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Introduccion

La inocuidad alimentaria es un factor muy importante en la industria de los alimentos ya
gue asegurar el bienestar del consumidor es una de sus principales responsabilidades.
Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) tienen un papel preponderante en cualquier
industria alimentaria, al realizarlas de manera correcta se puede prevenir la
contaminacion de los alimentos. Los alimentos carnicos tienden a ser mas susceptibles
a la contaminacioén bioldgica y pueden constituirse en un vehiculo para la propagacion
de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) (Bhandare S. G. et al., 2007).
Durante el sacrificio y procesamiento, todos los tejidos potencialmente comestibles
pueden estar sujetos a contaminacion por diversas fuentes, ya sea internas o externas
al animal. En animales vivos, las superficies en contacto con el medio ambiente albergan
una variedad de microorganismos, por lo que en muchas ocasiones los contaminantes
provienen de la piel del animal, o bien, de aquellos presentes en heces. Asimismo,
algunos investigadores han determinado que las carnes procesadas son mas idoneas a
contaminarse por microorganismos patdgenos presentes en el equipo, el agua, cuchillos

o el aire a lo largo de su procesamiento. (Skandamis, P. N. et al., 2010)

Por otro lado, durante el proceso de elaboracion de la salchicha tipo Viena, intervienen
diversos procesos en los que la contaminacion bacteriana puede ocurrir; por lo anterior
en su totalidad las empresas deben llevar un proceso estricto para el control de las
buenas practicas de manufactura. Un ejemplo de ello es el caso reportado por Torres,
M. et al., (2013) quienes encontraron la presencia de Salmonella entérica en muestras
de jamodn visking, chorizo y jamonada especial, en diferentes puntos de venta en la
ciudad de La Habana. Estos casos, contribuyen a que este problema sea reconocido
como de alto impacto en la seguridad e inocuidad alimentaria, principalmente para la

industria de carne de bovino (Callaway, T. R. et al., 2003).

Un alimento contaminado por algun microorganismo patdégeno puede causar desde
enfermedades leves hasta la muerte del consumidor. Por lo anterior, actualmente se

usan diferentes métodos de conservacidon de los alimentos, utilizando conservadores



guimicos que pueden reducir la carga microbiana y brindar confianza al consumidor. Sin
embargo, el uso de ciertos compuestos antimicrobianos puede estar relacionado con

problemas a la salud debido a su consumo a largo plazo.

Una alternativa al uso de conservadores convencionales es el aceite esencial
proveniente de especias, a los cuales se les han atribuido diferentes propiedades en la
industria farmacéutica para prevenir y tratar enfermedades (Edris, A. E., 2007). De igual
manera, tienen un uso potencial en la industria alimentaria como agentes antibacterianos
gracias a los compuestos organicos que los constituyen como: el carvacol, el thymol,
eugenol, entre otros. Burt, S. (2004), realiz6 un estudio sobre el efecto de estos
compuestos en carne fresca y procesada, leche, pescado, vegetales, frutas y arroz
cocido. La efectividad de su tratamiento fue a concentraciones de 0.5 a 20ul/g, teniendo
una actividad antimicrobiana contra: Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli O157:H7, Shigella dysenteria, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus
sin embargo, y de acuerdo a las concentraciones utilizadas de aceite, se generaron

alteraciones organolépticas o sensoriales en el producto estudiado.

Algunas investigaciones, han evaluado el uso de aceites esenciales aplicados en fase
vapor ya que estos también poseen una capacidad antimicrobiana. El estudio realizado
por Avila-Sosa, R. et al. (2012), demostro la efectividad del aceite esencial de orégano
como un inhibidor de actividad fungica y bacteriana. Asimismo, Fisher, K. & Phillips C.A.
(2006), utilizaron aceite esencial de naranja (Citrus x aurantium) sobre un diverso grupo
de bacterias gram negativas sobre sistemas alimentarios tales como hojas de repollo y
piel de pollo; su aplicacion en forma directa demostré su efectividad en comparacion con
otros aceites de otras especies de frutos. Por lo anterior, ello, que el objetivo del presente
trabajo es la evaluacién de la capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales en fase
de vapor provenientes de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris) y

naranja (Citrus x aurantium), contra Salmonella tiphy en un emulsionado carnico.



Justificacion

La carne molida de res es un medio ideal para el crecimiento de Salmonella ya que es
rica en nutrientes y no contiene agentes inhibidores, es por ello que estos alimentos se
han identificado comUnmente como responsables de brotes por este patdgeno
(McLaughlin J. B. et al., 2006). Algunos estudios reportan 1.4 millones de incidentes por

afio en Estados Unidos de Norteamérica (Bertrand, S. et al., 2010).

En la actualidad, existe una tendencia a sustituir los conservadores sintéticos por
naturales con la finalidad de poder generar un consumo de alimentos seguro, de buena
calidad y lo méas naturales posibles. Debido a esto, han existido numerosas
investigaciones que indican el beneficioso efecto antimicrobiano de los aceites

esenciales extraidos de diferentes tipos de plantas y especias (Inouye, S. et al., 2001).

La necesidad de asegurar a la poblacion que los alimentos carnicos que consumen sean
inocuos hace necesario encontrar nuevas formas de poder alargar la vida atil del mismo.
Reduciendo el uso de agentes conservadores que a largo plazo pueden resultar toxicos
para la salud (Villada, J. 2010).

Es por ello que la capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales en fase vapor
puede representar una opcion viable en la industria alimentaria como conservadores
naturales. Su uso es una ventaja sustancial, puesto que los estudios realizados por
Alzamora, S. et al. (2005) y Fisher, K. & Phillips C.A. (2006), confirman que poseen la
misma eficacia que una aplicacion directa. Asimismo, presentan importantes ventajas,
ya que su utilizacion en fase de vapor disminuye las alteraciones sensoriales del

producto.



Objetivo general

Evaluar la capacidad antimicrobiana aceites esenciales de orégano, tomillo y naranja

sobre Salmonella tiphy y su aplicacion por difusion en un emulsionado carnico

Objetivos especificos

e Extraer el aceite esencial del orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris)
y cascara de naranja (Citrus x aurantium) por el método de hidrodestilacion.

e Evaluar la capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales aplicados por difusion
sobre Salmonella tiphy en un emulsionado cérnico en concentraciones de 0, 700,
1000,1500 y 2000ppm.

e Evaluar sensorialmente el producto carnico emulsionado posteriormente a la
aplicacion de los aceites esenciales con un panel de 40 jueces no entrenados en

una escala hedonica de 5 puntos.

e Analizar estadisticamente, si existe un efecto significativo de los tratamientos con
concentraciones de 0, 700, 1000,1500 y 2000ppm, sobre el crecimiento de
Salmonella tiphy a las 0, 72 y 144 h en un emulsionado carnico.



Hipotesis

Los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris) y
naranja (Citrus x aurantium) aplicados por difusién tienen capacidad antimicrobiana

sobre Salmonella tiphy en un producto carnico emulsionado.
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l. Antecedentes

1.1 Emulsionados céarnicos

La carne es un medio ideal para el crecimiento de microorganismos patégenos puesto
que representa el medio ideal para su proliferacion Adams, M. & Marteau, P. (1995). En
México, la salchicha es el embutido predilecto, superando por poco al jamon, el chorizo
y la longaniza; su consumo per capita anual es de 3.91 kg y se estima que se vendieron
10 mil 312 millones de pesos de salchicha tan solo en 2014. (Chemnitz, C. & Becheva,
S., 2014)

Un embutido o emulsionado céarnico es un alimento de origen animal preparado a partir
de ciertos ingredientes tales como: carne picada, grasas, sal, condimentos, especias y
aditivos; introducidos en tripas naturales o artificiales (Colmenero, F. J., 1996). Este
proceso de elaboracion sigue cuatro pasos fundamentales: la extraccion de proteinas,
hidratacion y activacion de las proteinas, la formacion de la emulsién y la formacion del

gel mediante el cocimiento de dicha emulsion (Terrel, R., 1980).

