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INTRODUCCION

Los bioconservadores son una parte esencial en los productos alimenticios (Ray, 2001)
ya que extienden la vida de anaquel del producto, controlan las propiedades
organolépticas de los alimentos y garantizan la salud del consumidor inhibiendo el
crecimiento o aniquilando a microorganismos indeseables como saprofitos alterantes,
mesofilos, psicrotrofos, Pseudomonas, Entobacterias, Mohos, Levaduras, Coliformes, E.
coli, Salmonella y Campylobacter spp. (Robinson et al, 2000) (27) (70). Las hierbas y
las especias han sido empleadas durante siglos para aumentar la vida util de los
alimentos. Diversos han sido los para demostrar la actividad antimicrobiana de este tipo
de sustancias. Hoy en dia, ha disminuido el consumo de los productos que contienen
aditivos sintéticos, ya que la mercadotecnia ha generado una tendencia favorable hacia el
consumo de productos con conservadores naturales o bioconservadores. En
consecuencia, se requiere un nuevo conservador que sustituya a los sintéticos actuales,
que su Ingesta Diaria Aceptada (IDA) no se rebase al consumirlo, que su espectro de
inhibicion sea adecuado para usarse en alimentos enlatados y que su uso sea
economicamente factible (48). EI tomillo y el orégano que se utilizan en la industria
alimenticia como sazonadores y bioconservadores culinarios contienen aceites esenciales
que se consideran de actividad inhibitoria fuerte. El reconocido principio aromético y de
sabor de extractos vegetales de diferentes tipos de plantas ha motivado el uso de varios
de ellos, principalmente como agentes saborizantes o sazonadores de alimentos y
bebidas. En nuestro pais actualmente no se realiza aplicacion de bioconservadores en las
industrias alimenticias pero en investigaciones en la Universidad Central del Ecuador en
la Facultad se han aplicado bioconservadores en carnes envasadas, embutidos y en
productos lacteos. En otros paises ya se utiliza bioconservadores para la conservacion de
carnes y alargamiento de su vida de anaquel, ademas se sugiere la aplicacion de

bioconservadores en alimentos, plantas y medicamentos (54). Los Aceites Esenciales son



la alternativa de conservadores naturales que prometen competir con el amplio mercado
de los agentes quimicos o sintéticos que actualmente ofrecen productos econdémicos, de
aplicacion sencilla y amplio espectro, pero que estan destinados a desaparecer porque son
altamente toxicos para el hombre y los animales, son bioacumulables, y después de un

largo tiempo de aplicacion son inactivos para muchos microorganismos patogenos. (47).

En consecuencia esta investigacion planteo evaluar la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare L.) y tomillo (Thymus vulgaris L.) y
como un sistema sustituto de: conservadores quimicos, empaque al vacio y atmosferas

modificadas utilizadas por la tecnologia para conservacion de carnes en fresco.

El presente trabajo se realiz6 en los Laboratorios de Microbiologia de Alimentos y
Bromatologia de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH utilizando técnicas sensoriales
para determinar el color, textura, olor aplicando la Escala de Karlsruhe; récnicas
quimicas para determinar la presencia de &cido sulfhidrico y el pH de la carne y
microbilégicas  para aislar los microorganismos. Para determinar la actividad
antimicrobiana se realizd ensayos de  screening mediante difusion de discos,
concentracion inhibitoria minima, concentracion minima bactericida, tiempo de muerte y
efecto combinado de los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare L.) y tomillo
(Thymus vulgaris L.). Los andlisis se orientaron a estimar la factibilidad de emplear estos
productos como potenciales bioconservadores en carne de pollo para aumentar el periodo
de vida til y, de esta manera beneficiar al sector comercializador, garantizar la salud y la
economia de los consumidores y poner a disposicion de la industria alimentaria un
aditivo natural frente a la demanda de los consumidores de alimentos méas frescos, menos

procesados, de calidad e inocuidad.



CAPITULO1I

1. PARTE TEORICA

1.1 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

1.1.1 GENERALIDADES

Un antimicrobiano es un agente que interrumpe una funciéon microbiana presentando a la
vez una toxicidad selectiva. Estos agentes (antibidticos) son producidos por
microorganismos, tienen diferentes espectros de inhibicién, muchos son efectivos solo
contra una variedad limitada de patdgenos mientras otros son de amplio espectro, es decir

atacan diferentes clases de patdgenos (45).

Algunos agentes se pueden usar contra mas de un grupo. Entre los antimicrobianos, los
agentes estaticos inhiben el crecimiento microbiano de modo reversible, o sea si el agente
es removido, los microorganismos recuperaran de nuevo su crecimiento, en cambio los
agentes cidas destruyen al microorganismo diana, su actividad depende de la
concentracion y el agente puede ser solamente estatico a bajos niveles. El efecto de un
agente también varia con la especie diana, un agente puede ser cida para unas especies y

estatico para otras (43).



Plantas con usos medicinales y culinarios han demostrado tener actividades
antibacterianas, antifungicas y antivirales, las cuales han sido evaluadas mediantes
estudios in vitro e in vivo. Las pruebas de actividad antibacteriana se han clasifir=~~ --

meétodos de difusion, de dilucion y autobiograficos (1).

Investigadores han adaptado métodos experimentales para representar lo mejor posible
futuras aplicaciones, sin embargo el ensayo puede ser afectado por multiples factores
tales como: el método para extraer el material de la planta, el volumen de in6culo, la fase
de crecimiento, el medio de cultivo, el pH, el emulsificante, el tiempo y la temperatura de

incubacion (5).

Algunas datos de la efectividad de estos agentes puede ser obtenidas a partir de la
concentracion inhibitoria minima, (CIM), la concentracion minima bactericida (CMB) y
el tiempo de muerte. La concentracion inhibitoria minima mide el desempefio
antibacteriano del agente, a través de la méas baja concentracién de una droga que
previene el crecimiento de un patdgeno particular. La concentracién minima bactericida
es la concentracion més baja que mata al patdgeno. Para determinar la rapidez de un
efecto bactericida o la duracion de un efecto bacteriostatico se aplica el ensayo de tiempo
de muerte (50).

1.1.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Hoy en dia existe una demanda significativa de los consumidores por los alimentos que
son minimamente procesados y libres de conservantes quimicos de sintesis con la
percepcion de ser "natural” (Gaysinsky & Weiss, 2007; Zink, 1997). Como resultado, la
industria alimentaria se enfrenta a grandes desafios para producir alimentos naturales

antimicrobianos y antioxidantes para reducir el uso de conservantes quimicos sintéticos y
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siguen produciendo alimentos seguros que son también considerados como saludables
(39).

Los antimicrobianos se usan en los alimentos por dos razones principales: (1) para
controlar los procesos naturales de deterioro (conservacion de alimentos), y (2) para
prevenir y controlar el crecimiento de microorganismos, incluidos los microorganismos
patdgenos , los antimicrobianos naturales son derivados de origen animal, vegetal y de
origen microbiano. Existe un potencial considerable para la utilizacion de
antimicrobianos naturales en los alimentos, especialmente en frutas y hortalizas frescas.
Sin embargo, los métodos y mecanismos de accion, asi como los efectos toxicoldgicos y

sensoriales de los antimicrobianos naturales, no se conocen con exactitud (8).

1.1.3 METODOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
LOS ACEITES ESENCIALES

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) ha aprobado este método como
una norma para el Comité Nacional de Estdndares de Laboratorios Clinicos (Turker y
Usta, 2008). EI método de difusion del disco es el método técnico mas a menudo
utilizado para las proyecciones a los antimicrobianos de los aceites esenciales y extractos
(39).

1.1.3.1 Método de difusion en agar

La actividad antimicrobiana es generalmente evaluada por este método para los estudios
preliminares. Un disco de papel empapado con igualdad de oportunidades se coloca en la
superficie inoculada de una placa de agar y tras el crecimiento se mide la zona de

inhibicion microbiana.



1.2 OREGANO (Origanum vulgare)

1.2.1 CLASIFICACION CIENTIFICA DEL OREGANO (Origanum vulgare)

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Lamiales
Familia : Lamiaceae
Subfamilia : Nepetoideae
Género : Origanum
Especie > vulgare

El orégano, (Origanum vulgare), es una herbacea perenne aromatica del género
Origanum, muy utilizada en la cocina meditarrdnea. Las hojas de esta planta se utilizan
como condimento tanto secas como frescas, aunque secas poseen mucho mas sabor y

aroma (68).

Morfologia de la planta de orégano: La planta forma un pequefio arbusto achaparrado de
unos 45 cm. de alto, los tallos, que a menudo adquieren una tonalidad rojiza, se ramifican
en la parte superior y tienden a deshojarse en las partes mas inferiores. Las hojas surgen
opuestas, ovales y anchas de entre 2-5 cm, con bordes enteros o ligeramente dentados y
con vellosidad en el envés. Las diminutas flores, de color blanco o rosa, que nacen en
apretadas inflorescencias terminales muy ramificadas estan protegidas por diminutas

hojillas de color rojizo (68).



Toda la planta posee unas pequefias glandulas donde estéa contenida la esencia aromatica,
de color amarillo limén, compuesto por un estearopteno y dos tipos de fenoles, como
mayoritario el carvacrol y en menor proporcion el timol. Las raices contienen estaquiosa

y los tallos sustancias tanicas (69).

Varias especies del género Origanum son nativas de la zona mediterranea y todas ellas
son tratadas como especia. La influencia del clima, la estacion y el suelo afectan en
mayor medida la composicion del aceite esencial que contienen las diferentes especies
(69).

Una especie estrechamente emparentada es la mejorana procedente de Asia Menor, que
sin embargo, difiere significativamente en sabor debido a que su aceite esencial carece de
compuestos fendlicos. Algunos cruces poseen un sabor intermedio entre el orégano y la

mejorana (mejorana dorada = orégano dorado) (69).

1.2.2 HABITAT Y CARACTERISTICAS DEL OREGANO (Origanum vulgare)

La planta de orégano crece en pastizales, matorrales, pedregales, orlas de encinares, en
zonas secas y soleadas, generalmente en calizas localizandose cerca de donde se
acumulan sustancias nitrogenadas. Desde el nivel del mar a los 800 m. Es una planta
caracteristica de comunidades de clase Trifolio-Geranietea sanguinei, herbacea y
vivaceas, de alta cobertura, que son las orlas naturales, mas o menos heliéfilas de los

bosques climéticos y sus correspondientes mantos preforestales o espinosos (70).
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Se caracteriza por ser una planta perenne de la familia de las labiadas de hasta 80cm.
tallos erectos, pilosos y aromaticos, hojas ovales, pecioladas, dentadas o enteras, flores
rosadas, viodceas o blancas de hasta 7 mm; reunidas en inflorescencias redondeadas

terminales. Estambres sobresalientes. En herbazales secos y a lado de los bosques (71).

1.2.3 PROPIEDADES MEDICINALES DEL OREGANO (Origanum vulgare)

- El orégano es utilizado para trastornos digestivos por ejemplo dispepsia de origen
nervioso, flatulencia, espasmos o célicos de los 6rganos digestivos. Por su accion
carminativa es un buen condimento para legumbres, potajes y pizzas.

- Afecciones respiratorias que cursan tos seca o irritativa, como la laringitis. El
orégano tiene también accion expectorante y antitusigena, tanto como en uso
interno y como externo.

- Dolores musculares, torticolis y lumbago, aplicando externamente tanto en

cataplasma como en fricciones sobre la piel (40).

1.2.4 COMPOSICION QUIMICA DEL OREGANO (Origanum vulgare)

Existen diversos estudios sobre la composicion quimica del orégano, usando extractos
acuosos Yy sus aceites esenciales. Se han identificado flavonoides como la apigenina y la
luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del
fenilpropano. En O. vulgare se han encontrado &cidos coumérico, ferdlico, caféico, r -
hidroxibenzéico y vainillinico. Los &cidos ferulico, caféico, r -hidroxibenzéico y
vainillinico estan presentes en O. onites. Los aceites esenciales de especies de Lippia
contienen limoneno, b -cariofileno, r -cimeno, canfor, linalol, a -pineno y timol, los
cudles pueden variar de acuerdo al quimiotipo. En extractos metandlicos de hojas de L.
graveolens se han encontrado siete iridoides minoritarios conocidos como loganina,

secologanina, secoxiloganina, dimetilsecologanosido, &cido logéanico, é&cido 8-epi-
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logéanico y carioptosido; y tres iridoides mayoritarios como el &cido carioptosidico y sus
derivados 6’-O-p-coumaroil y 6’-O-cafeoil. También contiene flavonoides como
naringenina y pinocembrina, lapachenol e icterogenina. Las Figuras 1 y 2 presentan las

estructuras quimicas de algunos de los compuestos principales presentes en el orégano

(34).
e 2 S
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FIGURA N° 1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES DEL
OREGANO
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FIGURA N° 2 ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS PRINCIPALES FLAVONOIDES EN
OREGANO

Los monoterpenoides, compuestos volatiles con olores intensamente pungentes, son los
responsables de las fragancias y las sensaciones de olor-sabor de muchas plantas.
Estructural y biolégicamente son muy diferentes, llegdndose a clasificarseles hasta en 35
grupos. Los principales quimiotipos de la especie O. vulgare son el carvacrol y el timol

cada una con enzimas especificas que dirigen su biosintesis (34).

La subespecie O. vulgare ssp. Hirtum es la mas estudiada, especialmente en relacion a la
composicion y calidad de su aceite esencial, ya que este Gltimo tiene un importante valor
comercial. En esta subespecie el rendimiento del aceite esencial en la hoja seca varia
entre 2% y 6%. Este porcentaje se ve afectado por la altitud del lugar de cultivo, y por la

época de recoleccion, siendo este mas bajo en el otofio (34).

Los compuestos mayoritarios encontrados en O. vulgare ssp. Hirtum son el carvacrol,

timol, r -cimeno y g -terpineno, aunque en diversos estudios realizados por cromatografia
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de gases/espectrometria de masas se han identificado de 16 a 56 compuestos diferentes.
Estos componentes también se han encontrado en O. dictamnus y se sabe que otras
especies como O. scabrum y O. microphyllum contienen alrededor de 28 y 41
compuestos diferentes, respectivamente. Los investigadores cubanos caracterizaron tres
especies de orégano y concluyeron que se recomendaba la produccion de Lippia
micromera. El cuadro N° 1 presenta algunos de los compuestos principales en cada tipo
de orégano. En el aceite del orégano que crece en forma silvestre se ha encontrado la
presencia dominante de carvacrol y timol. Se ha observado que un incremento en los
porcentajes de timol provoca un decremento en el contenido de carvacrol. De igual
manera, los hidrocarburos monoterpenoides g -terpineno y r-cimeno estan presentes de
manera constante en los aceites esenciales, pero siempre en cantidades menores a las de

los dos fenoles (41).

CUADRO N° 1 COMPOSICION QUIMICA DE Origanum

Nombre Principales componentes Referencias
Cientifico
O. vulgare Acido o -cumérico, acido fertlico, 4cido cafeico, 5, 6, 15, 16,

acido r -hidroxibenzoico,acido vainillinico, acido |53
rosmarinico. Mirceno, a -terpineno r -cimeno, g -
terpineno, timol, carvacrol, b —cariofileno

O. dictamnus | r -cimeno, timoquinona, carvacrol 25

O. onites Acido ferulico, acido cafeico, r -hidroxibenzoico |16
acido vainillinico

0. r -cimeno, g -terpineno, timol, carvacrol 99
glandulosum

En el aceite del orégano silvestre cultivado en hidroponia y adicionado de fosforo se han
identificado 46 componentes. En este caso, los principales compuestos fueron el
carvacrol (29%-73%) y el p-cimeno (11%-42%). Al mismo tiempo se observo un
incremento en el porcentaje de p-cimeno y un decremento de carvacrol cuando se

comparo con el aceite de plantas enriquecidas con nitrégeno (41).
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1.3 ACEITE ESENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare)

El aceite de orégano es el primer antiséptico natural y tiene amplio poder microbicida, el
orégano no tiene la tendencia conocida para el desarrollo de la resistencia. El aceite de
Orégano puede matar o puede bloguear el crecimiento de virtualmente cualquier hongo,
asi como también inhibe el crecimiento de la mayoria de bacterias. El aceite de orégano,
carvacol y timol son los mas activos y estos trabajan juntos con efecto sinérgico para

potenciar las propiedades antisépticas (12).

