Timol

3 27.67% Timol + 11.31% Carvacrol
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Valoracién de la actividad antimicrobiana

A fin de evaluar la capacidad inhibitoria de las tres fracciones obtenidas del
aceite esencial, se procedi6 a su aplicaciébn en carne fresca para su
posterior almacenamiento bajo condiciones de temperatura ambiente y de
refrigeracion. La evaluacion se realizdo en funcion al tiempo del desarrollo
microbiano siguiendo los procedimientos que se describen enseguida.

Preparacion de muestras de carne y conteo de meso6filos aerobios

Se evaluaron muestras de carne de pavo, pierna y pechuga, las cuales
fueron adquiridas bajo condiciones controladas en establecimientos
comerciales de la ciudad de Saltillo, Coahuila. La carne fue pesada y
adicionada con el aceite esencial a concentraciones de 0O, 0.05, 0.1, 0.15%
peso/peso de las fracciones obtenidas con diferentes proporciones de timol
y carvacrol, usando <como vehiculo aceite vegetal comestible.
Posteriormente la carne fue almacenada bajo condiciones de refrigeraciéon
(4 °C) y a temperatura ambiente (30 °C), permitiendo una inoculaciéon natural
por los microorganismos presentes en el medio ambiente de
almacenamiento, simulando las condiciones de venta en el mercado. La
evaluacion fue en funcion de la flora contaminante presente en la muestra a
intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h y el método utilizado para la cuenta
total de mesofilos (SSA, 1994a). Los resultados obtenidos del conteo de
mesofilos aerobios fueron analizados estadisticamente a través de un
ANOVA vy de t-student (p<0.05) a fin de elucidar tanto la fraccion a la cual
se presenta la mayor inhibicion del desarrollo microbiano, como la
concentracion mas efectiva.

Activacién de las cepas patdégenas

Las cepas empleadas fueron cultivos puros, obtenidos de investigaciones
anteriores en la misma Universidad, donadas entonces por el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Auténoma de Coahuila. Las cepas de E. colr
vy S. aureus se viabilizaron mediante caldos de enriquecimiento (TCB), en
tanto que para \S. typhi se utiliz6 caldo tetrationato. Posteriormente todas las
cepas fueron incubadas a 35 °C durante 24 horas y resembradas en el agar
selectivo correspondiente. Posteriormente se realiz6 un estudio de la
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morfologia colonial macroscoépica y se realizo un frotis para la observacion
microscoépica utilizando tincion de Gram.

Inoculacién de la carne de pavo con E. coli, S. aureus 'y S. typhi

Una vez determinada la fracciéon de aceite esencial con la mayor capacidad
antimicrobiana, se continu6 con la inoculaciéon de las cepas patogenas
viabilizadas sobre las muestras de carne de pavo previamente adicionada
con la fraccion 3 de dicho aceite en diferentes concentraciones (0.10, 0.15 y
0.20%). El inoculo promedio fue de 76 X 10° ufc/ml para E. coli y S. typhi y
de 25 X 10° ufc/ml para el caso de S. aureus, concentraciones obtenidas por
conteo en placa por el método de dilucion. Las muestras inoculadas se
almacenaron en condiciones de refrigeracion para su posterior monitoreo en
funcion al desarrollo microbiano a las 0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas,

utilizando las técnicas correspondientes para el caso de cada patdégeno
evaluado (SSA, 1994b, c y d).

Los resultados obtenidos del conteo de patégenos fueron analizados
estadisticamente a través de un ANOVA y t-student (p<0.05) a fin de
evaluar el grado de inhibicién obtenido para cada concentraciéon y especie
de microorganismo en estudio.

Resultados y Discusién

Determinacién de la fraccion de aceite esencial con mejor actividad
antimicrobiana

Los resultados para la condicién a temperatura ambiente se muestran en la
Figura la y se presentan como las medias del ANOVA realizado (p=<0.05),
donde es posible observar que la fraccion 3 es la que presenta un efecto
inhibitorio superior, al lograr conteos por debajo de los obtenidos de las
fracciones 1 y 2 alas 96 y 120 h, llegando incluso a conteos por debajo de
la cuenta inicial al tiempo cero. La cuenta de meso6filos aerobios en
condiciones de refrigeraciéon se muestra en la Figura 1b, y se presentan de
la misma forma que para los resultados a temperatura ambiente. La fraccion
3 vuelve a ser la méas efectiva al reducir la cuenta microbiana muy por
debajo del conteo inicial al llegar a las 120 h; la cuenta microbiana también
es significativamente inferior a la lograda con las fracciones 1 y 2.
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Determinacion de la concentracién con mejor actividad antimicrobiana