Los embutidos se clasifican de diferentes maneras: secos, semi secos, cocidos, curados,
ahumados o frescos (USDA, 2011). Las salchichas (Fig. 1) se clasifican como embutidos
cocidos y la materia prima para su elaboracién son carnes de res y cerdo, hielo y grasa,
comunmente, lo cual determina su calidad y precio; carece de grasa interna y es capaz
de fijar gran cantidad de agua (FAO, 2006).

Figura 1. Salchicha tipo
Viena



1.2 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) relacionadas con

el consumo de productos carnicos.

Una enfermedad transmitida por los alimentos (ETA), es producida por ingerir alimentos
contaminados fisica, quimica o biolégicamente, siendo esta Ultima, la razon principal de
sintomatologias tales como diarrea, fiebre, nauseas y vomitos, entre otros. En algunos
casos, las complicaciones médicas se presentan por la produccion de toxinas generadas
por ciertos microorganismos, como la toxina Shiga causada por cepas de Escherichia

coli, la cual provoca el sindrome hemolitico. (Linscott, A. J., 2011).

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mencionan que las
ETA, son uno de los principales problemas sanitarios, causando serias complicaciones
principalmente en la poblacion infantil, adultos de la tercera edad y mujeres embarazadas
(OMS, 2002). De igual manera en paises como Estados Unidos de Norteamérica, el
Centro para el Control y Prevencion de enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés),
reportaron en 2013 un total de 19,000 infecciones sanitarias de las cuales 80 fueron

muertes (Kopper, G. et al., 2009).

Por otro lado, en el afio 2011, el consumo de productos carnicos procesados tales como
el jamon y las salchichas, ocupaban aproximadamente un 90%, en la ciudad de México
Guevara, J. J. L., & Beltran, J. A. G. (2013). La presencia de microrganismos patdégenos es
un factor indeseable en la cadena de produccion de la industria cérnica, pues es una de
las principales causas de enfermedades gastrointestinales alrededor del mundo
(McDonald, K., & Sun, D. W., 1999). Algunas investigaciones, han reportado que la
presencia de estos patdgenos procede principalmente de los manipuladores que por lo
general contaminaban el alimento al momento la preparacion o el almacenamiento del
mismo (Torres-Vitela, M. R. et al.,2011).

Asimismo, en Colombia bacterias tales como Staphilococcus coagulasa, Escherichia coli
y Salmonella spp., en el aflo 2010 fueron los brotes mas comunes como agentes

etiol6gicos (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013).



1.2.1 Salmonella

Jiménez, R. J., et al. (2010), describen a la Salmonella como una bacteria Gram negativa
y anaerobia facultativa con forma bacilar, no esporulado y de la familia
Enterobacteriacae. Gracias a sus antigenos O (liposcaradio), Vi (Polisacarido capsular y
H (flagelar) pueden serotipliflicarse mas de 2,300 serovariedades. Salmonella emplea
fimbrias para lograr adherirse, ademas de un plasmido de virulencia que contribuye a la

multiplicacion dentro del sistema reticuloendotelial (Rotger, R. et al., 2010).

El consumo de carne de res contaminada con la citada bacteria puede provocar
manifestaciones clinicas (salmonelosis y fiebre tifoidea). Su presencia, es el segundo
lugar en frecuencia de infeccion en humanos, solo detrds de norovirus, y se reconoce
gue en general una de cada seis personas que se enferman por patégenos transmitidos

por alimentos es debido a Salmonella (Scallan, E. et al., 2011).

Las fuentes mas comunes de contaminacion por Salmonella en los alimentos son: las
aves de corral, huevo, pescado y productos frescos. Entre los mas importantes hay que
resaltar que la carne de res es un medio idéneo para la proliferacion de Salmonella,
debido a su alto nivel de nutrientes y por no contener agentes inhibidores, reportando 1.4

millones de incidentes por afio en Estados Unidos (McLaughin, J. B. et al., 2006).

En Canada, Salmonella se present6é en el 1.3% de 1002 muestras de carne molida,
proveniente de tiendas de autoservicio (Sorensen, O. et al., 2002). Sin embargo, Stevens
et al., (2006), reportaron cuentas elevadas de este patdégeno en paises como Senegal,
en donde la bacteria estuvo presente en muestras de carne de res cruda en puntos de

venta hasta en un 87.4%.

En América latina, se han reportado de 200 a 500 casos por cada 100,000 habitantes
por afio (Sanchez, M. M., & Castro, N. M. C., 2004). En nuestro pais, existen diferentes
reportes de la presencia de Salmonella en carne molida, entre ellos lo reportado por
Heredia, N. et al. (2001), en el cual el 11.4% de la carne se reporté con la presencia de
este patégeno en Monterrey, Nuevo Ledn y el mas reciente es el realizado en el 2013,
donde Salmonella esta presente en un 56.7% de las muestras de carne adquiridas en

carnicerias (Cabrera-Diaz et al., 2013).



Por otro lado, diversos estudios han demostrado la resistencia que tiene Salmonella ante
diferentes antibidticos en diferentes cortes de carne de cerdo, tales como &cido
nalidixico, ampicilina, aztreonam, carbenicilina, cefalotina, cefoxitina, ceftriaxona,
ciprofloxacina, cloranfenicol entre otros (Tessmann et al., 2008). Siendo Salmonella, en
América Latina, el patdgeno mas frecuente en alimentos de origen animal que presenta
resistencia antimicrobiana de las cuales fueron aisladas con mayor frecuencia S.

typhirium y S. enteritidis (Quesada, A. et al., 2016).

1.3 Aceites esenciales y su capacidad antimicrobiana

En diferentes lugares del mundo, existen variedades de plantas y especias, las cuales
tienen utilidad de acuerdo con la regidén geografica en la que se encuentren (Edris, A. E.
2007). La gran mayoria de estas plantas se han relacionado con propiedades
antimicrobianas. Los principales componentes de las plantas, incluyen diversos
compuestos bioactivos, de los cuales se pueden resaltar: taninos, alcaloides, acidos
organicos, entre otros. Los cuales de manera natural actian como agentes de defensa
o proteccién de las plantas y especias ante diversas infecciones microbioldgicas que se

pudieran encontrar en el ambiente (Inouye, S. et al., 2001).

La tendencia a buscar conservadores naturales que sustituyan a los sintéticos ha abierto
una amplia gama de opciones entre las cuales se encuentran los aceites esenciales.
(Nedorostova, L. et al.,2009). Actualmente en la industria alimentaria el uso de aceites
esenciales se ha vuelto una tendencia gracias a las caracteristicas bactericidas que
presenta al tener un amplio espectro de inhibicidbn microbiana y su origen natural.
(Olivares-Cruz, M. A., & Lopez-Malo, A., 2013).