El aceite de orégano es quizés el méas poderoso agente anti-fungal herbal conocido. Su
eficacia es aumentada por su seguridad, desde que es enteramente no toxico. Esto es de
importancia crucial con infecciones de hongos tales como la Candidiasis, donde dosis
grandes pueden ser necesarias para establecer la curacion. La resistencia fungal al
orégano es muy rara. De hecho, el orégano es un agente anti-fungal tan poderoso que es
capaz de destruir hongos que han sido mutados en el laboratorio como resistentes y
formas resistentes de hongos que resultan de la terapia antibiotica. El aceite de Orégano
es un poderoso calmante del dolor, es también un poderoso antioxidante. Ademas, el

aceite mejora la digestion estimulando el flujo de bilis (33).

1.3.1 USO TERAPEUTICO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO (Origanum

vulgare)

La planta de oréganon Origanum vulgare, posee muchos usos medicinales y aplicaciones
curativas, los cuales estdn dados por las propiedades medicinales que presenta. A su vez
éstas estan dadas por sus componentes del orégano, los cuales pueden ser aprovechados

de mejor manera, al extraer los aceites esenciales (3).
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El consumo de los aceites esenciales del orégano facilita la eliminacién de los gases
acumulados en el tubo digestivo. Debido a esto es muy recomendado para aquellas

personas que presenten meteorismo Y flatulencia (3).

Se recomienda consumir los aceites esenciales del orégano a las personas que tengan
problemas de estrefiimiento, digestion lenta y problemas digestivos en general, ya que
debido a sus propiedades medicinales favorece la funcion biliar mejorando la digestion.

Debido a lo anterior se recomienda ingerir posterior a las comidas (3).

La tos excesiva producto de resfriados o catarros, asi como también los problemas

bronquiales pueden tratarse mediante el consumo de los aceites esenciales del orégano

(3).

El orégano posee muchas sustancias dentro de su composicion (como los flavonoides)
que favorecen la circulacion sanguinea. Debido a esto es muy recomendable su consumo
para prevenir problemas cardiacos y la aparicion de trombos. Ademés ayuda a aliviar

dolores de cabeza ocurridos por una mala circulacion sanguinea (3).

Los aceites esenciales del orégano estan muy recomendados para aquellas mujeres que
sufren de fuertes dolores durante la menstruacion, ya que debido a sus propiedades

medicinales el consumo de estos aceites alivian dichos dolores (3).
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1.3.2 TOXICIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO (Origanum vulgare)

El orégano no posee efectos toxicos si se consume en su estado natural en dosis
adecuadas y durante un tiempo prudente. Sin embargo, los aceites esenciales de la planta
de orégano pueden ser catalogados como tdoxicos, ya que al ser ingeridos en dosis
elevadas puede ocasionar efectos narcéticos, evidenciados en sintomas como suefio

excesivo (somnolencia) o adormecimiento de ciertas partes del cuerpo (77).

No se recomienda la ingesta del los aceites esenciales del orégano en mujeres que se
encuentran embarazadas, ya que sus componentes podrian ocasionar problemas

durante este periodo, incluso puede provocar abortos (77).

Debido a que no existe evidencia que asevere que el consumo de los aceites esenciales
del orégano no resultan ser perjudiciales para los lactantes, no se recomienda su consumo

a las mujeres que se encuentren durante la etapa de lactancia (77).

Los aceites esenciales del orégano pueden ocasionar un aumento de los sintomas en
personas que presenten gastritis, colon irritable o Glceras, por lo cual no se recomienda su

consumo a personas que padezcan de estas enfermedades (77).

1.3.3 EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO

El aceite esencial de orégano tiene propiedades antibacterianas ya que puede ayudar en la

prevencion de las infecciones bacterianas, incluyendo infecciones del tracto urinario,



-15 -

infecciones de la piel e incluso la intoxicacion por alimentos. Un estudio reciente sobre
las cualidades antibacterianas de varios aceites esenciales que se encuentran en los
aceites de orégano y tomillo mostraron los mayores niveles de actividad antibacteriana
(46).

Un estudio hecho en 6 semanas en individuos con parasitos con suplementacion de 600
mg. diarios de aceite de orégano, llevo a cabo la completa desaparicion de los
organismos nocivos. También puede protegernos contra una amplia variedad de
infiltracion parésitos diferentes, tanto dentro del cuerpo, asi como el entorno fisico. Esto

incluye los gusanos redondos, gusanos planos chinches, piojos, pulgas y mosquitos (46).

1.3 TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

1.41 CLASIFICACION CIENTIFICA DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

Reino : Plantae
Division : Spermatophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Lamiales
Familia : Lamiaceae
Género : Thymus
Especie : T. vulgaris

Nombre binomial :Thymus vulgaris L. (33).
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1.4.2 HABITAT Y CARACTERISTICAS DEL TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

Thymus vulgaris es una planta aromatica, vivaz (que vive mas de dos afios), lefiosa, muy
polimorfa, de 10 a 40 cm. de altura, alcanzando el medio metro en zonas protegidas.
Posee numerosas ramas, lefiosas, compactas, de color parduzco o blanco aterciopelado
(73).

Las hojas son lineares, entre 4 y 8 mm., oblongas, sentadas o brevemente pediceladas,
opuestas, sin cilios, con el peciolo o sus margenes revueltos hacia abajo y blanquecinas

por su revés (73).

Las flores son rosadas y blancas, axilares y agrupadas en la extremidad de las ramas,
forman una especie de capiculo terminal, a menudo, con inflorescencia interrumpida. Las
bracteas son verde grisaceas. Los célices se presentan algo gibosos, tres dientes en el
labio superior, cortos y casi iguales, y dos en el inferior, siendo estos muy agudos, de
mayor longitud, con pelos en sus bordes y de color rojizo. Las corolas son algo mas

largas que los cdlices, con el labio superior erguido y el inferior trilobulado (73)

El fruto es un tetraquenio, lampifio, de color marrdn. Florece a partir de marzo. La parte

atil de la planta son las hojas y sumidades florecidas (56).

Como especies més utilizadas y con mayores posibilidades para su futuro cultivo,
especialmente en el sureste espafol, destacan: Thymus vulgaris, Thymus zygis spp.
Gracilis, Thymus baeticus, Thymus hiemalis, Thymus mastichina y Thymbra capitata

Thymus vulgaris es una especie muy variable, tanto en su fenologia como en la
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composicion quimica de su aceite esencial, habiendo sido detectados siete quimiotipos
(56).

El habitat natural del tomillo se encuentra en paises de la cuenca mediterranea occidental,
especialmente sobre suelos soleados y secos. Predomina en el este, centro y sur de la
Peninsula Ibérica, asi como en Baleares. Sobre suelos calizos, arcillosos y menos

frecuentemente en los siliceos (56).

Puede encontrarse en una altitud entre 0 y 2.000 m. Sus especies perviven bajo
temperaturas muy variadas e incluso extremas. Crece en climas templados, templado-
célidos y de montafa. Resiste bien las heladas y sequias, pero no el encharcamiento ni el
exceso de humedad ambiente. Aunque se adapta bien a los suelos ricos en aluvion y
calcéreos, se adapta a los arcillosos, ligeros y siliceos. Prefiere la exposicion a mediodia.
Normalmente, se disponen en forma de matorral bajo en zonas de sol directo e intenso,

que soportan gracias a la impregnacion oleosa de sus hojas (56).

El tomillo se resiente si se manipulan excesivamente sus raices, por eso es necesario que
al realizar el trasplante se coja toda la tierra del tiesto y se introduzca en el hoyo hecho en
el suelo. Su componente mas importante es su esencia, que en el tomillo varia en gran
manera por la proporcion en que la produce la planta, segin su propia naturaleza, el pais
en que se cria, la altitud a que medra, la época de recoleccion, la planta llega a dar el 3%

de esencia en estado seco (23).
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1.43 PROPIEDADES MEDICINALES DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

El aceite esencial de tomillo contiene compuestos tales como timol, carvacrol,
borneol, linaol, cimeno, pineno, dipenteno y acetato de bornila), un principio
amargo, tanino y materias resinosas y pépticas el tomillo actiia como digestivo,
antiséptico, vermifugo, y como estimulante sedativo en las crisis de tos (9).

La esencia tiene un poder antiséptico superior del fenol al del agua oxigenada en
la actualidad esta bien comprobada la accion bactericida de la esencia de tomillo
sobre los bacilos tifico, diftérico, tuberculoso (bacilo de Koch), y sobre los
meningococos (causantes de la meningitis), los neumococos y los estafilococos.
Su accidon antiséptica se localiza sobre el aparato digestivo, el respiratorio y el
genitourinario, y especialmente sobre las mucosas de la boca y garganta, asi como
las de los dérganos genitales. Su accion antimicrobiana se ve potenciada por la
capacidad que tiene para estimular el fendmeno de la leucocitosis (aumento de los
glébulos blancos en la sangre). Tal como se ha podido demostrar
experimentalmente. Al contrario que los antibidticos los cuales deprimen el
sistema inmunitario (defensas), el tomillo lo estimula, favoreciendo la actividad
de los leucocitos (glébulos blancos). El uso del tomillo se halla pues indicado en
todas las enfermedades infecciosas, en especial las de origen bacteriano que
afecta a los 6rganos digestivos, respiratorios y genitourinarios.

En el sistema nervioso actlla como tonificante general del organismo estimula las
facultades intelectuales y la agilidad mental.

Antiespasmadico, eupéptico, carminativo abre el apetito, favorece la digestion y
combate las putrefacciones intestinales por desequilibrios en la microbiota del
colon. Indicado en gastroenteritis y colitis provocadas por bacterias del genero
Salmonella responsables de numerosas infecciones por alimentos en mal estado,
especialmente durante el verano.

También se emplea como vermifugo, para afecciones bucales y faringeas, como
expectorante, antitusigeno y balsamico y por sus propiedades diuréticas y

antisépticas, resulta indicando en las infecciones urinarias (40).
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1.4.4 COMPOSICION QUIMICA DEL TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

En su composicion quimica destacan el aceite esencial y los flavonoides. El aceite
esencial (1,0-2,5%) esta constituido principalmente por fenoles monoterpénicos, como
timol, carvacrol, p-cimeno, gammaterpineno, limoneno, borneol y linalol. No obstante, se
ha de tener en cuenta que la composicion del aceite esencial es variable segln la época y
lugar de la cosecha, ademéas de la bien conocida existencia de diferentes quimiotipos,
tanto de T. vulgaris como de T. zygis. Por este motivo, la Farmacopea Francesa exige que
la esencia tenga un minimo del 30% de fenoles totales. Entre ellos, los principales son el
timol y el carvacrol, cimol, Vitamina B;, Vitamina C, taninos, Manganeso, saponinas,
triterpenoides, flavonoides (derivados de apigenol y luteolol), acidos fenoles (&cido

cafeico, rosmarinico), alcoholes (borneol, linalol) Terpenos (terpineno, cimeno) (58).

También contiene flavonoides, como luteolina, apigenina, naringenina, eriodictol,

cirsilineol, salvigenina, cirsimaritina, timonina y timusina, entre otros (74).

Otros componentes también destacables son los éacidos fendlicos derivados del &cido
cindmico (&cidos cafeico y rosmarinico), triterpenos (&cidos ursélico y oleandlico),

saponinas, taninos y un principio amargo (serpilina) (74).

15 ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

El aceite esencial de tomillo se extrae mediante un proceso de destilacion de las partes
aéreas de la planta. EI componente principal del aceite esencial de tomillo es el timol, que
tiene propiedades medicinales sobresalientes. El timol es una sustancia muy potente y

puede llegar a ser peligroso para la salud si no lo utilizamos correctamente (49).
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Estos aceites esenciales son usados en sesiones de aromaterapia para recuperar la
vitalidad, suprimir la ansiedad y para darle tonicidad a los musculos. Ademas despide un
agradable aroma si lo usamos en un difusor o un hornillo para perfumar el ambiente, y al
mismo tiempo, estaremos aprovechando las mdltiples propiedades medicinales del

tomillo en aromaterapia (49).

El aceite de tomillo puede ser un muy buen remedio natural expectorante, estimulante del
sistema respiratorio, antiviral, antiséptico, antibacterial y como ténico energizante
natural. Para esto podemos mezclar unas pocas gotas no mas de 4 0 5 gotas en una taza

de infusion de eucaliptos, menta, té verde u otras infusiones segutn el efecto buscado (49).

1.5.1 USO TERAPEUTICO DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO

Tiene un efecto antihelmintico, antimicrobiano, antioxidante, antiputrescente,
antirreumatico, antiseptico (intestinal, pulmonar genitourinario), antiespasmaodico,
antitusigeno, antitdxico, astringente, diurético, afrodisiaco, bactericida, tonico nervioso,
balsamico, revulsivo, carminativo, cicatrizante, emenagogo, rubefaciente, parasiticida,

estimulante del sistema inmunitario y de la circulacion, vermifugo (50).

Piel: cortes, contusiones, quemaduras, abscesos, acné, dermatitis, sarna, piojos,
picaduras de insectos, piel grasa, infecciones de las encias.

Aparato respiratorio: bronquitis, laringitis, sinusitis, amigdalitis, catarro, tos, asma.
Circulacion, musculos y articulaciones: artritis, reumatismo, dolor muscular, torceduras,
lesiones deportivas, celulitis, gota, obesidad, mala circulacion, edema.

Aparato digestivo: dispepsia, flatulencia, diarrea,

Sistema inmunitario: enfermedades infecciosas.

Sistema nervioso: insomnio, debilidad nerviosa, enfermedades por estrés, dolor de cabeza
(50).
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152 TOXICIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO

La planta de tomillo es en general muy segura de consumir, en especial si se ingieren
preparados naturales en base a esta planta y se consume en dosis adecuadas. Sin
embargo, los aceites esenciales de tomillo pueden provocar efectos toxicos en las

personas que lo consumen (76).

No se recomienda el consumo, mediante aplicacion oral, de los aceites esenciales del
tomillo, conocido cientificamente como Thymus vulgaris, a las mujeres que se

encuentren embarazadas o en la etapa de lactancia (76).

Esto se debe a que no se conoce en detalle, los efectos que podria provocar el tomillo en
estas situaciones. Debido a los componentes de esta planta, se especula, que podria

provocar reacciones abortivas (76).

El consumo, en dosis elevadas, de los aceites esenciales de esta planta podria ocasionar
algun tipo de intoxicacion, la cual se caracterizaria por fuertes dolores estomacales y de

cabeza, mareos, diarreas y vomitos (76).

El tomillo puede provocar reacciones alérgicas en las personas que son hipersensibles a
esta planta, por lo tanto no se recomienda su ingesta a aquellas personas que son

alérgicas a las plantas de la familia de las labiadas (76).
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153 EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO

El aceite esencial de Tomillo, fundamentalmente por sus componentes fendlicos, timol y
carvacrol, tiene una actividad antibacteriana tanto frente a gérmenes grampositivos como
gramnegativos. Este efecto es debido a su accion sobre la membrana bacteriana. La
eliminacion de timol y carvacrol por via respiratoria produce una actividad antiséptica
respiratoria. Por su actividad antibacteriana, el tomillo tiene interés también como
antiséptico urinario y de la cavidad bucofaringea, asi como para el lavado de heridas.
Ademas, el timol y el carvacrol tienen una accién antimicotica, efectiva frente a Candida
albicans (75).