De la misma forma que para la evaluacion anterior, a continuacién se
muestran los resultados obtenidos de la busqueda de la concentracion
o6ptima de la fraccion 3, seleccionada como mejor en la seccién anterior. En
la Figura 2, los resultados demuestran que la concentraciéon al 0.15% tiene
un efecto inhibitorio superior a las demads, logrando conteos por debajo del
inicial a las 120 h. Las concentraciones al 0.05 y 0.10% también logran
cuentas por debajo de la inicial, pero mayores a la concentracion al 0.15%.
Para la condicion de temperatura de refrigeracion (Figura 3a), al igual que
para la condicion a temperatura ambiente, la concentracion al 0.15% ha
logrado un menor conteo al de las deméas concentraciones a las 120 h. y
muy por debajo del conteo inicial.
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Determinacién de la concentracién 6ptima de aceite esencial en condiciones
de refrigeraciéon

Para la determinacién de la concentracion o6ptima de aceite esencial contra
Staphylococcus aureus en condiciones de refrigeracién, en la Figura 3b se
observa que entre las concentraciones al 0.15 y 0.20% de fraccién 3 de
aceite esencial de orégano no hay diferencia significativa, son las que han
logrado menores cuentas y, por tanto, un mayor porcentaje de inhibicion
para este patogeno en particular. Para en condiciones de refrigeracion, el
mayor porcentaje de inhibicion se logro a las 24 h con las concentraciones
al 0.15 y 0.20%, las cuales no muestran diferencias significativas (Figura
3¢); sin embargo, los conteos son superiores a los logrados para S. aureus
con las mismas concentraciones y conforme para el tiempo aumentan para
luego decrecer nuevamente a partir de las 72 h, y desde este tiempo todas
las concentraciones pierden significancia estadistica entra si, logrando los
mismos porcentajes de inhibicién.

En la determinacion de la concentracién Optima de aceite esencial contra
Salmonella typhi, este patogeno resultdé ser el mas sensible, pues las
cuentas obtenidas se redujeron a cero a las 48 h (Figura 3d) utilizando las
concentraciones de 0.15 y 0.20%, las cuales no muestran diferencias
significativas durante toda la corrida. Con la concentracion al 0.10% también
se logré una reduccioén a cero, pero hasta las 72 h, por lo que su efecto se
consider6 menos efectivo al de las dos mejores concentraciones.

Los resultados obtenidos convergen con otros trabajos realizados por
Morales (2005) y De la Fuente (2006), quienes evaluaron el efecto de la
aplicaciéon de aceite esencial de orégano en carnes de res y pollo,
respectivamente. También concuerdan con los obtenidos por Campomanes
(2003), quien evalud mezclas ternarias y cuaternarias de timol y carvacrol
de origen sintético. En este caso, para el caso de las tres fracciones, las
dosis en las cuales el efecto inhibitorio fue mayor para mesofilos aerobios
han sido al 0.10 y 0.15%, ya que reducen la carga microbiana de manera
considerable. Sin embargo, la fraccién 3 demostro ser la mejor al obtenerse
con ella las menores cuentas en las muestras analizadas. Para el caso de los
patdégenos, E. coli fue la méas resistente. Para la concentracion al 0.15%
resultdb un comportamiento muy peculiar y, segin manifiesta Navarro
(2007), este se debe a las defensas del microorganismo frente al
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antimicrobiano, causando su muerte o su evolucién y mutacion. Este
microorganismo presentod una disminucion en su desarrollo, seguido de una
duplicacion de los microorganismos, terminando con la curva normal de
crecimiento, pero siempre por debajo del conteo inicial. S. aureus presentd
una disminucién importante en el conteo microbiano al usar concentraciones
al 0.10 y 0.20%, sin diferencia significativa entre ellas, resultado que
concuerda con el obtenido por De la Fuente (2006). A diferencia de los dos
patogenos anteriores, S. typhi fue el mas sensible al aceite de orégano para
las tres concentraciones utilizadas, principalmente al 0.10 y 0.20%, las
cuales lograron una carga bacteriana de cero a las 48 h. Este resultado es
semejante al obtenido por Morales (2005), quien recomienda el uso de una
concentracién superior.

Conclusion

La hipotesis planteada al inicio del presente se acepta, fundamentada en los
resultados obtenidos en el estudio donde la inhibicién del crecimiento
microbiano es mayor utilizando la fraccion 3 a concentraciones de 0.15 y
0.20% peso/peso en las muestras analizadas tanto para mesofilos aerobios
como para los principales microorganismos patégenos que atacan a la carne
de pavo y son causantes de ETA’s en seres humanos. Por lo tanto el uso de
aceite esencial de orégano, cuyo uso puede alargar la vida de anaquel de
carne de pavo, se vislumbra como un antimicrobiano natural, pues conserva
tanto la calidad nutrimental como la inocuidad sanitaria del alimento
evaluado.
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