Un aceite esencial es una mezcla de compuestos de caracter volatil, entre los cuales se
encuentran principalmente terpenos, aldehidos y alcoholes presentes en las plantas de
manera natural (Laird, K. & Philips, C., 2012). Recientemente, se han reportado
diferentes aceites esenciales con una capacidad antimicrobiana significativa,;
caracteristica tales como el rendimiento, capacidad antimicrobiana y la composicion de
los compuestos volatiles variara en el aceite esencial dependiendo del tipo de planta, las
caracteristicas de cultivo a la que fue sometida y la parte de la que sea extraida. (L6pez-
Malo, A. et al., 2005).
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1.3.1 Compuestos bioactivos en los aceites esenciales

Existen diversos compuestos bioactivos cuyos efectos proveen una gran variedad de
beneficios en la salud humana, modulando diferentes funciones terapéuticas en el cuerpo
y asi mismo como antibioticos contra diferentes microrganismos (Roberfroid, M. B.,
1999). Entre los diferentes compuestos se encuentran principalmente: polifenoles,
fitoestrégenos, acidos grasos esenciales y los monoterpenos; estos ultimos presentes en

su gran mayoria en los aceites esenciales.

La composicion de los aceites esenciales varia de acuerdo con las diferentes partes de
la planta de las que se desee extraer (Burt, S., 2004) y puesto que los compuestos
volétiles que contiene son los de caracter antimicrobiano es importante determinar su
composicion. Investigaciones realizadas por Caccioni, D. R. et al. (1998), mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas; demostraron que los
componentes primarios se derivan de un grupo de terpenoides, sesquiterpenos y
diterpenos. Por lo tanto, de acuerdo con el grupo funcional de cada aceite esencial se

derivan sus componentes principales, algunos ejemplos se muestran en la Tabla 1.

La capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales puede ser evaluada como la
concentracion minima inhibitoria (CMI), la cual se define como la concentracién minima
requerida del aceite esencial que tenga la capacidad de detener el crecimiento del
microorganismo o la concentracion minima letal que sugiere una reduccion del 99.9% de

la poblacién del microorganismo en cuestion (Burt, S., 2004).

Tal fue el caso de Lépez, P. et al., 2007, quienes probaron la actividad antimicrobiana
del aceite esencial extraido de diferentes especias como: canela (Cinnamon zeylanium),
clavo (Syzygium aromaticum), romero (Rosmarinus officinalis) y jengibre (Zingiber
officinalis) sobre bacterias Gram positivas (S. aureus, B. cereus, E. fecalis y Listeria
monocytogenes); bacterias Gram negativas (E. coli, Y. eterocolitica, S. cholerasuis y P
aeruginosa) y hongos (A. flavus y P. islandium); de estos aceites los que presentaron un
mayor efecto inhibitorio fueron el aceite esencial de canela y de clavo, seguidos por el

romero y finalmente el jengibre con una capacidad antimicrobiana muy baja.

Es importante mencionar que dicha actividad depende de las caracteristicas propias del
aceite: su caracter hidrofilo o hidrofobo, su capacidad de alterar y penetrar en la
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estructura lipidica de la pared celular afectando las estructuras celulares y llevando a la
desnaturalizacion proteica; sus componentes quimicos, lo cuales actian como agentes
que interfieren con la fosforilacion del ATP y el tipo de microorganismo al que se pretende
inhibir (, Fisher, K. & Phillips C.A., 2008).

Tabla 1. Compuestos voldtiles presentes en los aceites
esenciales

Grupo quimico funcional Componentes

Fenoles Carvacol
Eugenol
Timol
Aldehidos Citral
Citronela
Benzaldehido
Perialdehido
Cinamaldehido
Alcoholes Terpenos
Bomeol
Mentol
Geraniol
Linalol
Feniletanol
Alcoholes Sesquiterpenos Famecol
Cedrol
Cetonas Alcanfor
Carvona
alfa tujona
Esteres Acetato de lianlilo
Salicilato de metil
Etil Acetato
Anetol

Esteres y oxidos Metiltimol
Anetol
Cineol
Hidrocarburos Careno
beta-cariofileno
alfa-pineno
Limonento
Adaptada de Inouye, S. et al., (2006).

Holley, R. A., & Patel, D. (2005) y Fisher, K. & Phillips C.A. (2008), mencionan que los

compuestos fendlicos como el carvacrol, mentol y citronela son los responsables de las
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propiedades antimicrobianas en algunos aceites esenciales, alterando la membrana y
causando la fuga de protones e iones de potasio e inhibiendo la sintesis de ATP. Por otro
lado, cabe destacar que las bacterias Gram negativas son mas susceptibles a los efectos
de los aceites esenciales, en comparacion con las Gram positivas, debido a la

hidrofobicidad del tipo de membrana que poseen.

1.4 Métodos de extraccion de aceites esenciales

Para la obtencién de los aceites esenciales se utilizan diferentes métodos.

1.4.1 Extraccion por disolventes

En este proceso, la muestra seca es colocada en disolventes orgdnicos como pueden
ser el alcohol y cloroformo, principalmente. Estos solubilizan compuestos como: como
compuestos esenciales, ceras y grasas obteniendo una oleorresina o extracto impuro.
Es usado comunmente en pequefia escala ya que industrialmente resulta costoso debido
a los disolventes utilizados y se obtienen ciertos compuestos contaminados con otras
sustancias, incrementando la posibilidad de que estos, hagan combustion ocasionando

dafos graves a la salud (Martinez, A., 2003).

Cabe mencionar que existen diversos dafios perjudiciales a la salud debido a los
disolventes utilizados si se tiene contacto directo con la piel o inhalados, esto referente
a los disolventes derivados del petroleo, los cuales son usados comunmente en esta
técnica. El extracto puro con estos disolventes suele tener colores oscuros al arrastrar

pigmentos. Este disolvente es filtrado y se evapora o se separa a temperaturas bajas.

1.4.2 Extraccién por fluidos supercriticos

Es una operacién unitaria que emplea el beneficio disolvente de fluidos supercriticos en
condiciones por encima de su temperatura y presiones criticas. Este tipo de extraccion
es mas rapida, al usar disolventes organicos convencionales, gracias a la volatilidad de
los fluidos supercriticos (gases en condiciones ambientales normales) y las propiedades
de transporte mejoradas (alta difusividad y baja viscosidad) (Del Valle, J. M. & Aguilera,
J. K., 1999).
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Las principales ventajas de esta técnica radican en los tiempos cortos de extraccion y el
rendimiento mayor que presenta, ademas de la posibilidad de seleccionar las sustancias
y la composicion de los extractos; entre las desventajas se encuentran que las ceras
cuticulares y los compuestos de alto peso molecular son extraidos junto con el aceite

esencial (Yamini, Y. et al., 2008).

1.4.3 Extraccion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor es una técnica aplicada en la separacién de
sustancias poco solubles en agua y se emplea para separar una sustancia de una mezcla
gue posee un punto de ebullicibn muy alto y que se descomponen al destilar. Todo esto
es por efecto de la temperatura del vapor (100°C), en un determinado tiempo, dando
como consecuencia la ruptura del tejido del vegetal liberando el aceite esencial (Figura
2).