Por otra parte, el extracto acuoso de Tomillo, inhibe de forma significativa, in vitro, el

crecimiento de Helicobacter pylori y su potente actividad ureasa (75).

Posee propiedades antisépticas utilizadas para tratar las infecciones pulmonares. Es
espasmolitico y calma la tos espasmddica. Acttiia ademaés sobre la rinorrea, disminuyendo

las secreciones nasales (75).

También es eficaz en el alivio de los problemas intestinales como vientre hinchado y
aerofagia, para lo que resulta ideal asociarlo al carb6n vegetal. Su accion antiséptica se
ejerce igualmente sobre el sistema digestivo y especialmente sobre los casos de diarrea.
Tiene también virtudes estimulantes y antiviricas y como tal puede utilizarse para

prevenir las recidivas del herpes zoster (75).
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1.6 CONSERVANTES NATURALES

Las especias y aceites esenciales desde la antigiiedad ya eran utilizados para embalsamar
cadaveres y evitar la putrefaccion, por la presencia de fenoles, flavonoides, que retrasan

la autoxidacion de las grasas (21) (37).

Actualmente, el creciente interés de los consumidores por la seguridad y calidad de los
alimentos que ingieren, las nuevas tendencias revelan una clara preferencia de la
industria alimentaria hacia los conservantes naturales, como es el caso de antioxidantes
procedentes de extractos de plantas. Asi, el mercado de los antioxidantes sintéticos esta
en declive mientras que los antioxidantes naturales ganan importancia debido a la
aceptacion de los consumidores y a los requerimientos legales para acceder al mercado
(65).

Ciertas especias inhiben el crecimiento de microorganismos. En general son maés
efectivos frente a organismos grampositivos que frente a bacterias gramnegativas. En
estos productos se han determinado: gran poder conservante (canela, clavo de olor,
mostaza). Inhibicion débil de una gran variedad de microorganismos (Micrococcus
pyogenes, Sarcina lutea, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Salmonella Typhi Penecilum
notatum) (37).

Los aceites esenciales de los citricos (naranja, limén) son inhibidores del desarrollo de
Aspergillus flavus, eliminando la produccion de aflatoxina. Los extractos de ajo y cebolla
inhiben el desarrollo de levaduras y son también antibacterianos. Los cereales, rabanos,

platano, berza contienen también sustancias antimicrobianas (17) (64).
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Las sustancias antimicrobianas de numerosas especias son los principios de los aceites
esenciales, que son mezclas de diferentes productos volatiles, con frecuencia afines, entre
los que se encuentran los hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres fendlicos y
acidos (66).

Los marinados también son otra forma de conservar alimentos, estdn compuestos por
liquidos y elementos aromatizantes que tienen por objeto eliminar los fuertes sabores que
pudieran tener los distintos tipos de carne. Ademéas de aromatizarlas se consigue
ablandarlas y prolongar su conservacion al formar en la preparacion una pelicula externa

que aisla los microorganismos (54).

1.7 ACEITES ESENCIALES

1.7.1 GENERALIDADES

Segun la 82 Edicion de la farmacopea francesa del afio 1965, los aceites esenciales son
“productos de composicion general muy complejas que contienen los principios volatiles
que se encuentran en los vegetales mas o menos modificados durante su preparacion”
(72).

Los aceites esenciales no se encuentran practicamente mas que en vegetales superiores.
Se calcula que existen aproximadamente unas 17.500 especies aromaticas, son productos
quimicos que forman las esencias odoriferas de un gran nimero de vegetales, se
encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 familias de plantas que incluyen las
Compuestas, Labiadas, Laurdceas, Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas,
Umbeliferas, etc. (70).
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Los aceites esenciales o esencias vegetales son mezclas de un nimero variable de
substancias orgénicas olorosas. Por lo general se obtienen por arrastre de vapor. Las
propiedades fisico quimicas de los aceites esenciales son muy diversas, puesto que el
grupo engloba substancias muy heterogéneas, de las que en la esencia de una planta,
préacticamente puede encontrarse solo uno o més compuestos. El rendimiento de esencia
obtenido de una planta varia de unas cuantas milésimas por ciento del peso vegetal hasta
1-3%. La composicion de una esencia puede cambiar con la época de la recoleccion, el

lugar geografico (18).

Son mezclas complejas de fragancias y aromas o sustancias aromaticas originadas en
plantas. Muchas de estas substancias son utilizadas totalmente, otras una parte y otras un
solo componente, dependiendo de su actividad. A los aceites esenciales se les denomina
también quinta esencia; se los puede clasificar de acuerdo al uso industria, medicinal: sea
como aroma y fragancia en cosmética, saborizante y bactericida en alimentos,

antisépticos y medicinales (18).

1.7.2 LOCALIZACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Generalmente, la sintesis y acumulacion de los aceites esenciales se asocia a la presencia
de estructuras histoldgicas especializadas, a menudo localizadas sobre o en la proximidad

de la superficie de la planta (71).

Los aceites esenciales se pueden aislar de diferentes partes de la planta:

- En las hojas (ajenjo, albahaca, buchd, cidron, eucalipto, hierbabuena, limoncillo,

mejorana, menta, pachuli, quenopodio, romero, salvia, toronjil, etc.)
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- En las raices (angélica, asaro, azafran, calamo, cUrcuma, galanga, jengibre,
sandalo, sasafras, valeriana, vetiver, etc.).

- Encel pericarpio del fruto (limén, mandarina, naranja, etc.).

- Enlas semillas (anis, cardamomo, eneldo, hinojo, comino, etc.).

- Encel tallo (canela, caparrapi, etc.).

- En las flores (&rnica, lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, clavo de olor, rosa,
etc.).

- Enlos frutos (alcaravea, cilantro, laurel, nuez moscada, perejil, pimienta, etc.).

Los aceites esenciales son volatiles, arrastrables por vapor de agua o gas supercritico ya
ello se debe su aroma. Los aceites esenciales estan presentes en glandulas, pelos
glandulares o disueltos en las resinas. Son insolubles en agua y solubles en solventes
orgéanicos, generalmente son liquidos, pero en algunos casos se solidifica una parte por
enfriamiento. Ello se aprovecha para separar los componentes sélidos que conforman la

parte conocida como estereopteno (alcanfor) de los aceites, olcopteno (33).

Las aplicaciones de los aceites esenciales son muy variadas, sea en perfumeria
especialmente los terpenos oxigenados tienen olor agradable, mientras mayor cantidad de
compuestos oxigenados tenga es mas valorada una esencia. Como saborizantes de

alimentos como son los aceites de anis, de menta (33).

En medicina son muy utilizadas como carminativas y saporiferas las esencias de anis,
clavo, canela, la esencia de clavo de olor es muy utilizada como analgésico dental y
como precursor de vainillina. Los monoterpenos sirven a las plantas entre otras cosas,
para inhibir la germinacion de otras especies y asi evitar la competencia especialmente de

agua, si esta es escasa (33).
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1.7.3 FUNCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

En general, la funcion bioldgica de los terpenoides de los aceites esenciales sigue estando
poco clara. Sin embargo, es probable que tengan un papel ecoldgico. Apoya esta
hipotesis el haber establecido experimentalmente el papel de algunos de ellos, tanto en el
campo de las interacciones vegetales (agentes alelopéticos, especialmente inhibidores de
la germinacion) como en las interacciones vegetal-animal: proteccion contra los

depredadores (insectos y hongos) y atraccion de polinizadores (6).

1.7.4 Clasificacién de los aceites esenciales

1.7.4.1 Por su consistencia

Esencias fluidas : Son liquidos volatiles a temperatura ambiente.

Bélsamos : Son de consistencia méas espesa, son poco volatiles y
propensos a sufrir reacciones de polimerizacién, son
ejemplos: el balsamo de copaiba, el balsamo del Perd,

Benjui, balsamo de Tolu, Estoraque, etc (38).

Oleorresinas : Tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son
tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisélidas
(48).
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1742 Por su origen

Aceites Naturales: Los naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren
modificaciones fisicas ni quimicas debido a su rendimiento tan bajo son muy costosas.

Estos aceites esenciales son los llamados Aceites esenciales de aromaterapia (48).

En Aromaterapia o la Aromacologia s6lo se deben de utilizar aceites esenciales naturales,
puros y completos, que no hayan sufrido ningln tipo de agregado natural o sintético y
que no hayan sufrido ningun proceso de rectificacion etc. El concepto bésico de la
Aromaterapia es que el aceite esencial no debe tener ninguna transformacion para

mantener las caracteristicas quimicas que tiene el vegetal (48).

Aceites Avrtificiales: Los artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento

de la misma esencia con uno o varios de sus componentes (48).

Aceites Sintéticos: Los aceites esenciales sintéticos como su nombre lo indica son los
producidos por la combinacion de sus componentes los cuales son la mayoria de las

veces producidos por procesos de sintesis quimica (48).

1.7.5 CONTROL DE CALIDAD DE LOS ACEITES ESENCIALES

La calidad se ha convertido en algo cada vez mas importante para toda actividad

productiva; la competencia de los mercados, y la globalizacion de la economia hacen
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imperativo que los productos sean de alta calidad y los costos se controlen en cada etapa

del proceso (12).

Concretamente y desde el punto de vista productivo, la calidad de los aceites esenciales
implica la valoracion de las necesidades del cliente desde el estudio del mercado y su
traduccion en un disefio y en producto que satisfaga las necesidades en cuento a
funcionalidad, precio, vida y servicio de agentes naturales que han centrado
recientemente en la ampliacion de la vida util de los alimentos, para reducir o eliminar

las bacterias patogenas, y aumentar la calidad global de sus productos (12).

1.7.6 TOXICIDAD DE LOS ACEITES ESENCIALES

Por regla general, los aceites esenciales por via oral poseen una toxicidad debil o muy
débil: la mayoria de los que se utilizan frecuentemente tienen una DL50 comprendida
entre 2 y5 g/Kg (anis, eucalipto, clavo, canela etc.), o lo que es més frecuente, superior a
5 g/Kg (manzanilla, lavanda, etc.), similar caso se da con los componentes de los aceites

esenciales. Son raros aquellos que tienen una DL50 inferior a 2 g/Kg (6).

1.8 CARNE DE POLLO

Dentro del reino animal las aves ocupan un gran papel dentro de la incorporacion de
proteinas por parte del hombre, desde tiempos remotos la humanidad se ha valido de ellas

para su alimentacion, ya sea a través de su carne o de sus huevos (71).
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1.8.1 COMPOSICION DE LA CARNE DE POLLO

La composicion de la carne de pollo es particularmente favorable para el hombre. Se trata
de un alimento de gran valor como fuente de proteinas. Por su proporcion relativamente
escasa de sustancias colagena, es muy digerible y de ahi su utilidad como alimento de
enfermos y convalecientes. La carne de pollo es ademas estimulante del apetito y de la
digestion por su elevado contenido en sustancias basicas, entre ellas, la creatina. La
creatinina y la anserina (N- metilcarnosina). Entre los diversos compuestos nitrogenados,
los principios bioldgicamente méas importantes de esta carne son las proteinas. Segun
Grau (1969); en su composicion participan los 21 aminodcidos. La proporcion de los
llamados esenciales sirve de indice para establecer el valor biolégico de las proteinas
animales y vegetales. Por lo tanto. La carne de ave, con un valor bilégico de 90, es

superada Unicamente por la leche y los huevos (24).

1.8.2 PROPIEDADES NUTRITIVAS DE LA CARNE DE POLLO

Dependiendo de la composicion de las distintas piezas carnicas, existen diferencias
nutricionales. La pechuga sin piel es la menos grasa, con menos del 1% en peso, y la
parte del animal con menos colesterol. Los muslos tienen menos proteinas que la
pechuga y el triple de grasa, asi como las visceras, con cinco veces mas de grasa. El
higado tiene nueve veces méas contenido de colesterol que la pechuga. Se pueden apreciar
variaciones en la composicion de la carne, en funcion de la edad del animal sacrificado.
En relacion con las carnes rojas la carne de pollo tiene un aporte proteico similar. En
vitaminas, destaca la presencia de &cido folico y vitamina Bz o niacina. Entre los
minerales, el nivel de hierro y de zinc es menor que en el caso de la carne roja, aunque
supone una fuente més importante de fosforo y potasio. El valor nutritivo de la
menudencia de pollo es muy alto, especialmente en proteinas y lipidos similares al de la

carne roja, aunque destaca su aporte en minerales y vitaminas, principalmente vitamina
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B2, A, vitamina C y acido folico. Cada 100 g de carne de pollo aportan unas 130 calorias
(25). ( VER CUADRO N° 2)

1.8.3 PROTEINAS Y GRASAS BUENAS DE LA CARNE DE POLLO

La carne de pollo contiene proteinas de alta calidad (aminoacidos esenciales de alta
digestibilidad), y ademéas aporta poca carga caldrica. De hecho, el pollo est4 considerado
como carne magra porque contiene menos de un 10% de grasa en su composicion. Su
contenido en &cidos grasos monoinsaturados (AGM) o ‘grasas buenas', es mayor que el
de acidos grasos saturados (AGS) o ‘grasas malas', por lo que resulta muy recomendable
como parte integrante de una dieta saludable. Las distintas partes de éste ave aportan
diferentes cantidades de nutrientes. Asi, la pechuga de pollo es la parte del ave que
contiene una menor proporcion de acidos grasos saturados y de colesterol, pero una
mayor cantidad de proteinas, acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados. Si
conservamos la piel de pollo a la hora de consumirlo, aumenta el contenido de calérico,
proteico y lipidico, asi como el nivel de colesterol, por lo que se recomiendan eliminarla

previamente a su ingesta (62).
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CUADRO N° 2 COMPOSICION NUTRITIVA DEL POLLO (por 100 g de porcion comestible)

Alimento Agua Energia | Proteina | Grasas | Cinc | Sodio Vit. Bl
(mL) | (Kcal) | (9) (9 (mg) | (mg) (mg)
Pollo con piel 70,3 167,0 20,0 9,7 1,0 64,0 0,10
Pollo en filetes | 75,4 112,0 21,8 2,8 0,7 81,0 0,10
Alimento Vit. B2 | Niacina | AGS AGM | AGP | Colesterol
(mg) (mg) (9 (9 (9 | (mg)
Pollo con piel 0,15 10,4 3,2 4.4 15 110,0
Pollo en filetes | 0,15 14,0 0,9 1,3 0,4 69,0

AGS= grasas saturadas / AGM= grasas monoinsaturadas / AGP= grasas poliinsaturadas.

(26).

1.8.4 MINERALES PRESENTES EN LA CARNE DE POLLO

El pollo es ademas una buena fuente de fosforo, también. El fésforo es uno de los

minerales mé&s presentes en nuestros tejidos, por lo que es importante ingerirlo en mayor

proporcién que otros nutrientes. Forma parte de todas las membranas celulares, sobre

todo en los tejidos cerebrales, y participa en el mantenimiento de huesos y dientes (61).
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1.85 VITAMINAS PRESENTES EN LA CARNE DE POLLO

Aporta vitamina Bg 0 piridoxina, que ayuda a mantener la funcién normal de nuestro
cerebro, y participa en la formacion de glébulos rojos. Su consumo nos reporta ademas
acido folico, cuya ingesta regular antes y durante la gestacion (sobre todo durante el
primer trimestre), contribuye a prevenir defectos de nacimiento en el cerebro y la médula
espinal denominados defectos del tubo neural. Ademas, el acido folico se relaciona con la
formacion de glébulos rojos, que cuando se encuentran en baja proporcion en sangre, se
asocian con un aumento del riesgo cardiovascular. Tampoco es despreciable su contenido

de la antioxidante vitamina E, en comparacion con otros tipos de carne (61).