Condensador
Material
[ organico ]
desmenuzado Iy
Cheee ‘

Generador :-I fuente de :- _ ~I—u~|’
de vapor [ (|| | aceites iR Acen.e B
T esenciales | J esenmal:-'

' liguida |
—_ | \

L

Figura 2. Equipo de hidrodestilacion

La vaporizacion selectiva del componente volatil se realiza a través de una inyecciéon de
vapor de agua directamente en el seno de la mezcla, denominandose a este “vapor de

arrastre”. Este vapor se condensara creando una fase inmiscible que cedera su calor a
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la mezcla para que esta se pueda vaporizar, obteniendo dos fases, una organica y una
acuosa, comportandose de manera independiente ejerciendo su propia presion de vapor
(Wankat, P. C. 1988). Por lo anterior, se debe tomar en cuenta una condicién importante:
ya el componente volatil, y alguna impureza sean insolubles en agua para poder formar
las dos fases al condensarse, permitiendo su separacion del componente con el agua de
manera sencilla. Es posible utilizar un gas inerte para el arrastre en lugar de agua sin
embargo el empleo de estos vapores, pueden generar problemas adicionales en la
condensacion y en la recuperacion del destilado o gas.

Una ventaja de utilizar el método de arrastre por vapor es que el destilado obtenido sera
puro en relacion al componente no volatil, aunque requiere una decantacion para ser
separado del agua, otra ventaja es el bajo costo que tiene el realizarlo, asi como su
sencillez para su obtencién. Sin embargo, el inconveniente es que se requiere de largos

periodos de tiempo (Peredo, H. et al., 2009).

En muchos procesos de destilacion por arrastre de vapor, el material vegetal se mezcla
con agua y el sistema se lleva a ebullicion, proceso comunmente conocido como
hidrodestilacion. El vapor se condensa para separar el agua de la fraccion de aceite.
(Perineau, F. et al., 1992).

El manejo y el almacenamiento adecuado debe ser una prioridad dado que los aceites

esenciales son altamente volatiles y sensibles a altas temperaturas.

1.5 Aceites esenciales en fase vapor y su actividad antimicrobiana

Historicamente el uso de aceites esenciales en su fase vapor ha sido en su mayoria con
fines psicotrépicos en los ambitos religiosos, asi como para prevenir malestares
estomacales o vomitos (Arias y Ramon, 2005). En el afio de 1960, se demostrd su uso
potencial como agente antimicrobiano usando el método de difusion en disco midiendo
las zonas de inhibicion sobre ciertos tipos de bacterias (Maruzzella, J. C. y Sicurella, N.
A.,1960). Otro de los métodos evaluados fue el usado por Inouye, S. et al. (2001), el cual
colocaba la muestra de aceite esencial evaluado dentro de un contenedor hermético con
la cepa del microorganismo evaluado para observar su susceptibilidad ante los

compuestos desprendidos por el aceite esencial.
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Uno de los estudios mas significativos actualmente es el realizado por Nedorostova, L.
et al. (2009), quienes evaluaron el efecto de 27 aceites esenciales diferentes en su fase
vapor contra bacterias patdégenas presentes en los alimentos entre los que se
encuentran: E. coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enteriditis, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa, de los cuales 13 de los aceites esenciales
demostraron su actividad antimicrobiana, resaltando el aceite esencial de las hojas del
rabano picante (Armoracia rusticana), el cual fue efectivo contra los cinco patégenos

evaluados en concentraciones de 0.0083 ul /cm3.

Por otro lado, también estos vapores tienen un importante efecto sobre diferentes tipos
de hongos y mohos como fue demostrado por Lépez-Malo, A. et al. (2005), quienes
evaluaron el efecto de los vapores desprendidos por canela, clavo y albahaca sobre A.
flavus y P. islandicum. Asimismo, Tullio, V. et al. (2007), probaron el aceite esencial de
tomillo y la nuez moscada sobre Aspergillus sp. y Penicillium sp.

Aungue se ha demostrado, la capacidad de los aceites como agentes antimicrobianos,
su aplicacion como aditivos en la industria alimentaria se encuentra limitada debido a las
alteraciones sensoriales que causan cuando son aplicados en los alimentos (Lopez-
Malo, A. et al., 2005). Una solucion a este problema es reducir los efectos con la
utilizacién de los aceites esenciales en fase vapor en concentraciones bajas (Suhr, K. I.,
& Nielsen, P. V., 2003).

Los vapores son generados por los componentes volatiles propios de los aceites
esenciales que son desprendidos y por medio de la difusion se expanden generando una
modificacion de la atmosfera a ciertas temperaturas o un ambiente (Figura 3) como lo ha
propuesto Lopez-Malo, A. et al. (2005) y Fisher, K. & Phillips C.A. (2008), teniendo un
mayor impacto en mohos debido a su crecimiento superficial. Los vapores generados por
los aceites afectan el ciclo de vida de los mohos en la etapa de germinacién, en el

crecimiento de la hifa y en la etapa de esporulacion.
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Figura 3. Mecanismo de accion del aceite esencial en fase vapor

1.5.1 Aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) en fase vapor

Los estudios realizados por Avila-Sosa, R. et al (2012), con el aceite esencial de orégano
en fase vapor demuestra la efectividad de su uso como agente antimicrobiano. Sus
principales componentes son el thymol y el carvacrol, dichos compuestos son
responsables de la caracteristica antimicrobiana del aceite. Cabe destacar que el estado
de madurez de la planta es importante puesto que en plantas mas jovenes la cantidad
de thymol es mayoritaria que la del carvacol, asi de manera analoga, el carvacrol es el

compuesto predominante en plantas con un estado de madurez mayor.

Estudios como el realizado por Albado Plaus, E. et al. (2001), sugieren un efecto
importante del carvacol y la funcién que éste tiene sobre la actividad antimicrobiana
contra bacterias como E. coli, S. aureus y P. aeruginosa; concluyendo que el aceite es

efectivo contra las bacterias probadas a excepcion de P. aeruginosa.
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De manera similar, Avila-Sosa, R. et al., (2012) determinaron dicha actividad del aceite
esencial al probarlo con diferentes tipos de hongos como fue P. digitatum y A. niger a
diferentes concentraciones, siendo mas efectivo a una concentracion de 4% de aceite

esencial en el medio de cultivo.

1.5.2 Aceite esencial de tomillo en fase vapor (Thymus vulgaris)

La composicién del tomillo esta constituida principalmente por fenoles monoterpenicos,
tales como el timol, limoneno y bermol, entre otros. Sin embargo, la presencia mayoritaria
de alguno de estos compuestos va depender completamente de la época del lugar en
donde es cosechada la planta, asi como el lugar en el que se encuentre. (Alzamora, S.
et al., 2000).

Estudios realizados por Sienkiewicz, M. et al., (2011), corroboraron el comportamiento
de diferentes cepas de bacterias tales como: Staphylococcus, Enterococcus, Escherichia
y Pseudomonas en presencia del aceite esencial de tomillo por medio de la técnica
vertido en placa. Estos analisis arrojaron que la CIM (Concentracion Minima Inhibitoria;

por sus siglas en inglés) es de <1.5pL.

Por otro lado, Lépez, P. et al., (2007), probaron la fase vapor del aceite esencial en
bacterias Gram-negativas (Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas
aeruginosa, y Salmonella choleraesuis), Gram-positivas (Listeria monocytogenes,
Staphylococcus) y mohos (Penicillium islandicum y Aspergillus flavus), concluyendo que
es necesaria una CIM muy baja de aceite esencial de tomillo contra las bacterias

analizadas.