1.8.6 VENTAJAS E INCOVENIENTES DEL CONSUMO DE CARNE DE POLLO

La carne de pollo es muy fécil de digerir, méas incluso que la de pavo. Ademas, por su
versatilidad en el modo de cocinado, es un alimento muy adecuado en dietas de control
de peso, siempre y cuando se elijan las piezas del animal méas magras como la pechuga,
se elimine la piel y se prepare a la plancha o al horno, técnicas culinarias que exigen poco
aceite (29).

Puesto que los menudillos de pollo contienen gran cantidad de colesterol, este aspecto ha
de ser tenido en cuenta en caso de padecer hipercolesterolemia o enfermedades

cardiovasculares (29).

La carne de pollo es una de las més bajas en purinas, asi que limitando la cantida a 80 -
100 g por racion, puede formar parte de la dieta de personas con hiperuricemia (acido

arico elevado) (29).
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1.8.7 CONTAMINACION, CONSERVACION Y ALTERACION DE LA CARNE
DE POLLO

La carne de pollo es un producto muy alterable por lo que deben manejarse con especial
cuidado durante todas las operaciones de procesado. La alteracion se inicia pronto,
después de la sangria, como resultado de acciones microbianas, quimicas y fisicas. Si no
se frenasen pronto estas acciones se convertiria la carne en un producto no apto para el
consumo. Es necesario minimizar su deterioro para prolongar el tiempo durante el que la

carne mantiene un nivel de calidad aceptable (20).

El no aplicar las medidas de control de calidad, durante cualquier operacion de
procesado, aumenta generalmente la velocidad y la extension de los cambios alterativos

que llevan al deterioro y finalmente a la putrefaccion de la carne (20).

1.8.7.1 Contaminacion de la carne de pollo

Las fuentes de contaminacion para la carne de aves es la piel de estos animales, cuando
estdn vivos, pueden contener un promedio de 1.500 bacterias por centimetro cuadrado.
Probablemente, estas cifras corresponden a la microbiota natural de la piel, mas otros
microorganismos procedentes de las patas, plumas y heces. La contaminacion de la piel
y de las paredes de la cavidad abdominal tiene lugar durante las fases de lavado,

desplumado y evisceracion (21).

La cantidad de bacterias en la superficie externa de los pollos varia consideradamente.
Sin embargo, esta variacion es mas acusada entre cada una de las aves que entre las
diferentes zonas de las mismas. Las claves de microorganismos aislados dependeran de
donde se hayan recogido las muestras y de la fase o etapa de procesado. En aves y

productos derivados se han encontrado miembros de los siguientes géneros:
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Enterobacter, Alcaligenes, Escherichia, Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus,
Paracolobactrum, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus, Corynebacterium vy
Salmonella. Los menudillos como mollejas, corazones e higado se preparan
separadamente, pudiendo diferir la carga y tipos de microorganismos, se han recibido una
considerable atencion la incidencia de Salmonelas ya que se encuentra una incidencia del
Oyel 20% (21).

1.8.7.2 Conservacion de la carne de pollo

Como el sacrificio de los mamiferos para la produccion de carne, el método de matanza y
sangria de las aves tiene un efecto importante en la calidad del producto. Los métodos
modernos implican el corte de la vena yugular, estando el ave suspendida de sus patas

para facilitar la sangria (51).

Se dice que el corte es externo cuando la traquea se deja intacta, mientras que el corte
denominado kosher o semita secciona la trdquea. Cuando se escaldan las aves el agua
puede pasar por aspiracion al saco aéreo. Al parecer el corte kosher determina que la
inhalacion del agua de escaldado sea minima, ya que la seccion final de la traquea hace
que esta se retraiga bajo la piel. EI método de desplumado influye también en la
capacidad de conservacion del ave. Las desplumadas en seco son més resistentes a la
descomposicion que las escaldadas o semiescaldadas, ya que la piel queda menos
lesionada, aunque es mayor la cantidad de cafiones en la piel. La mayoria de las aves se
despluman por semiescaldado, que consiste en sumergir las aves en agua a unos 55°C
durante 2 minutos. La experiencia demuestra que el agua utilizada para el semiescaldado
no es una fuente importante de contaminacion siempre que se tomen las debidas
precauciones en relacion con el cambio de agua. El escaldado de las aves con vapor es
mas efectivo que con agua caliente para reducir la cantidad de bacterias, con inclusion de

coliformes y salmonelas (21).
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1.8.7.3 Alteracion de la carne de pollo

Aunque las enzimas contribuyen a la alteracion de las aves terminadas, la causa
fundamental de la misma son las bacterias, principalmente las procedentes del tubo
digestivo. El nimero limitado de trabajos acerca de la alteracion de las aves indica que la
mayor parte del crecimiento bacteriano tiene lugar sobre las superficies, como son la piel,
las paredes de la cavidad abdominal y las superficies de corte, difundiendo los productos

de descomposicion lentamente hacia la carne (68).

1.8.8 DETERIORO DE LA CARNE DE POLLO

Los estudios sobre la microbiota bacteriana de carnes frescas de ave, han demostrado la
intervencion de diversos microorganismos pero se considera que las carnes se alteran a
bajas temperaturas y el causante de esto son los organismos que pertenecen al género de
las Pseudomonas. Las principales razones por las cuales el deterioro de las aves esta
sobre todo limitado a las superficies son las siguientes: las partes internas de los tejidos
generalmente son estériles o contienen relativamente pocos organismos, que no suelen
crecer a bajas temperaturas en consecuencia, la microbiota productora de la alteracion
queda reducida a las superficies y piel, a donde llega a través del agua o del proceso de
elaboracion o manipulacion. Las superficies de las aves frescas y almacenadas en un
ambiente muy himedo son muy susceptibles al crecimiento de bacterias aerobias, como
son las Pseudomonadaceas. Estos organismos crecen bien en las superficies donde
forman colonias muy pequefias que posteriormente confluyen para producir el limo
caracteristico de la carne de ave alterada. Cuando las carnes de ave sufren deterioro, los
malos olores se perciben antes que la presencia de limosidad, investigaciones recientes
sobre los origenes especificos de los malos olores asociados con la alteracion de la carne
de pollo han demostrado que Ps. Putrefaciens es uno de los microorganismos mas
importantes, se sospecha la existencia de una seleccion de especies que originan un

potente mal olor a partir de la variada microbiota que se halla en el pollo fresco (68).
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19 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Es el sindrome originado por la ingesta de alimentos o agua, que contengan agentes
etioldgicos en cantidades tales que afecten la salud del consumidor a nivel individual o
grupos de poblacién. Las alergias por hipersensibilidad individual a ciertos alimentos no
se consideran ETA (22).

Entre los agentes de estas enfermedades se cuentan: bacterias o toxinas bacterianas,
micotoxinas, virus, rickesttsia, protozoos, helmintos o sustancias toxicas de origen

distinto al microbiano (22).

Las ETAS se clasifican en intoxicaciones e infecciones: Las intoxicaciones alimentarias
son las producidas por la ingestion de toxinas formadas en tejidos de plantas o animales,
0 de productos metabdlicos de microorganismos en los alimentos, o por sustancias
quimicas que se incorporan a ellos de modo accidental, incidental, o intencional desde su

produccion hasta su consumo (15).

Las infecciones alimentarias son las producidas por la ingesta de alimentos y agua
contaminada con agentes infecciosos especificos tales como bacterias, virus, hongos,
parésitos, que en la luz intestinal puedan multiplicarse o lisarse y producir toxinas o

invadir la pared intestinal y desde alli alcanzar otros aparatos o sistemas (15).

La vigilancia epidemioldgica de las Enfermedades Transmitidas a través de los
Alimentos es un sistema de informacion oportuna y continua de ciertas afecciones que se
adquiere con el consumo de alimentos o agua, que incluye la investigacion de los factores
determinantes y que permite formular un diagndstico de la situacion. Sobre esta base se

logran establecer estrategias de accion para su control y prevencion. Los alimentos son el
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probable vector de numerosos peligros bioldgicos, quimicos y fisicos y sin duda de

varios problemas nutricionales (15).

El posible incremento de las enfermedades microbianas transmitidas por alimentos puede

deberse a los factores siguientes:

- La plasticidad genética de los microorganismos y su adaptabilidad a los cambios
ambientales.

- La evolucion de la susceptibilidad del huésped a las infecciones, en la que
influyen en particular la edad y la inmunodepresion, unida al aumento de la
proporcion de subpoblaciones susceptibles como resultado del cambio
demogréfico en las poblaciones. Esta situacion se agrava con la malnutricion que,
a nivel mundial, es tal vez la principal causa del aumento de la susceptibilidad del
huésped a las infecciones transmitidas por alimentos.

- Los cambios en las practicas agricolas, la zootecnia y los sistemas de elaboracion
y distribucion de alimentos, asi como en las modalidades de consumo o en las
conductas relacionadas con los alimentos.

- El aumento espectacular del comercio internacional de alimentos, que ha tenido
como resultado la propagacion de microorganismos patogenos fuera de las

fronteras de los distintos paises (15).

Por lo que respecta a los peligros tanto microbiol6gicos como quimicos, los

factores tecnoldgicos pueden influir unos en otros de dos formas:

- En el mundo desarrollado, los elaboradores de alimentos estan estudiando nuevas
técnicas de elaboracion y conservacion. A pesar de sus ventajas, las nuevas
tecnologias pueden llevar también consigo nuevos riesgos, especialmente cuando
no se han evaluado suficientemente los efectos complejos de las nuevas mejoras
tecnoldgicas en poblaciones microbioldgicas complejas o en la composicion de
los alimentos.

- En los paises en desarrollo, en concreto, puede que la infraestructura bésica o el

conocimiento tecnoldgico bésico de los procesos utilizados en la recoleccion, asi
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como antes y después de ésta, sea insuficiente o inexistente. Este es un motivo de
preocupacion habitual en los paises pobres, que tiene como resultado dificultades
para asegurar o mantener la inocuidad de los productos alimenticios, asi como
pérdidas de alimentos, inseguridad alimentaria o restricciones al comercio (68).

- La actitud de los consumidores esta evolucionando, siendo cada vez mayor la
inaceptabilidad social de los riesgos relacionados con los alimentos, al menos en
los paises desarrollados. Conforme aumenta la inocuidad objetiva de los
alimentos, los riesgos restantes y ocasionales tienden a provocar una indignacion
desproporcionada con el incidente y son ain menos tolerados por el publico en
general. Se han hecho en todo el mundo llamamientos en favor de la
democratizacion de las decisiones relativas a la inocuidad de los alimentos, con la
expectativa de aumentar la "participacion de los interesados”, la "apertura" y la

"transparencia” (68).

La actitud de los consumidores guarda también relacion con la disponibilidad de
alimentos sanos y nutritivos y el acceso a ellos. Las preocupaciones relacionadas con la
prevencion de enfermedades cronicas, como las cardiopatias y el cancer en edades
avanzadas y sus efectos sobre la calidad de vida y el envejecimiento, estdn aumentando
en el mundo desarrollado paralelamente a la inocuidad de los alimentos. Las exigencias
de los consumidores han aumentado la sensibilizacion con respecto al contenido de
nutrientes de la alimentacion y cuestiones relativas al suministro de informacion
adecuada y fiable y al etiquetado nutricional de los alimentos elaborados. Se trata de
cuestiones importantes que tal vez haya que abordar de forma adecuada cuando se
promueven una alimentacion sana y nutritiva entre unos consumidores cada vez mas
sensibles y més dispuestos a hacer oir su opinion sobre las cuestiones relacionadas con la

alimentacioén y la nutricion (68).
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1.10 Salmonella

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae, integrada por bacilos
Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto, las caracteristicas generales
de las enterobacterias: son fermentadores de la glucosa, catalasa positivo, oxidasas
negativo y suelen ser moviles; representa una excepcion Salmonella gallinarum, siempre

inmovil (32).

Las Salmonellas son gérmenes patdgenas que crece, entre otros, en los intestinos de los
animales pueden transmitirse al hombre a través de aves o carnes de res de abastos y
provocar graves diarreas (salmonelosis). Sobre todo las aves (incluido el pollo) estan
contaminadas con frecuencia por Salmonella, porque los métodos moderados de cria
intensiva de los animales y el tipo de algunos matadores industriales potencia la

propagacion de las mismas (25).

La nomenclatura de Salmonella es compleja. Se han usado diferentes sistemas para
referir a este género. Teniendo en cuenta que estas bacterias tienen una muy importante
homologia general de su ADN, deberian ser caracterizadas como dos Unicas
especies.(35)(43) Esta propuesta, formulada por Le Minor y Popoff en la década de los
ochenta, no ha sido completamente aceptada. No obstante, y teniendo en cuenta la
necesidad de uniformizar la comunicacion entre los distintos actores (médicos,
veterinarios, quimicos, etc.), la mayoria ha optado por seguir una antigua propuesta de
Kaufmann, con las mas recientes modificaciones (formuladas desde el Centro de
Referencia colaborador de la OMS, en el Instituto Pasteur); asi, se divide el género en
dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori, diferenciables entre si por
caracteristicas metabélicas tales como la hidrélisis del ONPG, el crecimiento en
presencia de KCN y otras. Salmonella enterica se subdivide, a su vez, en seis
subespecies: enterica(l), salamae (I1), arizonae (llla), diarizonae (I1Ib), houenae(1V), e
indica (V1) que corresponden a los antiguos subgéneros. Estas subespecies son
diferenciables bioquimicamente (60) (2). Como todas las enterobacterias, el género

Salmonella tiene tres tipos de antigenos: somatico (O), flagelar (H) y de envoltura, para
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Salmonella (Vi). Los antigenos sométicos son termoestables y su especificidad radica en
el componente polisacarido de la endotoxina, complejo proteina- lipopolisacarido. Los
antigenos O se clasifican en mayores y menores; los mayores son los que definen un
grupo antigénico. Asi, el factor antigénico 0:4 caracteriza el antiguo grupo B, hoy
llamado O:4, mientras que los antigenos menores tienen menor valor discriminativo. Por
ejemplo, el antigeno O:12 lo presenta toda Salmonella perteneciente a los grupos A, By
D. Pueden encontrarse otros antigenos menores generados por modificaciones quimicas o

por conversiones fagicas (60).

Los antigenos capsulares o de envoltura s6lo lo presentan algunos serotipos de
Salmonella (Typhi y Dublin). Los antigenos flagelares son proteicos y termolabiles.
Algunos serovars sdlo producen un Unico tipo de antigeno H, siendo, en consecuencia,
monoféasicos. Sin embargo otros serotipos pueden producir alternativamente dos tipos de

antigenos H, por lo que se denominan bifasicos (2).

Mediante el uso de reacciones antigeno anticuerpo se determina la férmula antigénica de
una cepa y, a partir de dicha formula, se la clasifica en serovar o serotipo siguiendo el
esquema propuesto originalmente por Kauffman y White (que agrupa todas las

serovariedades conocidas, mas de dos mil quinientas) (2).

Salmonella presenta diferencias en cuanto a la especificidad del hospedero; mientras
algunos serovars no tienen una estricta adaptacion a un huésped, siendo capaces de
producir enfermedades con diversas caracteristicas en distintas especies animales y en el
hombre, otros serovars si son especificos, como S. gallinarum para las aves o S. typhi en

el caso del hombre (2).

Las Salmonellosis humanas pueden clasificarse en dos grandes grupos: por un lado, las

debidas a serotipos estrictamente humanos, que causan habitualmente sindromes
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tifoidicos con presencia de bacterias en la sangre, y las debidas a serotipos ubicuos, que
provocan diarrea, vomitos y fiebre. La duracion y entidad de esta enfermedad es variable,
dependiendo del estado general del huésped, pudiendo ocasionalmente causar

enfermedades generalizadas (2).

La contaminacion de los alimentos con este microorganismo es muy comdn pues los seres
humanos, aves de corral, gatos y cerdos pueden ser portadores asintomaticos de la bacteria,
aunque los principales implicados en esta infeccion son las aves, los huevos y los roedores
(Sofos, 1994) (2).

Entre los principales factores implicados en esta infeccion alimentaria se cuentan el
consumo de carnes crudas, la recontaminacion de alimentos cocidos dados por la
manipulacion inadecuada, las malas practicas de aseo y desinfeccion de los manipuladores,
los tratamientos deficientes a alimentos que contengan huevos o carne contaminada (66).

Los alimentos de origen carnico a traves de los cuales se puede trasmitir esta infeccion son
principalmente los que contengan carne de pollo, también carnes frescas de cerdo, bovino,
pescado y demés alimentos marinos, y los productos carnicos como empanadas de carne,

picadillos, carnes curadas y sanduches (Sofos, 1994) (66).

Las salmonelas, bacterias gramnegativas, no se diferencian esencialmente en su
morfologia y capacidad tintorial de los colis y otras bacterias. Son formaciones cortas,
rechonchas, con aspecto de bastoncillo, muchas veces también ovaladas, de 2-4 um de
longitud por unos 0,5 um de anchura. No forman esporos y, como consecuencia de sus 8-
12 flagelos peritricos, estan dotadas de vivo movimiento. Sin embrago los flagelos
pueden desaparecer de forma transitoria o permanente, de forma que la inmovilidad no
basta para excluir a un germen del grupo de las salmonellas. Una importante
caracteristica diferenciativa referente a la forma de crecimiento es la formacién de

reborde mucoso es diferentes tipos de salmonellas en el borde de las colonias (10).
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Cualquier miembro del género Salmonella representa cierto grado de peligro para la
salud humana. Algunas, como S.gallinarum y S. pullorum, son de menor importancia
para el hombre; otras son un peligro grave, de forma notable S. typhi. EI nGmero y la
incidencia de estos microorganismos puede y deben ser bajos. Los alimentos que
representan un peligro de enfermedad minimo se analiza para detectar Salmonella solo

cuando hay una causa especial de interés (30).

1.11 Bacterias Proteoliticas

Las Bacterias Proteoliticas (Fotografia No 6) constituyen un grupo heterogéneo de
bacterias fuertemente proteoliticas que forman proteinasas (enzimas que digieren las
proteinas) extracelulares, asi llamadas porque se difunden fuera de las céulas. Todas las
bacterias poseen proteinasas intracelulares, pero sé6lo unas cuantas las tienen en forma
que puedan ser difundidas extracelularmente. Las Bacterias proteoliticas pueden dividirse
en aerobias o facultativas, que pueden ser esporégenas 0 no y anaerobias productoras de
esporas. Bacillus cereus es un germen aerobio esporulado proteolitico; Pseudomonas
fluorecens, es aerobio o facultativo y no produce esporas y Clostridium sporogenes
anaerobio y esporulado. Muchas especies de Clostridium, Bacillus, Pseudomonas y
Proteus son proteoliticas. Ciertas bacterias llamadas acido proteoliticas determinan a la
vez una fermentacion &cida y una protedlisis. Como ejemplos pueden citarse
Streptococcus faecalis. Liquefaciens y Micrococcus caseolyticus. Algunas bacterias son
putrefactivas, es decir, descomponen las proteinas anaerébicamente, produciendo
compuestos malolientes tales como &cido sulfarico, mercaptanos, aminas, indol, y acidos
grasos. La mayor parte de las especies proteoliticas de Clostridium son putrefactivas, lo
mismo que algunas especies de Proteus, Pseudomonas y otros géneros que no producen

esporas (14).
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Fotografia No 1: Bacterias Proteoliticas en agar leche mostrando el

halo de inhibicién de la caseina.



CAPITULO II

2. PARTE EXPERIMENTAL

21 LUGAR DE INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en:

- Laboratorio de Bromatologia de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

- Laboratorio de Instrumental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

- Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias de la
ESPOCH.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL Y CARNICO

Se utiliz6 100 mL de aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.) y 100 mL de
aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris L.), las plantas fueron adquiridas en Jambi
kiwa ubicada en Yaruquies en el cantdn Riobamba, la extraccion de los aeites esenciales
fueron por el método de arrastre de vapor utilizando un alambique esto se realiz6 en el
salinerito ubicado en Salinas de Guaranda los aceites esenciales se concentraron por

adicion de sulfato de sodio hidratado lo que permitid la separacion de los aceites de la
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solucion acuosa y 4 kilos de pechuga de pollo, la muestra tomada de pechuga de pollo
fueron adquiridas en los diferentes mercados de la ciudad de Riobamba como fueron San
Alfonso, La Merced y La Condamine y seleccionadas de acuerdo a los siguientes
pardmetros: 1) no presentar restos de plumas ni canutos, 2) la piel brillante y cubrir todo
el pollo sin presentar desgarros ni faltantes, 3) su color blanco o amarillo pero siempre
uniforme sin presentar zonas manchadas por sangre o golpes, 4) no presentar hematomas,
ni tener los huesos rotos, 5) las puntas de las alas no oscurecidas, ni presentar ninguna
pegajosidad debajo de ellas, 6) olor caracteristico, 7) limpia y fresca. Las pechugas
seleccionadas fueron trasladadas en fundas ziploc a los Laboratorios de Alimentos y

Microbiologia para realizar los correspondientes analisis de frescura.

2.2.2 EQUIPOS

- Balanza semi analitica

- Balanza analitica

- Espectrofotometro

- Refrigeradora

- Desecador

- Autoclave

- Cémara de flujo laminar

- Microscopio

- Incubadora

- Cabina extractora de gases

- Equipo de destilacion Kjeldhal
- Estufa

- Mufla

- Balanza de precision

- Molino

- Equipo de micro destilacion
- Bafio maria

- Refractometro



-47 -

2.2.3 MATERIALES

- Buretade 50 mL

- Pinza para bureta

- Pinza de discos

- Probetas de 50 y 100 mL
- Cajas petri

- Cajas millipore

- Gradilla

- Soporte universal

- Corchos

- Parafil

- Guantes

- Mascarilla

- Mechero

- Gasa

- Cémara fotogréfica
- Papel filtro

- Reverbero

- Matraz de 250 mL y 500 mL
- Algoddn

- Termdmetro

- Tijeras

- Regla

- Isopos

- Tubos de ensayo

- Computadora

- Espétula

- Papel de empaque

- Masquil
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- Asade platino

- Vaso de precipitacion
- Findas ziploc

- Mortero

- Varilla

- Porta objeto

- Cubre objeto

- Papel aluminio

- Esparadrapo

- Cuchillos

2.24 REACTIVOS

- Sulfurico Acido (J. T. Baker 9681-05)

- Sodio Hidréxido (MERK 1.064998.1000)

- Agua destilada

- Desinfectante

- Alcohol

- Suero fisiolégico al 80%

- Aceite de orégano y tomillo a diferentes concentraciones como 10.000,
5.000, 2.500 y 1.250

- Glicerol (Mallinckrodt 5092)

- Tween 80al 10% (MERK 8.2350)

- Estreptomicina

- Sulfato de amonio

- Extracto de levadura

- Agua de peptona

2.2.5 MEDIOS DE CULTIVO

- Agar PCA (DIFCO 247940)
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- Agar TSA (BBL 211043)

- Agar leche para proteoliticos

- Caldo TSB (Bacto 211825)

- Caldo leche para proteoliticos

- Agar Muller Hinton (DIFCO 225250)
- Caldo Muller Hinton (DIFCO 275730)
- Agar — Agar (Sharlau 07- 004)

- Tryptone (Acumedia 7351A)

- Agar XLD

- Agar Urea

- Agar LIA

- Agar TSI

- Agar Hecktoen

- Agar Mac Conkey

- Agar Sulfito Bismuto

- Agar verde brillante

- Aar cetrimida ( MERCK 1.25284)

2.2.6 Cepas utilizadas

e Salmonella spp.

e Bacterias proteoliticas
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2.3 METODOS

2.3.1 DETERMINACION SENSORIAL DE LA CARNE DE POLLO

- Preparacién de la muestra

Luego de la obtencion de las muestras de pechuga de pollo, se cortd en pedazos de 5 x 5
cm. y se colocd en papel aluminio para ser codificada y colocada a las temperaturas

correspondientes como: ambiente, refrigeracion y congelacion.

Para la evaluacion de las caracteristicas sensoriales de la pechuga de pollo se tomaron las
muestras a diferentes temperaturas: 21 °C (ambiente) y 0 dias almacenadas, 4 °C
(refrigeracion) y O dias, a 0 °C (congelacion) y 0 dias. Los anélisis se realizaron el mismo

dia a diferentes tiempos para evitar alteraciones en el control.

El analisis sensorial de la pechuga de pollo investigada se realizo a través de los sentidos
de la vista, olfato y tacto. Para este ensayo se utiliz6 la Escala de Karlsruhe. Ver Anexo
N°1

2.3.4 DETERMINACION QUIMICA

2.3.4.1 Ensayo de &cido sulfhidrico

Los vapores del &cido sulfhidrico al reaccionar con el acetato de plomo dan una

coloracion negra. Se emplearon muestras duplicadas. Para este ensayo se utiliz la NTE
INEN 790. Ver Anexo N°2



-51 -

- La muestra 5 g finamente preparada y pesada se colocd en un matraz de 50
mL.

- Se adicion6 10 mL de H,SO, al 10%.

- En la boca del matraz se coloc6 un tapon de algoddn cubierto con papel
filtro humedecido previamente en solucion de acetato de plomo al 10%. Se
dejo en un lugar oscuro durante 24 horas.

- Pasado ese tiempo se observd si el tapdn fue manchado y de color negro.

2.3.4.2 Determinacion de pH

La medicion del pH se basa en la comparacion del potencial hidrégeno de la
solucion problema con el de un electrodo de referencia, cuyo potencial depende
en cada caso de la concentracion de hidrogeniones que posee la solucidon en la que
se sumerge. La muestras fueron por duplicado. Para este ensayo se utilizd la NTE
INEN 783. Ver Anexo N°3

Si la muestra corresponde a productos densos o heterogéneos, homogeneizarla
con ayuda de una pequefa cantidad de agua (recientemente hervida y enfriada)
con agitacion.

Se colocd en el vaso de precipitacion aproximadamente 5g la muestra preparada,
se adiciond 50 mL de agua destilada y agitd suavemente.

Si existen particulas en suspension, dejar en reposo el recipiente para que el
liquido se decante.

Se determiné el pH introduciendo los electrodos del potenciémetro, en el vaso de
precipitacion con la muestra, cuidando que estos no toquen las paredes del

recipiente, ni las particulas solidas.
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2.3.5 DETERMINACION MICROBIOLOGICA

2.3.5.1 Ensayos microbioldgicos en pechuga de pollo

2.3.5.2 Aislamiento, identificacion y conservacion de las cepas empleadas en

el estudio

Las cepas utilizadas en el estudio (Salmonella spp. y bacterias proteoliticas) se aislaron a
partir de carne fresca de pechuga de pollo recolectada y tomada en los mercados de la
ciudad de Riobamba (San Alfonso, La Merced y La Condamine).Los microorganismos se
identificaron por las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y microscopicas de las
colonias aisladas en medios selectivos y por las respuestas positivas a pruebas

metabdlicas especificas.

Identificacion de Salmonella spp.

Para la identificacion de Salmonella spp. se emplearon medios de cultivo selectivos:
XLD, Agar Sulfito Bismuto, Agar Mac Conkey, Agar Entérico de Hecktoen, Agar Verde

Brillante.

Para la identificacion ademas se realizo Tincion Gram y Prueba de la Oxidasa a partir del
crecimiento en tubos de TSA. De las colonias tipicas crecidas en medios selectivos se
tomo el indculo y se estrid en placas con PCA para obtener colonias aisladas para
realizar pruebas bioquimicas en: TSI, Urea y LIA. (VER ANEXO N°4)
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2.3.5.3 Aislamiento de proteoliticos

0.1mL de cada una de las diluciones del homogeneizado, se inocularon y extendieron en

placas de agar leche, se incubaron a 30 + 2° C durante 3 dias.

Para la preparacion del Agar Leche: Se pesd 10 g de leche en polvo; 0.5 g de extracto de
levadura; 0.5 g de sulfato de amonio; 0.5 g de cloruro de calcio; 0.1 g de fosfato
monobasico de potasio; 0.1 de fosfato dibasico de potasio; 15 g de Agar — Agar todo esto

es para un litro de agua destilada.

Las colonias desarrolladas en agar leche que mostaron un halo de crecimiento a su

alrededor se caracterizan como tipicas bacterias proteoliticas. (VER ANEXO 5,6 y 7)

2.3.5.4 Conformacion del banco de cepas

Las colonias que crecieron en cada uno de los agares selectivos correspondientes para
cada bacteria, fueron conservados en tubos previamente sellados y codificados de agar
TSA (BBL 211043) inclinados para ser guardados en refrigeracion y de esta manera

evitar la contaminacion de las bacterias. (VER ANEXO 8)

2.3.4 SCREENING DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Método de difusion de disco.
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Una suspensién microbiana de 10° células/mL se disemind en placas de Agar Miiller
Hinton, discos de papel filtro de 6 mm de didmetro se impregnaron con 20 pL de aceite
de tomillo y orégano por separado en cuatro concentraciones (10000, 5.000, 2.50C

ppm) de aceite puro y Tween 80 al 10% y se colocaron en las placas de agar inoculadas,
las placas permanecieron a 4°C por 2 h antes de ser incubadas a 37 + 2° C por 24 horas.
El didmetro de la zona de inhibicion se midié en mm. La prueba se realiz6 por duplicado
y se repitio en tres ensayos independientes, como control positivo se usd Streptomicina B
(10 pg/mL) (45) (VER ANEXO 9y 10).

2.35 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA

Preparacion de la serie de tubos

Se emplearon 13 tubos de 13 x 100 mm para este ensayo. Doce tubos contenian
diluciones del antimicrobiano en una escala apropiada de concentracion total, se usaron
controles de crecimiento y de esterilidad.

Los tubos del 1 al 11 contenian diluciones del aceite, el tubo 12 fue el control de
crecimiento (caldo Miiller Hinton + microorganismoo sin antimicrobiano), el tubo 13 el

control de esterilidad (solo caldo Miller Hinton).

Se dispensd 1 mL de caldo Miller Hinton en los tubos 2 al 13y 1.8 mL en el tubo 1 al

que se adicionaron 200 pL de la solucion total del antimicrobiano, se mezclé con vortex.

- Preparacion del in6culo

Se transfirieron 3 a 5 colonias (de similar morfologia y purificadas a partir de los medios
selectivos) a 5 mL de caldo Muller Hinton para obtener una suspension equivalente al
estdndar de turbidez 0.5 McFarland, se transfirié 0.1 mL de la suspension estandarizada a

5 mL de caldo Muller Hinton, se mezcl6 en vortex. por 15 a 20 segundos, se incub6 a 35
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* 2° C hasta turbidez visible pero no densa (determinar experimentalmente el tiempo de

incubacion).

Se ajusto la turbidez de la suspension con NaCl al 0.85% hasta alcanzar la turbidez del
estandar 0.5 MacFarland (aprox 1.5 x 10°).

Se adicion6 0.3 mL de la suspension estandarizada a 9.7 mL de caldo Muller Hinton
(dilucién 1:32) para obtener recuentos de 4 a 5 x 10 ® UFC/mL. El inéculo se uso en los

15 minutos siguientes de la preparacion.