1.5.3 Aceite esencial de naranja en fase vapor (Citrus x aurantium)

El aceite esencial de naranja es rico en limoneno en un 65% del total que lo comprende;
este compuesto en particular brinda al fruto de una actividad antimicrobiana y antifingica
contra diferentes tipos de agentes. Cosentino, S. C. I. G. et al. (1999), demostraron que
el aceite esencial tiene un efecto bactericida contra Listeria monocytogenes, Salmonella
thypirium, Escherichia coli y Bacilus cerus entre otros utilizando concentraciones de entre
0.02y 10uL™.
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Por otro lado, Fisher, K. et al. (2009), evaluaron la capacidad antmicrobinana de dicho
aceite esencial usando su fase de vapor sobre L. monocytogenes, S. aureus, B. cereus,
E. coli O157 y C. jejuni, concluyendo que el limoneno y el linanol, son los compuestos

gue tienen la capacidad de reducir la poblacion bacteriana evaluada.
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ll. Materiales y métodos

2.1 Obtencion de la materia prima

Los materiales vegetales utilizados fueron 1kg de cdscara naranja (Citrus x aurantium),
1kg orégano (Origanum vulgare) y 1kg tomillo (Thymus vulgaris) los cuales fueron
obtenidos en la Central de Abastos Puebla. Posteriormente fueron seleccionados

corroborandose que no mostraban dafios fisicos ni microbiolégicos aparentes.

La cepa de Salmonella tiphy fue obtenida por parte del cepario de la Dra. Ma. Lorena
Luna Guevara. Sin embargo, estudios posteriores sobre la cepa demostraron que se tratd

de Salmonella entérica la variedad de Salmonella que se utilizé para el estudio.

2.2 Métodos

2.2.1 Caracterizacion y acondicionamiento de la cascara de naranja

2.2.1.1Determinacién de humedad

Para las determinaciones de humedad de la cascara de naranja fresca (5g) por triplicado.
Las muestras se colocaron en una capsula de porcelana, previamente a peso constante
y posteriormente se introdujeron en una estufa TERLAB BTC-9100 a 102 +/- 2°C por
24 h. La determinacion de la humedad de la cadscara de naranja se calcul6 en base seca
por el método 925.10 del AOAC (AOAC, 1999).

Las especias del tomillo y el orégano fueron adquiridas en forma deshidratada y se

reporté el contenido de humedad del 11% en base seca por parte del proveedor.

2.2.1.2 Determinacion de indice de madurez

Para garantizar el grado de madurez de la cascara de naranja se determing el indice de

madurez, mismo que se calculé como la relacion entre sélidos solubles totales (°Brix)
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con uso del brixometro EASYOVER NBL100 y la acidez titulable con una muestra de

10mL de jugo de naranja (Ec. 1).

°Brix (%
IM=— : (%)
Acidez titulable (%)

(Ec. 1)

2.2.2 Extraccion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se extrajeron por medio de hidrodestilacion por triplicado de
acuerdo con lo propuesto por Masango, P. (2005). Se utilizé el hidrodestilador marca
GRAHAM DESCHEM modelo 2L HT. Se pesaron 200g de hojas de tomillo (Thymus
vulgaris), 250g de hojas de orégano (Origanum vulgare) y 800g de cascara de naranja
cortada en cubos de 2 cm? aproximadamente. Cada muestra se introdujo en un matraz
de destilacién y sometieron a la accién del vapor de agua cuantificando los siguientes
parametros: tiempo requerido para dar inicio con la ebullicién del agua, el tiempo en el
gue cayo la primera gota de aceite esencial y el tiempo en que termind la extraccion; la
temperatura del vapor de agua y la temperatura del refrigerante y el peso del aceite
esencial y la materia prima utilizada (Figura 4). Para poder calcular el rendimiento de la

extraccion se utilizé la ecuacion 2:

9

mL)l %100 (Ec. 2)

Vol.del aceite(mL)*Densidad del aceite(

Rendimiento (%) =

Materia prima (g)

Figura 4. Extraccion del aceite
esencial de orégano (Origanum
vulgare)
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2.2.3 Analisis del efecto antimicrobiano de los aceites esenciales en su
fase vapor sobre el emulsionado carnico.

2.2.3.1 Preparacion del microorganismo

Se hizo crecer una cepa de Salmonella entérica (aislada previamente de alimentos) en
100 mL de caldo Soya Tripticaseina (TSB) marca Bioxon incubado a 37° C y con
agitacion a 100 rpm durante 24 h en una INCUBADORA DE AGITACION ORBITAL
MODELO INO.4-50 marca AYSPEL APARATOS. Se ajusté la poblacion a 107UFC/mL
en un segundo caldo de TSB, mediante la medicién de absorbancia (1.1) a 590 nm
utilizando un espectrofotometro UV-VIS marca JENWAY, 6405.

2.2.3.2 Inoculacion del producto carnico

Se utilizaron salchichas tipo Viena de la marca comercial Chimex ® con un peso promedio
de 60 g y una longitud de 11 cm. Posteriormente, fueron inoculadas con una poblacion
de 10’UFC de Salmonella entérica por inmersiéon en 50mL de caldo TSB marca Bioxon,

durante 1 minuto en agitacién constante para garantizar su completa inoculacion.

2.2.3.3 Evaluacion de las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales

Las salchichas inoculadas se sometieron a impregnacion con los aceites esenciales en
fase vapor (0, 700,1000, 1500 y 2000 mg/L), dentro de camaras herméticas de plastico
estériles y se almacenaron en refrigeracion a 4+ 1 C ° durante 72y 144h, por triplicado.

Figura 5. Acondicionamiento de cadmaras

22



2.2.3.4 Recuentos microbianos

Se realizaron recuentos microbianos a los tiempos 0, 72 y 144h por triplicado con la
finalidad de conocer el comportamiento de Salmonella entérica durante estos tiempos de
contacto de los aceites esenciales. Se utilizé el método de vaciado en placa establecido
por la norma NOM-092-SSA1-1994, utilizando el medio de cultivo agar TSB. Las placas
fueron incubadas en la incubadora FELISA FE-133D a 37°C durante 24h,

respectivamente

2.2.4 Confirmacion de la presencia de Salmonella entérica

Después del tiempo transcurrido se us6 un kit especifico para Salmonella llamado
SALMONELLA AND LISTERA ASSAY METHODS AND KITS (Kim, Tae Jo, & Juan L.
Silva, 2016), para confirmar la presencia del microrganismo en las muestras de salchicha
sometida a los tratamientos. De igual manera hechos por triplicado. EI cambio de color
verde a anaranjado gracias al indicador de pH presente en el kit confirmé la presencia

de Salmonella en las muestras sometidas al tratamiento.

2.2.5 Evaluacion sensorial

Se evaluaron los tratamientos a concentraciones de 2000ppm de aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris) y naranja (Citrus x aurantium)
por 144h sin inocular, ya que fue la concentracién con mayor efectividad antimicrobiana
de los tratamientos estudiados. La evaluacion sensorial fue a una escala de 5 puntos;
con valores de 5 para Me gusta mucho, 4 me gusta, 3 ni me gusta/ni me disgusta, 2 me
disgusta y de 1 para me disgusta mucho; la evaluacion se realiz6 a un panel de 40 jueces
no entrenados de ambos sexos de edad de entre 18-50 afios, consumidores habituales

de salchicha.