- Inoculacién e incubacién

Los tubos seriados conteniendo el aceite antimicrobiano se inocularén con 100 uL de la
suspensién microbiana conteniendo 5 x 10° UFC/mL. Se mezclé 6 a 10 veces, se
tomaron 100 uL para obtener una concentracion final del microorganismo 5 x 10°
UFC/mL. De esta solucién estandarizada se paso a un tubo con 9 mL de caldo Muller
Hinton y se diluyeron sucesivamente otros 3 tubos més con 9mL de caldo Miller Hinton
tomando 1mL. En otro tubo estéril se tom6 200 pL de solucion mas 800 pL de caldo
Muller Hinton, se inoculdé 100 pL en una placa de agar se deberia contar

aproximadamente 100 UFC.

Los tubos seriados 1:2 se incubardn a 35+ 2° C por 20 horas, se mezclaron manualmente,

se incubaron 4 horas adicionales.

- Lectura de la Concentracién Inhibitoria Minima

Se examino el tubo 12 (control de crecimiento), se evalu6 de la siguiente manera:
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- x1+: muy ligera niebla en el tubo; 2+ ligera niebla; 3+ a 4+, turbidez densa o
crecimiento globular fino o precipitado denso con niebla en el sobrenadante.

- Se examino el tubo 13 (solo caldo). Observando si hay crecimiento cuestic

- Se examino la placa para verificar el indculo: se contaron las colonias crecidas, se
multiplico este nimero por el reciproco de la alicuota sembrada y por el factor de
dilucién. El resultado deberia estar entre 75 a 150 UFC, si no estan en este rango
se debe repertir todo el ensayo de CIM.

- Se examind los tubos del 1 al 11 buscando evidencia de crecimiento y se
compararon con los tubos controles.

- Se determind la CIM (concentracion mas baja del antimicrobiano que inhibe

completamente el crecimiento del microorganismo. (31) (Ver Tabla No 9)

2.3.6 Determinacion de la concentracion minima bactericida

- Preparacion e incubacion de cultivos

A partir de los tubos seriados 1:2 con antimicrobiano se tomaron los tubos de crecimiento
visible, de estos se tomaron y diseminaron inoculos de 10 uL y de 100 pL se incubo a

35+ 2° C durante 24 horas para Salmonella spp.

- Lectura de la Concentracién Inhibitoria Minima

Se tomo en cuenta la densidad microbiana (UFC) del indculo inicial para el ensayo de

CIM, el punto final de la CMB serd la concentracion del antimicrobiano para que el

in6culo inicial se reduzca en un 99.9%.
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La CMB se define como la concentracion més baja demostrando destruccion de la

poblacion en 99.9% o mas. (30)

2.3.7 Tiempo de muerte

Este ensayo se utilizd para determinar la actividad antimicrobiana del aceite de tomillo y

orégano dependiendo de la concentracion y dependiendo del tiempo.

Un indculo estandarizado se adiciond al caldo conteniendo varias concentraciones del
antimicrobiano y a un caldo control de crecimiento (sin antimicrobiano), Se anotaron los
viables al tiempo inicial de inoculacion y a varios tiempos los resultados se graficaron

versus tiempo (31).

Para aplicar este ensayo se debié conocer la CIM preferiblemente por el método de
macrodilucion, a parir de este valor se determinaron otras concentraciones del
antimicrobiano, generalmente 2 veces la CIM y 4 veces la CIM, se determiné la tasa de

crecimiento del microorganismo a 0, 4, 8, 24 horas luego de la inoculacion (31).

- Concentraciones a ensayar:

CIM (mg/mL), 2 x CIM, 4 x CIM en tubos con 900 uL. de caldo Muller Hinton
Tiempos: 0, 4, 8, 24, 48 horas
Diluciones a sembrar: 10" a 107

Concentracion del antimicrobiano: A partir de la solucion total 100%, luego se
realizaron otras diluciones de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.78, 0.39, 0.19, 0.097
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mg/mL. Sabiendo que la CIM es 1.56 %, se emplearon también: 0.5 CIM, 1 CIM, 2 CIM
y 4 CIM.

Se tomaron de 3 a 5 colonias se inocularon 5 mL de caldo Muller Hinton para obtener
una suspension de turbidez igual al estandar 0.5 MF, 0.1 mL de esta suspension se paso a
5 mL de CMH se agité con vortex de 15 a 20 segundos, se incubd a 35 + 2 ¢

turbidez visible, deberia corresponder a la mitad de la fase logaritmica, se monitoreo el
crecimiento en el caldo por 2 a 3 horas, tomando alicuotas del caldo cada 30 minutos y

enumerando las UFC, se determing el tiempo necesario para la incubacion.

Se ajustd la suspension con NaCl al 0.85% para alcanzar la turbidez del estandar 1 MF (3
x 10® UFC/mL), se diluyd esta suspension mezclando 1 mL de la suspension con 4 mL

de caldo y se obtuvo aproximadamente 6 x 10" UFC/mL

- Inoculacién e incubacién

Se adiciond 0.1 mL del inéculo conteniendo 6 x 10" UFC/mL a cada tubo con 10 mL de
CMH, excepto al control de esterilidad, la concentracion final del microorganismo en
cada tubo fué 6 x 10 > UFC/mL, se tomé 0.1 mL del tubo y se sembré en placas de AMH
para recuento de viables, se incubd a 35°+ 2° C, al siguiente tiempo: 4 horas se repetio el
ensayo, se mezcl6 con vortex, se removié 0.1 mL de alicuota ( dentro de 5 a 10 minutos),

se incubd y se repetio en los demas tiempos.

- Lectura de resultados

A las 24 horas se inspeccionaron visualmente los tubos y se anotd la CMI para el ensayo

de tiempo de muerte, también se hicieron recuentos para todos los tubos incluyendo el

control.
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Se determiné la densidad del in6culo inicial al tiempo cero para confirmar que la

densidad microbiana fue la apropiada: aproximadamente 6 x 10° UFC/mL.

Se realizo los recuentos y se convirtio las UFC/mL a log 10. Se grafico las UFC/mL (y)
versus tiempo (x). Se determind cual concentracion resultard en una baja en 3 log 10
respecto al control de crecimiento. Se determind el tiempo requerido para obten
disminucién. Se reportaron: CIM vy el tiempo cuando ocurrié la actividad bactericida.
(31) (\Ver Tablas N° 12, 13, 14, 15)

2.3.8 Efecto inhibitorio de los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare L.) y

tomillo (Thymus vulgaris L.) estudio “in situ™

- Preparacion del in6culo

Se tomaron de 3 a 5 colonias se incubaron en 5 mL de caldo Miiller Hinton para obtener
una suspension de turbidez igual al estandar 0.5 MF, 0.1 mL de esta suspension se paso a
5 mL de CMH se agité con vortex de 15 a 20 segundos, se incubd a 35 + 2 °C hasta
turbidez visible, deberia corresponder a la mitad de la fase logaritmica, se monitored el
crecimiento en el caldo por 3 horas, conteniendo una carga microbiana de 1.5 x 10°
UFC/mL, se tomé una alicuota de 0.3 mL de la suspension ajustada en 9.7 mL de caldo
para obtener una concentracion de 1.5x10° UFC/mL, después se colocd 100 pL de la
suspension en 9 mL caldo, se pas6 100 uL de la solucion anterior a otro tubo con 9.9 mL
de caldo y de ahi a otro tubo con 9.9 mL de caldo Mdiller Hinton para obtener la

concentracién aproximada de 1.5x10° UFC/mL.

- Procedimiento del ensayo

Para el efecto inhibidor de los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare L.) y

tomillo (Thymus vulgaris L.) se realiz6 un ensayo con una concentracion de 15.6 % (10
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veces mas de CMB). En esta prueba primeramente se cortd la pechuga de pollo en
pedazos de 3x3 cm., se la hizo hervir por dos minutos y se colocé en fundas ziploc
pequeiias, después se inoculé 100 uL del Caldo Miller Hinton a una concentracion
aproximada de bacterias a 10° UFC/mL, masajeando por un lapso de 1.5 min en cada uno
de los pedazos, luego se afiadieron por separado los aceites de orégano y tomillo a una
concentracion de 15.6% en cada una de las fundas ziploc, afiadiendo 100 pL del aceite y
se masajedé de igual forma por 1.5 min. Para el control se realizd6 el mismo

procedimiento, pero la excepcion de esto fue no aplicar el aceite de orégano y tomillo.

Se hizo el muestreo de cada una de las fundas ziploc, tanto para las que poseen el aceite
de orégano y tomillo con la concentracion de 15.6 mg/mL y para los controles
correspondientes con cada bacteria Salmonella spp, y Proteoliticos; se incubaron todas
las fundas ziploc en la refrigeradora a una temperatura de 4 a 7 °C, luego se tomo la
muestra y se enumeraron viables a las 0, 6, 12, 18, 24 y 48 horas usando un medio de
cultivo agar Miller Hinton e incubando a 35°+ 2° C por 24 horas (31). (Ver Tablas
16,17)

2.3.9 Efecto Combinado

Se determinaron las CIM para cada aceite esencial para emplear estar concentraciones en
el ensayo del efecto combinado. Se preparé un inoculo de 1.5x10® UFC/mL. Al conocer
el halo de inhibicion de cada aceite esencial frente a la bacteria los discos se colocaron
separados por una distancia iguala la suma de la zona del radio para cada disco probado
individualmente.(31) (Ver Tabla N° 18).



CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos que se reportan fueron obtenidos sobre la base de la metodologia indicada.

3.1 ANALISIS SENSORIAL DE LA CARNE DE POLLO

El analisis sensorial de la pechuga de pollo se realizé a través de los sentidos de la vista,
olfato y tacto, evaluandose color, olor y textura a temperaturas: 21 °C (ambiente), 4 °C
(refrigeracion) y 0 °C (congelacion) y a 0, 10 y 15 dias de almacenamiento.(74)

aplicandose la Escala de Karlsruhe. Los resultados se reportan en la Tabla N° 1.

TABLA N° 1 EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS SENSORIALES DE LA PECHUGA
DE POLLO

Trata. Tiempo Tempera Caracteristicas Sensoriales Promedio
(Dias) turas °C
Color Textura Olor

T1amb 0 21 8 8 9 8.3
Topet 0 4 8 8 9 8.3
Tacong 0 0 8 8 9 8.3
T1amb 10 21 5 4 6 5
T oret 10 4 6 6 7 6.3
T3cong 10 0 7 7 8 7.3
T1amb 15 21 1 1 1 1
T 2Ret 15 4 4 3 3 3.3
T3cong 15 0 6 7 7 6.6

Fuente: Paola Solis

Del andlisis de los resultados y en comparacion con la Tabla No 2 se establece que la

muestra de pechuga de pollo a 0 dias y a temperatura ambiente esté categorizada con un
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valor de 8,3 y de acuerdo a la escala de Karlshure es una carne de color tipico agradable,
brillante se observo algunas estrias blancas (grasas); de olor especifico, agradable, bueno,
completamente intenso; de textura muy buena, tierna, firme, agradable y jugosa por lo
que se puede decir que no presentd ningun tipo de alteracion, por lo que ésta es analizada
en el momento que se lleva al laboratorio, en cambio a los 10 dias y a temperatura
ambiente esta misma pechuga de pollo tiene un valor de 5 y de acuerdo a la escala de
Karlshure la carne presenta un color adn tipico, sin brillo, poco parejo, manchas
iridiscentes verdosas; de olor atipico ( a cecinas en general), olor propio aceptable; de
textura no homogénea, ligeramente elastica y seca, esto se debe a que la pechuga est4 en
proceso de descomposicion, debido a que esté invadida por una serie de microorganismos
propios del animal; por Gltimo la pechuga de pollo a temperatura ambiente por 15 dias de
almacenamiento muestra un valor de 1, de acuerdo a la escala de Karlshure presenté un
color completamente artificial, muy deteriorado; de olor francamente desagradable; de
textura repugnante (VER ANEXO N° 1), esto indica que la pechuga de pollo esti en
estado de putrefaccion debido a la proliferacion de microorganismos como pueden ser
Enterobacter, Bacilus, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus, Salmonella, etc., por lo
que la muestra de pechuga de pollo en estas condiciones no es apta para el consumo

humano.

TABLA N° 2 ANALISIS SENSORIALES DE LA PECHUGA DE POLLO A UTILZADA PARA EL
ANALISIS MICROBIOLOGICO

P&rametro de &nalisis Calidad Resultado

Color Grado 1 Excelente 9
Olor Grado 1 Excelente 9
Textura Grado 1 Excelente 9

Fuente: Tesista

La aplicacién de la evaluacion sensorial de la pechuga de pollo mediante la escala de

Karlsruhe propuesta en esta investigacion, indica una buena calidad de la muestra a
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utilizar porque presentd un color natural, excepcionalmente agradable, brillante, tipico,
diferentes tonalidades rosacéas en diferente intensidad, ausencia de zonas blancas
(grasas); de olor especifico, excepcionalmente agradable en todo el corte; de textura
excelentemente buena, tierna, jugosa y firme. (VER TABLA 2) (VER ANEXO N° 1)

Por lo tanto, la muestra de pechuga de pollo al presentar buena calidad sensorial, cumpli6

con los requisitos para ser empleada en los ensayos microbioldgicos.

3.2 DETERMINACION QUIMICA

3.2.1 Ensayo de &cido sulfhidrico

Los resultados en esta prueba evidenciaron que las muestras a tiempo cero a 21 °C fueron
negativas para el ensayo de H,S debido a que la carne es fresca y no hay degradacion de
proteinas en la pechuga de pollo ( la muestra es apta para su uso en las determinaciones

microbioldgicas).

En las muestras mantenidas por 10 dias a 21 °C +/- 2 °C el resultado fue positivo,igual
ocurrié en las muestras conservadas por 15 dias en las condiciones ya especificadas. Es
decir, hubo presencia de sulfuro de hidrégeno indicando la degradacion de la proteina de

la pechuga de pollo.
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TABLA N° 3 DETERMINACION DE ACIDO SULFHIDRICO EN PECHUGA DE POLLO

TRATAMIENT TIEMPO  TEMPERAT DETERMINACION DE ACIDO
(DIAS) URAS °C SULFHIDRICO
T1amb 0 21 Negativo
TiRef 0 4 Negativo
T1cong 0 0 Negativo
T2 amb 10 21 Positiva
TaRaf 10 4 Negativo
T2 cong 10 0 Negativo
T3 amb 15 21 Positivo
T3Ret 15 4 Positiva
T cong 15 0 Negativo

Fuente: Paola Solis

3.2.2 Determinacion de pH

Las caracteristicas de calidad de la carne dependen no solo de factores inherentes al
propio animal como son la edad, sexo, raza, alimentacion, etc., sino también, de la
naturaleza y extension de los cambios quimicos que tienen lugar durante el metabolismo
post mortem. Luego de realizar numerosos estudios para conocer la realidad existente
entre estos cambios y las caracteristicas de calidad de la carne se ha comprobado que la
velocidad del descenso del pH, son factores que tienen influencia decisiva sobre las

caracteristicas fisiolégicas del animal y de las condiciones de sacrificio (41)
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TABLA N° 4 DETERMINACION DE pH EN PECHUGA DE POLLO

TRATAMIENT TIEMPO TEMPERATURAS °C pH
(DIAS)

T1amb 0 21 5.58
T Ref 0 4 5.68
Ticong 0 0 5.70
T2 Amb 10 21 6.7
T2 Ref 10 4 5.90
T2 cong 10 0 5.87
T3 Amb 15 21 7.1
T3 Ref 15 4 6.3
T2 cong 15 0 5.96

Fuente: Paola Solis

El pH es un factor muy importante para permitir o no el crecimiento de microorganismos
alteradores en los alimentos, la pechuga de pollo a una temperatura ambiente a cero dias
presenta un pH promedio de 5,58 que indica que la carne no permite el facil crecimiento
de bacterias, por lo tanto es de buena calidad ya que se encuentra dentro de los rangos de
aceptibilidad. Mientras que al pasar 10 y 15 dias de conservacion a temperatura
ambiente, el pH ha aumentado y eso indica la proliferacion de microorganismos en
especial para la proliferacion de bacterias proteoliticas que ocasionan la descomposicion
de la carne (41).