2.2.6 Analisis estadistico
Todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado y los valores promedio obtenidos se

procesaron estadisticamente mediante un analisis de varianza (ANOVA), utilizando el

programa estadistico Minitab16 ®, con un 95 % de confianza como criterio de diferencia
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significativa, entre muestras. Las diferencias significativas entre los valores promedios

se determinaron usando la prueba de comparacion multiple de Tukey.

lll. Resultados y discusién

3.1 Determinacion de humedad e indice de madurez en naranja

La naranja (Citrus x aurantium) se caracteriz6 midiendo su indice de madurez con un
valor de 12.23. Dicho valor se encuentra dentro del rango establecido por la NMX-FF-
027-SCFI-2007 que es de 9.7 a 17.7; por otro lado, la muestra de cascara de naranja
presenté una humedad de 87.5%+/-0.6, datos que coinciden con los que fueron
reportados por Llontop, S., Milagritos, M. & Nunura, A. (2015) que obtuvieron una

humedad del 86.5% y un indice de madurez de 12.5 respectivamente.

3.2 Extraccion del aceite esencial

En latabla 2, se presentan los diferentes parametros que se obtuvieron con las diferentes
extracciones de los aceites esenciales. Como se puede observar, el aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare) tuvo un rendimiento del 1.03%, similar a lo reportado por
Albado Plaus, E. et al. (2001) que tuvo un valor del 1.3% extrayendo el aceite de hojas
secas, por otro lado el aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) presentd un
rendimiento de 0.72%, con una diferencia del 0.78% a lo mencionado por Sadjia, B.,
Naima, S., & Chahrazed, B. (2012) al extraerlo de material desecado. Este valor puede
deberse al estado en el que fue cosechada la planta, asi como al proceso de secado al
gue se sometié antes de su venta. Por otro lado, el rendimiento del aceite esencial de
naranja concuerda con los datos obtenidos por Ledn Méndez, G. et al. (2015), el cual fue

del 0.5% comprobando la efectividad del método al usarlo en este fruto.
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Tabla 2. Variables registradas en los procesos de extraccion los aceites esenciales de orégano (Origanum

vulgare), tomillo (Thymus vulgaris) y naranja (Citrus x aurantium)

Aceite Orégano (Origanum vulgare) | Tomillo (Thymus vulgaris) Naranja (Citrus X
aurantium)

Tiempo en que empezé | 20 a 97 °C 21 a 96°C 20a97°C

la ebullicion (min)

Tiempo en que cayé la | 50 35 50

primera gota (min)

Tiempo en que cay6 la | 110 75 138

Gltima gota (min)

Temperatura del | 12 13 12

refrigerante (°C)

Temperatura del vapor | 95 95 95

(°C)

Masa de la materia prima | 200 250albado 800

()

Masa del aceite obtenido | 2.24 1.8 3.9

()

Densidad del aceite | 0.92 0.88 0.84

(g/mL)

Volumen del aceite | 2.42 2.03 4.64

obtenido(mL)

Rendimiento (%) 1.03 0.72 0.48

3.3 Analisis del efecto antimicrobiano de los aceites esenciales

sobre el

entérica.

Como ya se mencion6 con anterioridad, los diferentes compuestos aromaticos presentes
en los aceites esenciales fungen como un antimicrobiano importante en plantas y se han

utilizado como conservadores naturales (Lanciotti, R. et al., 2003). En la tabla 3 se

muestran los resultados de los recuentos realizados por triplicado.
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Tabla 3. Reducciones logaritmicas de Salmonella entérica inoculada en
emulsionados cérnicos con diferentes contenidos de agentes

antimicrobianos.

Tratamiento Reduccién LogioUFCl/g
Aceite Concentracion 72h 144h
esencial
Control n/a 0.00+0.00 a, N 0.04+0.00 a, N
700ppm 0.25+0.00 g, K 0.57+0.03 ¢, |
Orégano 1000ppm 0.48+.001f,J 0.98+0.00d, G
1500ppm 1.00£0.00 c, EF 1.24+0.00 b, C
2000ppm 0.98+0.00 cd, EFG 1.97 £0.00 a, A
700ppm 0.47+0.01 g, J 0.91+0.00 e, H
1000ppm 0.531+0.53 f, | 0.96+0.00 d, FG
Tomillo 1500ppm 1.10 +0.00 ¢, D 1.26+0.00 b, C
2000ppm 1.09+£0.00c, D 1.36£0.01a,B
700ppm 0.08+0.00 e, M 0.19+0.00d, L
1000ppm 0.03+0.00 d, L 0.1440.00 b, GH
Naranja 1500ppm 0.29+0.00¢c, K 0.93+0.00 b, G
2000ppm 0.25+0.03 ¢, K 1.01+0.02 a, E

Las letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre los promedios para
un mismo tratamiento de aceite esencial. Las letras mayusculas distintas indican diferencia
significativa (p<0.05)entre los promedios de todos los tratamientos

De acuerdo a los resultados obtenidos y de manera general se observan reducciones
(p<0.05), en la poblaciéon microbiana de los distintos tratamientos estudiados. Cuando se
evaluo el efecto del aceite esencial de orégano sobre la poblacion bacteriana, este tuvo
una disminucién mayor a las 144h de contacto con una concentracion de 2000ppm,
obteniendo una reduccion de 1.90 LogioUFC/g. Asimismo, podemos observar que se
presentan reducciones (p<0.05), al someter la salchicha a concentraciones de 1500ppm
donde se produjeron reducciones de 1.07 LogioUFC/g a las 72h de contacto y de
1.24log10UFC/g a las 144h, respectivamente. Finalmente, cuando se evaluo el efecto con

una aplicacion de 1000 ppm se produjo una reduccién de 0.98 LogioUFC/g a las 144h
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de contacto, mientras que con 700ppm se produjo una disminucion de la poblacién

bacteriana solamente de 0.57log10UFC/g a la misma cantidad de 144h respectivamente.

Observando la figura 6, se puede apreciar la influencia del aceite esencial orégano
(Origanum vulgare) sobre la poblacion de Salmonella spp. en la muestra de salchicha a
una concentracion de 700ppm por 144h de contacto; sin embargo, a una concentracion
de 1500ppm a las 72h de contacto, existio una mayor diminucion en comparacion a las
anteriores concentraciones de 1000 y 700ppm respectivamente. Cabe destacar que
diferentes autores han mencionado el efecto antimicrobiano que tiene el aceite esencial
de orégano sobre cepas de bacterias Gram negativas, entre ellas Salmonella entérica

como es el caso de Amadio, C. et al. (2011).
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Figura 6. Evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) en
fase vapor sobre Salmonella entérica en concentraciones de o, 700, 1000, 1500 y 2000ppm en periodos
de 0,72y 144h.

Por otro lado los resultados obtenidos son similares con lo reportado por Lépez et al.
(2005), en los cuales el aceite esencial de orégano presentdo un efecto sobre el
crecimiento de Salmonella choleraesuis y en un grupo de bacterias Gram negativas
evaluadas, en el citado estudio hubo una disminucion de la poblacion de un 70% a las 6

h de aplicacion del tratamiento en placa Petri, concluyendo que el carvacrol, al estar
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presente en mayor proporcion en esta especia es el compuesto que contribuye a la
disminucién de la carga microbiana. Asimismo, el estudio realizado por Luna et al. (2015),
confirma la eficacia del aceite esencial de orégano como antimicrobiano sobre E. coli

ETEC gue manifestd reducciones logaritmicas de 3y 4 ciclos, respectivamente.

Por otro lado, en la industria cérnica se evaluo el efecto antibacteriano de dicho aceite
sobre carne de cerdo molida y pasteurizada a diferentes periodos de tiempo;
concluyendo que el aceite esencial de orégano, adicionado directamente afecta la

supervivencia de las diferentes cepas de Salmonella (Vasquez et al., 2014).
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Figura 7. Evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) en fase
vapor sobre Salmonella entérica en concentraciones de 0, 700, 1000, 1500 y 2000pm en periodos de 0,
72y 144h.

Como se puede observar en la figura 7, la mayor disminucion de la poblacion microbiana
se presenta a una concentracion de 2000ppm. Algunos estudios como el de Arias, F. H.
& Garcia-Rico R. O. (2006), demostraron la capacidad inhibitoria del aceite esencial de
tomillo en concentraciones de 200ppm, teniendo un halo de inhibicion de 15mm en una

poblacién de 10°UFC sobre Salmonella entérica.

El aceite esencial de tomillo se presentd una diferencia significativa (p<0.05), en las
concentraciones mas elevadas. La mayor reduccion se logro al someter a la salchicha a

una concentraciéon de 2000ppm a las 144h, con una reduccién de 1.36 logl0UFC/qg,
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mientras que la reduccién de 1.26 se alcanz6 con una concentracion de 1500ppm, en el
mismo periodo de tiempo. En los tratamientos evaluados con concentraciones de
1500ppm y 2000ppm, a las 72h, no se encontraron diferencias significativas cuando se
evaluaron las respectivas reducciones logaritmicas (p>0.05). Asimismo, el menor efecto
se alcanzo6 con las concentraciones de 700ppm y 1000ppm, a las 144 h, con y con
reducciones de 0,91 y de 0,96, respectivamente. Al igual que el aceite esencial de
orégano en su fase vapor, el tomillo evaluado por Lépez-Malo, A. et al. (2005) sobre S.
choleraesuis el cual tuvo una efectividad antibacteriana de un 60%. Asimismo, el estudio
realizado por Nedorostova, L. et al. (2009), confirma lo anterior al demostrar la efectividad
de esta misma especia sobre Salmonella entereditis. En otro estudio realizado por Luna
et al.2015, en donde el aceite esencial se evalué como potencial antimicrobiano en frutos
de tomate se confirmé la sensibilidad de E. coli ante este tratamiento; cuando las
muestras fueron sumergidas en el aceite esencial. La poblacion bacteriana de E. coli.

disminuy6 3 logio UFC/g a una concentracion de 10ppm.

Alzamora, S. et al. (2000) sugieren que la accion del carvacol presente en el tomillo y
orégano actua sobre la permeabilidad en la membrana externa de las bacterias Gram
negativas (como es el caso de Salmonella spp.) liberando lipolisacaridos y aumentando
la permeabilidad de la membrana citoplasmética a ATP observando una disminucién en
la sintesis de ATP.
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Figura 8. Evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial de naranja (Citrus x aurantium) en su
fase vapor sobre Salmonella entérica en concentraciones de 0, 700, 1000, 1500 y 2000ppm en periodos
de tiempo de 0, 72 y 144h

En la figura 8 el aceite esencial de naranja (Citrus x aurantium), se observa que la
disminucién en la poblacién microbiana comienza a una concentraciéon de 1000ppm a las
144 h de contacto; cabe destacar que para este aceite esencial en particular se tuvo que
someter a mayores periodos de contacto para poder lograr que la poblacion bacteriana
se viera afectada por el tratamiento. De acuerdo con Tosun, S. Y. et al., (2017),
solamente se alcanzd una reduccion en la poblacién microbiana cuando el aceite
esencial fue adicionado de manera directa en carne de Salmon Atlantico y con 96h de

almacenamiento.

En el presente estudio, los datos obtenidos del analisis estadistico confirman que las
muestras de salchicha al ser sometidas al tratamiento con aceite esencial de naranja
mostraron reducciones significativas (p<0.05) al estar en contacto por 144 h a una
concentracion de 2000ppm y logrando solamente reducir 1.01Log10UFC/g, demostrando
ser el aceite esencial de menor efecto antimicrobiano, cuando fue comparado con los
otros aceites en las mismas condiciones. Estudios preliminares con dicho aceite esencial
mostraron su capacidad antimicrobiana ante diferentes tipos de microorganismos. ,
Fisher, K. & Phillips C.A. (2006) comparo el efecto de varios aceites esenciales citricos,

entre ellos el de naranja (Citrus x aurantium) sobre Salmonella spp. el cual tuvo un halo
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de inhibicion del 1%. En sistemas de alimentos el aceite esencial de naranja fue probado
en muestras de piel de pollo crudo. Al comparar el aceite esencial de naranja con el de
bergamota y limén, el aceite esencial de naranja no present6 reducciones significativas
al exponer las muestras de piel de pollo al aceite esencial de manera directa y en fase
vapor por 8 h. (, Fisher, K. & Phillips C.A., 2006)

Sin embargo, el reducido efecto antimicrobiano mostrado por el aceite esencial de
naranja es debido por el limoneno, éste actla sobre la membrana plasmatica de la célula
bacteriana, acumulandose y causando la perdida de la integridad de la membrana
(Sikkema, J. et al., 1994). Dabbah, R. et al. (1970) aislaron del aceite el terpenol, geraniol
y el limoneno los cuales tuvieron un 90% de inhibiciébn sobre Salmonella. Asimismo,
Espina et al., (2013) evaluaron el efecto del limoneno sobre E. coli O157:H7 usando
200uL de Limoneo en jugo de manzana inoculado con la cepa de E. coli O157:H7,

reducciones de 2 y 0.5 ciclos logaritmicos.

Finalmente, fueron evaluados los tres aceites esenciales, el tiempo de contacto y la
concentracion, lo anterior permitié conocer la eficacia de cada uno de los tratamientos
evaluados. El tratamiento con aceite esencial de orégano fue el que presento el mayor
efecto significativo (p<0.05), sobre la poblacién de Salmonella entérica al disminuir
1.98Log10UFC/g a una concentracion de 2000ppm en comparacion con el tomillo que
redujo 1.38Logi10UFC/g. Asimismo, a una concentracion de 1000ppm y con 144h de
contacto el aceite esencial de orégano y tomillo reduce a 0.98LogioUFC/g y
0.96Log10UFC/g respectivamente. presentando la misma reduccion a un tiempo de 72h
a una concentracién de 1500ppm siendo estadisticamente significativa (p<0.05) dicha
reduccion logaritmica. Para el aceite esencial de orégano y de tomillo se puede atribuir
este caracter antimicrobiano al carvacrol, biocompuesto presente de manera mayoritaria
en dichos aceites esenciales en un 70% para el aceite esencial de orégano (Albado
Plaus, E. et al., 2001) y un 81% para el tomillo (Sadjia, B., Naima, S., & Chahrazed, B.,
2012) en las mismas condiciones extraidas por la bibliografia. Por otro lado, el aceite
esencial de naranja presentd el menor efecto sobre el microorganismo en estudio, ya
gue al tiempo de contacto de 144h y a una concentracion de 2000ppm la reduccion fue
de 1.01Log10UFC/g, atribuyéndole su capacidad antimicrobiana al limoneno presente en
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el aceite esencial en un 89.6% en las mismas condiciones de extraccion realizadas por
Ledn Méndez, G. et al., (2015). De acuerdo con los resultados obtenidos se puede
comprobar que el aceite esencial de orégano funge como el mejor antimicrobiano de los

tres aceites esenciales evaluados.