3.3 DETERMINACION MICROBIOLOGICA

3.3.1 Obtencion de microorganismos

Para la presente investigacion se utilizd Salmonella spp., la cual se mantuvo aislada

y conservada en agar Muller Hinton. La identidad de los aislamientos se con



- 66 -

al evidenciar en los cultivos las caracteristicas morfofisiologicas correspondientes al
género Salmonella. Estas bacterias son bacilos Gram-negativos de 0,7-1,5 x 2,0-5
um, no fermemtadoras de lactosa, anaerobios facultativos, no esporulados (Terragno
et al.2003); generalmente moviles por flagelos, peritricos- con la excepcion de
Salmonella gallinarum y Salmonella pullorum, responsables de la tifoidea aviar y
pulloris respectivamente (Stanchi 2007, Terragno et al, 2003). Crecen en rango de
temperatura de (7-28 °C), el rango de pH ideal para su crecimiento esté entre 6,6 y
8,2. En los cultivos crecen en medios simples o comunes donde se presentan

colonias: lisas, rugosas y mucosas capsuladas (65).

3.3.2 Reactivacion de Salmonella spp.

Luego de la obtencion y conservacion de la cepa de Salmonella spp., antes de realizar
cada prueba se reactivo la cepa cultivandola en caldo soya pripticasa por 18 a 24 horas a
37 ° C +/- 2 °C. Se tom6 un in6culo del caldo y se sembr6 en Agar Miiller Hinton. Con
esto se logrd obtener siempre bacterias frescas y libres de contaminacion. (VER ANEXO
N° 11)

3.2.3 ldentificacion de Salmonella spp.

Salmonella spp., se desarroll6 en medios selectivos formando colonias con morfologia

macroscopica tipica como se observa los resultados en la tabla N° 5.
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Tabla N° 5 RESULTADO DE IDENTIFICACION
SELECTIVOS

DE LA SALMONELLA spp. EN MEDIOS

MEDIOS SELECTIVOS PARA SALMONELLA spp.

MORFOLOGIA MACROSCOPICA DE LAS COLONIAS

Agar XLD

Salmomella spp. present6 colonias tipicas de
color rojo con el centro negro debido a la
produccién de H,S. La degradacion de la xilosa,
lactosa y sacarosa generan la produccion de acido
cambiando el color del medio de rojo a amarillo.
La produccién de H,S bajo condiciones 4cidas, la
descarboxilacion de la lisina en ausencia de
fermentacion de lactosa o sacarosa ocasiona la
reversion del medio alcalino y el medio regresa a
su color inical (65).

Agar Sulfito Bismuto

Salmomella spp. presentd colonias tipicas de
color negro caracteristicas en este agar. Se
presenta colonias de color marrén o negras a
veces tienen brillo metalico alrededor de las
colonias (65).

Agar Mac Conkey

Salmomella spp. presenta colonias transparentes
sin precipitado negro. La diferenciacion de
organismos entéricos se lleva a cabo con la
combinacién de lactosa con el indicador rojo
neutro. Se producen colonias rosas o rojas, si el
aislado es capaz de fermentar la lactosa y sin
color en caso contrario (65).

Agar Entérico de Hecktoen

Salmomella spp. presenta colonias de color verde
sin punto negro. Inhiben crecimiento de
coliformes y bacterias no fermentadoras de
lactosa, asi facilita la identificacion de Salmonella
donde se presentan colonias verde-azuladas con o
sin centro negro (65).

Salmomella spp. presenta colonias de color
rosado. En el medio la pluripeptona y el extracto
de levadura, constituye la fuente de nitrégeno,
vitamina y minerales. La lactosa y la sacarosa son
los carbohidratos fermetables, el rojo fenol es el
indicador de pH que vira a marillo cuando hay
produccion de acido apartir de la fermentacion de
azlcares, el NaCl mantiene el balance osmético y
el verde brillante actia como agente selectivo
(65).
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Las colonias desarroladas en cada uno de los medios selectivos evidenciaron una
morfologia macroscopica correspondiente al género Salmonella caracteristicas como el

color, formacion de precipitado, apariencia,

etc., resultaron de carbohidratos

fermentables o del uso de componentes presentes en el medio nutritivo, donde los
agentes selectivos inhiben a la microbiota 0 acompafiante que se puede presentar.

Caracteristicas morfolégicas de Salmonella spp.

TABLA N° 6 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE Salmonella spp.

ENSAYOS

CARACTERISTICAS

‘Tincion GRAM

D >3 >

Bacilos Gram- negativos no esporulados.

PrLieba de_la oxidasa

Negativo
Los citocromos son proteinas que contienen hierro
y actlian como Ultimo eslabon de la cadena de la
respiracion aerobia; transfiere electrones de
hidrégeno al oxigeno, con la formacion de agua. El
sistema citocromo se encuentra presente en
microorganismo aerobios, microaerobios y en
algunos anaerobios facultativos. Salmonella no
contiene citocromo oxidasa (66).

Fermetacion de azucares en TSI

Rojo/amarillo
La fermentacion de la lactosa y sacarosa se observa
en la superficie y de la glucosa en el fondo, con
formacion de cido que se manifiesta por cambio de
color del indicador rojo de fenol que vira de
anaranjado rojizo a a amarillo.(66)

Violeta/ morada o violeta plrpura
Se observa la fermentacion de glucosa, produccion
de &cido sulfhidrico, descarboxilacion de la lisina y
alcanizacion del medio.(66)

Produccion de ureasa

Negativo
La enzima ureasa hidroliza la urea en amoniaco y
anhidrido carbonico.(66)

La cepa de Salmonella spp. empleada en el ensayo presentd caracteristicas

morfofisioldgicas tipicas para el género de Salmonella (65).
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3.24 SCREENING DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El mayor efecto inhibitorio contra Salmonella correspondio al aceite esencial de tomillo
sin diluir con un halo de 18mm superando al patron Streptomicina de 10 pg/uL que
formé un halo de 17 mm las concentraciones de 10.000, 5.000, 2.500, 1.250 mg/mL no
presentaron inhibicion frente a Salmonella spp. (VER TABLA N° 7)

TABLA N° 7 SCREENING DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
TOMILLO (Thymus vulgaris L.) FRENTE A Salmonella spp.

Concentraciones Desviacion
mg/ml Diametro del halo de Inhibiciéon en (mm) estandar
10.000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5.000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2.500 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1.250 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Aceite puro 18 18 18 18 19 19 0,52
TW 80 al 10% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Streptomicina
10ug/pl 17 17 17 17 18 17 0,41

FUENTE: Paola Solis

Para el aceite esencial de orégano el mayor efecto inhibitorio fue el del aceite sin diluir
con un halo de 10 mm siendo este inferior al patron Streptomicina de 10 ug/uL que
formé un halo de 17mm las concentraciones de 10.000, 5.000, 2.500, 1.250 mg/mL no
presentaron inhibicion frente a Salmonella spp. (VER TABLA N° 8)
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TABLA N° 8 SCREENING DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO (Origanum vulgare L.) FRENTE A Salmonella spp.

Concentraciones Desviacion
mg/ml Diametro del halo de Inhibicion en (mm) estandar
10.000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5.000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2.500 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1.250 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Aceite puro 10 10 10 10 9 10 0.41
TW 80 al 10% 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Streptomicina
10pg/pl 17 17 18 18 17 17 0,54

FUENTE: Paola Solis

La actividad antimicrobiana podria darse por componentes fendlicos con accién principal
sobre la membrana bacteriana (42), siendo las bacterias gram positivas mas sensibles que

las gram negativas (9).

En la actividad antimicrobiana, de compuestos naturales es posible que el componente
principal esté modulado por otras moléculas que se encuentran en menor proporcion, y es
probable que varios componentes jueguen un rol en los atributos de los productos
naturales tales como la fragancia, densidad, textura, color y sobre todo la penetracion
celular de aceites esenciales; las atracciones lipofilicas o hidrofilicas y fijacion en las
paredes celulares y membranas y la distribucion celular. Esta caracteristica es muy
importante porque la distribucion del aceite en la célula determina los diferentes tipos de
reacciones producidas dependiendo de su compartimentalizacion en la célula. En este
sentido da mé&s informacion el estudio de un aceite completo antes en lugar de sus

componentes individuales (Bakkali, F. et al, 2008), en este estudio los productos
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ensayados fueron el aceite de tomillo extraido de hojas y tallo de la planta y del aceite de
orégano extraido de las hojas (8).

Otras publicaciones sobre la composicién quimica del aceite esencial de Origanum
vulgare, informan diferentes rendimientos segln el tiempo y modo de proceso desde su
recoleccion hasta su extraccion. Donde se presentd fenoles y compuestos relacionados
metabolicamente con el carvacrol. Con respecto a su actividad antimicrobiana, el
resultado de la investigacion confirma que el aceite esencial del orégano, posee efecto
antimicrobiano frente a bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus y sobre bacterias gram negativas. La bacteria Pseudomona auriginosa no mostrd
sensibilidad frente al aceite esencial. Investigaciones similares demuestran la accion
antibacteriana de la familia de las labiadas, sin embargo, existe una diferencia en cuanto
al didmetro de inhibicion de Salmonella cholerae suis. Hay resultados contradictorios de
los métodos utilizados en las evaluaciones de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales pudiéndose deber a las variaciones metodologicas y de los materiales
empleados, sefialando que puede deberse a diversos factores como la técnica de
valoracion, medio de crecimiento, microorganismos empleados y la composicion quimica

de los aceites esenciales (54):

En conclusidn, las diferencias cuantitativas pueden atribuirse a los métodos de obtencion,
fecha y tiempo transcurrido entre la recoleccion y el proceso de obtencion del aceite
esencial.La naturaleza de las bacterias sensibles al aceite de orégano justifica su uso

popular en la preparacion y conservacion de los alimentos.(54)
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3.2.5 Determinacion de la concentracién inhibitoria minima

En la tabla No 9 de la determinacion de la concentracion inhibitoria minima se
clasifica la turbidez en tubos con distintas concentraciones de aceite de tomillo, para
este ensayo se utilizaron trece tubos con caldo Miller Hinton incluidos un caldo mas
bacteria Salmonella spp. a (4 a 5x10° UFC/mL) y otro caldo sin bacterias que seran
los controles para nuestro ensayo, las concentraciones de aceite sern en porcentajes
preestablecidos anteriormente es decir al 100% para las tres repeticiones. Se
determind la clasificacion de la turbidez con tres cruces (lo que e visible que tiene
una turbidez densa o crecimiento globular fino o una niebla en el sobrenadante), la
presencia del aceite en estas concentraciones fueron altas y en contacto con el
Tween 80 al 10% al hacer la mezcla se torné lechoso lo que no permitio distinguir la

presencia o ausencia de los microorganismos en el tubo.

Para las concentraciones de 1.56, 0.78, 0.39, 0.19 % se clasifico la turbidez con dos
cruces por presentar una niebla ligera en el tubo, igual que en el caso anterior
tampoco se pudo determinar la presencia o no de las bacterias. La comprobacion de
esto se lo hizo por siembra de indculos en Agar Miller Hinton incubados a 35 °C +/-
2°C por 24 horas.

En la dltima concentracion de 0.09 % la turbidez disminuyd y en estas
concentraciones hay mayor cantidad de microorganismos debido a que las
concentraciones de aceite esencial de tomillo fueron muy bajas lo que hace que

pierda la eficacia de la actividad antimicrobiana del aceite. (Ver Anexo N° 14)

Este ensayo es muy importante debido a que por medio de esto podemos identificar
cual va hacer la concentracion inhibitoria minima bactericida utilizada para los

siguientes ensayos.
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CLASIFICACION DE LA TURBIDEZ

Aceite de tomillo (Thymus

Num. Tubos vulgaris L.) Concentracién % Primera Repeticiéon Segunda Repeticién Tercera Repeticion
1 100 (+++) (+++) (+++)
2 50 (+++) (+++) (+++)
3 25 (+++) (+++) (+++)
4 12.5 (+++) (+++) (+++4)
5 6.25 (+++) (+++) (+++)
6 3.12 (+++) (+++) (+++)
7 1.56 (++) (++) (++)
8 0.78 (++) (++) (++)
9 0.39 (++) (++) (++)
10 0.19 (++) (++) (++)
11 0.09 +) &) *)
12 MH+ mo (+++) (+++) (+++)
13 CMH Claro Claro Claro

*+ a 1+ Muy ligera niebla en el tubo*2+ ligera niebla

*3+: Turbidez densa o crecimiento globular fino o precipitado denso

con niebla en el sobrenadante.*CMH:
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El ensayo de macrodilucion en tubos para determinar la concentracion inhibitoria
minima CIM esté4 disefiado para indicar cual es la concentracion més baja del agente
antimicrobiano capaz de inhibir completamente la multiplicacion del in6culo bacteriano
(accidn estética), lo que se evidencia por la claridad del caldo. En el presente estudio no
fue posible la lectura directa de la CIM por cuanto el aceite de tomillo usado como
antimicrobiano ocasiond el desarrollo de turbidez en mayor o menor grado en todos los
tubos de la prueba, (Ver Tabla N° 10)

Sin embargo, el ensayo permitio determinar la concentracion minima bactericida CMB
del aceite de tomillo mediante subcultivo de in6culo de los tubos en placas de agar
Muller Hinton, usando el rango de concentraciones de 1.56 a 0.09% con los respectivos
controles positivo y negativo (Ver Tabla No 10). Los resultados de este ensayo
mostraron que el aceite de tomillo fue efectivo en las concentraciones de 100 a 3.12%
para eliminar Salmonella spp. quizas por la presencia de compuesto de timol, carvacrol,
borneol, linaol, cimeno, pineno, dipenteno y acetato de bornila, un principio amargo,
tanino y materias resinosas y pépticas. En contraste, en las concentraciones sucesivas de
orden 1.56 a 0.09% se recuperaron mas de 30 x 10? UFC /mL de Salmonella spp. lo que
indica que el aceite fue muy diluido y no ejerci6 control sobre la poblacion bacteriana.
Estas pruebas determinaron que el aceite esencial de tomillo en concentracion de 3.12%
seria bactericida para Salmonella spp. Los estudios de actividad antimicrobiana de
productos naturales, no se han estandarizado como en el caso de estudios clinicos, por
tanto sus resultados son dificiles de comparar, tomando en cuenta que emplean
metodologias de andlisis que incluyen diferentes solventes y concentraciones de las

cepas microbianas (Hammer, Carson) (39).

Para el ensayo del tiempo de muerte, se emplearon las concentraciones minimas
bactericidas en lugar de concentraciones inhibitorias minimas que en la practica no se
determinaron por la interferencia de turbidez de las disoluciones del aceite esencial en

las lecturas de los tubos (Ver Tabla 11).
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Estudios realizados por Conner sobre la actividad antimicrobiana de los aceites de
tomillo y orégano determinaron que son aceites esenciales de actividad inhibitoria
fuerte. Se han identificado a terpenos carvacrol, p-cimeno y timol como los principales
componentes volatiles de estas especias, siendo el timol el que se encuentra en mayor
proporcién (en el orégano hasta en un 50% y en el tomillo hay 43% de timol y 36% de
p-cimeno) (Conner, 1993). Un analisis realizado por Draughon en pechuga de pollo
determind que la concentracion inhibitoria minima del aceite esencial de tomillo sobre
Salmonella fue de un 0,3% ocasionando una reduccion significativamente de la
poblacion de ensayo en 3 log UFC/g (P< 0,05). (Draughon, 2004) (48).