Después de analizar la actividad antimicrobiana de la fase de vapor de los aceites
esenciales evaluados se sugiere que el aceite esencial reduce la actividad microbiana
en las muestras presentes, pero no inhibe la presencia del patdogeno. Lo anterior queda
demostrado con el kit de confirmacion de Salmonella, el cual indica que la bacteria aun
se encuentra presente pues la acidificacién del medio por parte de la sepa de Salmonella
reacciona con el rojo de fenol presente en la formulacion de la fase solida del medio de
cultivo como indicador de pH cambiando el color verde en el fondo de las muestras a

amarillo o anaranjado (Figura 9)

Figura 9. Muestras positivas (Fondo amarillo/anaranjado) de SALMONELLA AND LISTERA ASSAY
METHODS AND KITS para Salmonella entérica después del tratamiento con aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare) a 2000ppm por 144h.
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3.4 Evaluacioén sensorial

Una vez determinados los tratamientos que tuvieron mayores reducciones logaritmicas
sobre la poblacion de Salmonella entérica, se realiz6 una evaluacion sensorial del
producto sin inoculo para conocer la modificacion de las propiedades sensoriales en la

salchicha posteriormente a la aplicacion de los aceites en fase de vapor. Los parametros

evaluados fueron sabor, aroma, textura, color y su aceptacion general.

En la tabla 4 se puede observar la calificacion final que obtuvieron los atributos y la

Figura 10. Evaluacion sensorial del tratamiento

salchicha en los diferentes tratamientos seleccionados.

Tabla 4. Evaluacion sensorial de salchicha tipo Viena al contacto con la fase de vapor de
diferentes aceites esenciales

Aceite esencial de

Aceite esencial de

Aceite esencial de

Atributo Naranja (Citrus x Orégano(Origanum Tomillo (Thymus
aurantium) vulgare) vulgaris)

Aroma 3.70F1.13 A 3.40F1.15 A 3.67+0.82 A
Textura 3.80F0.072 A 3.75+0.83 A 3.55F0.90 A
Color 3.95F1.15 A 4.22F0.69 A 4.15+0.53 A
Sabor 3.17¥1.03 A 2.87F1.20 A 2.62F1.25A
Acept. General 3.65+0.80 A 3.25%1.05 AB 2.97+1.18B
Calificacién final 3.61A 3.49B 3.39C

aLetras diferentes en los renglones indican diferencia significativa (p<0.05)
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Como se puede observar, la evaluacion de los parametros organolépticos presenta
diferencia significativa (p<0.05), entre ellos de acuerdo al aceite esencial evaluado. El
sabor obtuvo una calificacién que corresponde en la escala hedonica de 3.1 y un aroma
de 3.7 obteniendo una calificacion de 3.6 en su aceptacion general para las muestras
con aceite esencial de orégano, atributos que fueron graficados por tener mayor
influencia en el sistema alimentario estudiado. Dichos parametros evaluados se pueden

observar en la figura 11.

Aceptacion general
35
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0.5
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Figura 11. Resultados de la evaluacion sensorial de la salchicha en contacto por 144h con aceite

esencial de orégano (Origanum vulgare) en fase vapor a 2000ppm.

Para las muestras con aceite esencial de tomillo se obtuvieron las calificaciones de 2.87
para el sabor, aroma de 3.6 y aceptacion general de 2.97, asi como se muestra también
en lafigura 12 lo cual indica un sabor poco agradable de acuerdo con los jueces. Aligual
gue el tratamiento anterior, éste presento una diferencia significativa en la aceptacion
general obteniendo una calificacibn baja. Esto puede deberse al sabor y aroma

penetrante que presenta.
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Figura 12. Resultado s de la evaluacién sensorial de la salchicha en contacto por 144h

con aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) en fase vapor a 2000ppm.

El aceite esencial de naranja ya que estos obtuvieron una calificacion final de 3.7 para el
aroma, sabor de 3.1 y una aceptacion general de 3.6, siendo este el tratamiento

predilecto por parte de los jueces, tal como se puede observar en la figura 13.
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Figura 13. Resultado s de la evaluacion sensorial de la salchicha en contacto por 144h con aceite

esencial de naranja (Citrus x aurantium) en fase vapor a 2000ppm.

Diversos autores han debatido sobre el uso de aceites esenciales y su repercusion en
las caracteristicas organolépticas en los alimentos cuando éstos se usan de manera

directa. Tal es el caso de Tunc, S. et al. (2007), quienes usaron diferentes mezclas de
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aceites esenciales en productos de panaderia generando efectos adversos en los

productos tales como la alteracion del sabor y la textura.

Finalmente, y de acuerdo con la bibliografia consultada, el uso de los aceites esenciales
afecta las caracteristicas sensoriales de los alimentos, dependiendo del tipo de alimento,
asi como de las concentraciones que se utilicen y la manera en que se apliquen en los
mismos. Sin embargo, dichos compuestos pueden generar sabores agradables en los
sistemas alimenticios como se mostro en el tratamiento con aceite esencial de naranja,
actuando al mismo tiempo como un conservador natural, sin detrimento de las cualidades

sensoriales.
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. Conclusiones

La extraccidon de aceites esenciales por el método de hidrodestilacion es el método
mas Optimo para la extraccion de aceites esenciales para uso en alimentos puesto
gue al utilizar vapor de agua como medio de arrastre puede ser aplicado de manera
directa sin el riesgo de que contenga trazas de otros compuestos que pueden ser
toxicos para el organismo.

La fase vapor de los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare), tomillo
(Thymus vulgaris) y naranja (Citrus x aurantium) tienen un efecto antimicrobiano
sobre Salmonella entérica sobre salchichas tipo viena.

El timoly el carvacol, presentes en el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
y tomillo (Thymus vulgaris), actian como antimicrobianos naturales, mientras que
el efecto antimicrobiano del aceite esencial de naranja (Citrus x aurantium) es
debido al limoneno, compuesto mayoritario en el mismo.

El vapor del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) present6 una actividad
antimicrobiana mayor, reduciendo 1.9 LogioUFC/g ciclos logaritmicos, seguido del
vapor del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) con una reduccion de 1.5
Logi0UFC/g Salmonella entérica. Finalmente el vapor del aceite esencial de naranja
(Citrus x aurantium) tuvo la menor capacidad antimicrobiana de los tratamientos
evaluados reduciendo 1 LogioUFC/g.

Los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris) y
naranja (Citrus x aurantium) en su fase vapor evitan alteraciones importantes en las
salchichas tipo Viena. Su uso en concentraciones bajas provee de un aromay sabor
agradable.

Se recomienda aumentar las concentraciones evaluadas y determinar su efecto en
otro tipo de bacterias y productos carnicos.

El continuar con esta investigacion contribuird con brindarle alternativas de
conservacion a los productos céarnicos disminuyendo el uso de antimicrobianos o

conservadores de origen sintético.
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Anexo 1: Papeleta de evaluacion sensorial

Nombre: Fecha: Edad:
Evaluacion senszorial de salchichas expuestas al aceite esencial de naranja, tomillo y orégano.

Instrucciones: Pruebe por favor las muestras e indique el nivel de agrado marcando el punto en la escala que mejor
describa su reaccidn para cada uno de los atributos.

Muestra 334 Muestra BI1 Muestra 783

Bcala  |Color  |Aroma [Sabor  [Textura g2

5
]
[

Color |Aroma |Sabor [Textura [genera Color |Aroma (Sabor |Textrua [gener

Aceptacion Aceptacion Aceptacidn

5] Me gusta

mucho

4] Me gusta

3] Nime
gusta, ni me

disgusta

2] Me

disgusta

1} Me
disgusta

aIsgu

mucho

Observaciones:

jGracias!
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