En contraste en el presente estudio se determind una concentracion inhibitoria minima
de 1,56% y bajo condiciones similares para el ensayo. La diferencia de actividad
antimicrobiana del aceite se explicaria por efecto de factores intrinsecos y externos

asociados a la planta o por el método de extraccion de los aceites esenciales.
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3.3.6 Determinacién de la concentracion minima bactericida
TABLA NO 10: CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA DEL ACEITE DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.) FRENTRE A Salmonella spp.*

METODO DE MACRODILUCION

Inseng, H.D 1995 Clinical Microbiology Procedures Handbook. Vol | Guide to Regulatory Requirements. ASM press. Washintong, D.C. USA pp 5.16.1 a 5.20.20

Aceite de Inoculacién: 4 a
tomillo 5x10° UFC/mL
(Thymus CONCENTRACIONES
vulgaris L.)
en %
CONTROLES
100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19 0.09 (MH + CMH
mo)
Control Control
positivo negativo
— I ] [ ] [ | I ] [ ] — — — — — — —/
— [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] — — — — — — —
— [ ] [ ] [ ] [ | [ | — — — — — — —
— [ ] [ ] [ | [ | [ | [ [ [ [ [ —
—1 [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] — — —1
— — — — — — — — — = [— —

* s | £ 230 x 10° UFC/mL* : No hg——=gimiento
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Tabla No 11: DETERMINACION DE LA TURBIDEZ EN TUBOS A DIFERENTES TIEMPOS

Lectura de tubos controles:

CMH + 10uL de bacterias 6*10° UFC

Lectura de tubos inoculados con:

CMH + Aceite de tomillo (Thymus vulgaris L.) + 10uL de bacterias 6*10° UFC

Tiempos 0.5MIC 1MIC 2MIC 4MIC 0.5MIC 1MIC 2MIC 4MIC
(1.56 %) (3.12 %) (6.25 %) (12.5 %) (1.56 %) (3.12 %) (6.25 %) (12.5 %)
to No hubo No hubo No hubo No hubo (+) (+) (++4) (++)
turbidez turbidez turbidez turbidez
ta ™) ™) ™) ™) (++) (*+4) (++) (++)
ts (++) (++) (++) (++) (+++) (+++) (+++) (+++)
tos (+++) (+++) (+++) (+++) (++++) (++++) (++++) (++++)

*+ a 1+: Muy ligera niebla en el tubo
*2+ ligera niebla
*3+ a 4+: Turbidez densa o crecimiento globular fino o precipitado denso con niebla en el sobrenadante
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3.3.7 Tiempo de muerte

El tiempo de muerte es otro método para evaluar la capacidad de un agente
antimicrobiano para matar un aislamiento bacteriano y para examinar la tasa y cual es la

concentracion del agente.

En este estudio el tiempo de muerte determind la actividad bactericida del aceite de
tomillo contra Salmonella spp. dependiente de la concentracion: 0.5, 1, 2, y 4 CIM y del
tiempo de actuacion 0, 4, 8 6 24 horas.

Los resultados indican que mientras el cultivo control a 0 horas de la inoculacion de
Salmonella spp. va aumentando en poblacion con el tiempo de incubacion, los otros
cultivos tratados con las distintas concentraciones del aceite de tomillo experimentaron
una reduccion del 100% de la carga microbiana, con un decrecimiento variable de 1-5 log
10- UFC/mL.

Generalmente, una disminucion de 3 unidades logaritmicas en el recuento de viables
revela una adecuada respuesta bactericida del material de ensayo y los organismos son
tipicamente muertos cuando hay una reduccion aproximada de 1 log10-UFC/mL. A una
CIM a 2 y 4 veces la CIM pueden decrecer 2 y 3 unidades logaritmicas en la primera
hora de incubacion (42). Nuestros resultados guardan coherencia con lo anteriormente
mencionado por tanto el aceite de tomillo muestra actividad bactericida contra
Salmonella spp. La concentracion mas baja ensayada de 1.56% fue tan efectiva como la

solucion de 4CIM y tendrian un tiempo de actuacion minimo de 4 horas.
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TABLA N° 12: RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE Salmonella spp. FRENTE UNA
CONCENTRACION DE 0.5 MIC (1.56 %) ACEITE DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

Aceite de tomillo
(Thymus vulgaris L.)

Salmonella spp. 0.5 CIM (1.56%) Actual* Log | % de Reduccion
UFC
Tiempoen | Salmonellaspp. | Log de los
(Horas) viables
crecimiento
microbiano
UFC/mL

0 14x10° 3 0 0 100%
4 20x10° 4 0 0 100%
8 22x10° 4 0 0 100%
24 31x10° 5 0 0 100%

CIM: Concentracion inhibitoria minima

UFC: Unidades formadoras de colonia

En los ensayos “in vitro™ realizados para el tiempo de muerte de Salmonella spp. en este
estudio se emplearon cuatro tiempos 0, 4, 8 y 24 horas de incubacién a 35 C° por 24
horas, y diferentes concentraciones de aceite como 0.5, 1, 2 y 4 CIM en %, aumentado 10
veces la concentracion minima inhibitoria. Al tiempo cero de inoculacion con 24 horas
de incubacién el crecimiento en el control fue de 3 logaritmos de viables, en cambio a
cuatro horas de incubacion presenta 4 logaritmos de viables , a ocho horas presenta 4
logaritmos de viables y a veinte y cuatro horas de incubacion existe 5 logaritmos de
viables, la concentracion 0.5 CIM de aceite de tomillo méas Salmonella spp. presentd

reduccion de viables lo que indica la actividad antibacteriana frente a Salmonella spp.

Como se puede observar en el Gréafico N-3 la actividad antibacteriana del aceite de

tomillo es una tendencia recta esto se debe a que presenta eficacia frente a Salmonella
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spp. la bacteria propuesta para el ensayo‘in vitro”, indicando que a medida que va
pasando las horas de incubacion de la bacteria va haciendo efecto el aceite produciendo

la muerte de las mismas.

Salmonella spp expuesta al aceite de Tomillo (Thymus
vulgaris) L.)0.5 CIM

=== CI|M (0.5mg/mL)
=== CIM (0.5mg/mL)
——Lineal (CIM (0.5mg/mL))

Log de Viables
w

0 —u—i— - L .
0 10 20 30

Tiempo en horas

GRAFICA N.3: Salmonella spp. EXPUESTA AL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus
vulgaris L.) 0.5 CIM
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TABLA N° 13: RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE Salmonella spp. FRENTE UNA
CONCENTRACION DE 1 CIM (3.12 %) ACEITE DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

Aceite de tomillo
(Thymus vulgaris L.)

Salmonella spp. 1 CIM (3.12%) Actual* % de
Log UFC Reduccion
Tiempoen | Salmonellaspp. | Log de los
(Horas) viables
crecimiento
microbiano
UFC/MI

0 18x10° 3 0 0 100%
4 40x10° 5 0 0 100%
8 64x10" 6 0 0 100%
24 56x10" 6 0 0 100%

CIM: Concentracion inhibitoria minima

UFC: Unidades formadoras de colonia

Para este ensayo de igual manera se utiliz6 la misma bacteria y con los mismos tiempos
determinados con anterioridad, es decir que al tiempo cero de inoculacion con 24 horas
de incubacién el crecimiento en el control fue de 3 logaritmos de viables, en cambio a
cuatro horas de incubacion present6 5 logaritmos de viables , a ocho horas presenta 5
logaritmos de viables y a veinte y cuatro horas de incubacion existe 6 logaritmos de
viables, puesto que en la concentracion de 1 CIM actual de aceite de tomillo mas
Salmonella spp. el conteo se redujo a cero unidades formadoras de colonias,se deduce

una efectividad antibacteriana de aceite de tomillo*“in vitro” del 100%.

En la gréfica No 4 la tendencia que presenta la actividad del aceite de tomillo frente a la
bacteria es una recta, se debe a que medida que va pasando las horas las bacterias van

desapareciendo. En relacion a la otra tendencia se observo que, a medida que va pasando
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las horas van aumentando la poblacién bacteriana, esto es porque no existe el

antibacteriano el cual inhibe el crecimiento.

Log de Viables

SO P N W b 01O N

:

Salmonella spp expuestaal Aceite de Tomillo (Thymus vulgaris L.)

1CIM

10

20 30

Tiempo en Horas

e CIM (1mg/mL)
== CIM (1mg/mL)

——Lineal (CIM (1mg/mL))

GRAFICA No 4: Salmonella spp. EXPUESTA AL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus
vulgaris L.) 1MIC

TABLA N° 14: RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE Salmonella spp. FRENTE UNA
CONCENTRACION DE 2 MIC (6.25 %) ACEITE DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

Aceite de tomillo

(Thymus
vulgaris L.)
Salmonella spp. 2 CIM (6.25%) Actual* Log UFC % de
Reduccion
Tiempoen | Salmonellaspp. | Log de los
(Horas) viables
crecimiento
microbiano
UFC/mL
0 13x10° 3 0 0 100%
4 15x10° 4 0 0 100%
8 23x10° 5 0 0 100%
24 67x10° 8 0 0 100%

CIM: Concentracion inhibitoria minima

UFC: Unidades formadoras de colonia
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En esta tabla 14 se observa que conforme aumenta el tiempo de incubacion, se eleva el
namero viables, en el cultivo control sin antimicrobiano, al adicionar el aceite de tomillo

en 2 CIM hubo una reduccion del 100% viables en cada periodo de incubacion.

Salmonella spp. expuestaal aceite de Tomillo (Thymus vulgaris L.)
2CIM
9 -
8
7
86
£5
> =¢—CIM (2mg/mL)
'é, ; == CIM (2mg/mL)
- 5 ——Lineal (CIM (2mg/mL))
1 -
0 —a—a T L 1
0 10 20 30
Tiempo en Horas

GRAFICA No 5: Salmonella spp. EXPUESTA AL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus
vulgaris L.)2 CIM
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TABLA N° 15: RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE Salmonella spp. FRENTE UNA
CONCENTRACION DE 4 MIC (12.5 %) ACEITE DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

Aceite de tomillo
(Thymus vulgaris L.)
Salmonella spp. 4 CIM (12.5%) Actual* Log % de
UFC Reduccion
Tiempo en Salmonellaspp. | Log de los
(Horas) viables
Crecimiento
microbiano
UFC/mL
0 16x10" 5 0 0 100%
4 27x10° 5 0 0 100%
8 45x10° 7 0 0 100%
24 84x10° 8 0 0 100%
CIM: Concentracién inhibitoria minima UFC: Unidades formadoras de colonia

En la tabla N° 15, tiempo de muerte de Salmonella spp. en el ensayo “in vitro™ al
tiempo cero se presentd 5 logaritmos de viables, a las cuatro horas hay 5 logaritmos de
viables, a las ocho horas presentd 7 logaritmos de viables y a las veinte y cuatro 8
logaritmos de viables, para el ensayo de la concentracion 4 CIM de aceite esencial de
tomillo en cada tiempo determinado existe una reduccion total a cero logaritmico de
unidades formadoras de colonias, indicando el 100% de efectividad del aceite frente a

Salmonella spp.

Es por esta razon que los extractos de hierbas, aceites esenciales y especias son utilizados
por la industria alimentaria como agentes naturales para extender la vida atil de los
alimentos. Una variedad de antimicrobianos presentes en plantas y en especias se
emplean para reducir o eliminar las bacterias patdgenas, atribuyendo el aumento de la

calidad general de los productos alimenticios.
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GRAFICA No 6: Salmonella spp. EXPUESTA AL ACEITE DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)
4 CIM

3.3.8 EFECTO INHIBITORIO DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus

vulgaris L.)” in situ”

TABLA NO 16: TRATAMIENTOS UTILIZADOS “IN VIVO” PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)
FRENTE A Salmonella spp.

Fisher
F. Var ol S. cuad C. Medio |cal 0,05 0,01
Total 17 3883,11
Tramientos 5 2409,11 481,82 3,92 3,11 5,06
Error 12 1474,00 122,83
CV% 27,86
Media 39,78




-87-

80,00 -
70,00 - ¢

(=2

S 60,00 -

L

5 *

= 50,00 *

o

2 40,00

3 y =0.6597x +27.903

é 30,00 R2=48.42 %

S 20,00 - * * P<0.01

< *
10,00 -
0,00 T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60

Periodos de evaluacion en horas

GRAFICA No 7: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
TOMILLO(Thymus vulgaris L.) FRENTE A Salmonella spp. EN PECHUGA DE POLLO

En la Tabla No 16 el coeficiente de variacion es de 27.86%, indicando que mientras mas
bajo posible sea el coeficiente mas confiable se hacen los resultados de la actividad del

aceite esencial de tomillo frente a la bacteria propuesta.

La Gréfica No 7 indica que Salmonella spp. presente en la pechuga de pollo conservada
con el aceite de tomillo, en promedio registré 39,78 UFC/g, al someter los resultados de
varianza se encontrd diferencias significativas (P< 0.05) entre los diferentes tiempos de

almacenamiento.

Al almacenar durante 48 horas la pechuga de pollo con el aceite de tomillo presentd una
carga microbiana de Salmonella spp. de 61.33 UFC/g, el cual difiere significativamente
del resto de periodos de almacenamiento, principalmente cuando se evalua a las 6 horas
se encontr6 23.67 UFC/g.



La presencia de Salmonella spp. esta relacionada significativamente con el periodo de
almacenamiento con una regresion lineal, 48.42% de Salmonella spp. depende del
periodo de almacenamiento y por cada hora que se almacena la pechuga de pollo con el

antimicrobianao , el crecimiento de la bacteria fue en 0.6597 UFC/g.

TABLA NO 17: TRATAMIENTOS UTILIZADOS “IN VIVO” PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

FRENTE A Proteoliticos.
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Fisher
F. Var Gl S. cuad C. Medio |cal 0,05 0,01
Total 17 52512,50
Tramientos 5 35908,50 7181,70 5,19 3,11 5,06
Error 12 16604,00 1383,67
CV % 20,49
Media 181,50
350,00 -
300,00 - 4
£ 250,00 -
rd .
= 200,00 ‘
o
o
£ 150,00 - *
g o ¢
£ 10000 4 ¢ y =2.2694x + 140.65
R2=42.37%
50,00 - P <0.01
0,00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Periodo de Evaluacion en horas

GRAFICA No 8: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO

(Thymus vulgaris L.) FRENTE A BACTERIAS PROTEOLITICAS EN PECHUGA DE POLLO
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En la Tabla No 17 el coeficiente de variacion es de 20.49%, indicando que mientras mas
bajo posible sea el coeficiente més confiable se hacen los resultados de la actividad del

aceite esencial de tomillo frente a la bacteria propuesta.

La Grafica No 8 indica que bacterias proteoliticas presentes en la pechuga de pollo
conservada con el aceite esencial tomillo, en promedio registr6 181.50 UFC/g, al someter
los resultados de varianza se encontrd diferencias significativas (P< 0.01) entre los

diferentes tiempos de almacenamiento.

Al almacenar durante 48 horas la pechuga de pollo con el aceite esencial de tomillo
presentd una carga microbiana proteoliticos de 274.33 UFC/g, el cual difiere
significativamente del resto de periodos de almacenamiento, principalmente cuando se

evalua a las 18 horas en el cual se encontrd 133 UFC/g.

La presencia de bacterias proteoliticas estan relacionados significativamente con el
periodo de almacenamiento con una regresion lineal, 42.37% de microorganismos
proteoliticos, la poblacion depende del periodo de almacenamiento y por cada hora que

se almacena la pechuga de pollo, el crecimiento de la bacteria fue en 2.2694 UFC/g.

En resumen, la actividad del aceite de tomillo es fundamentalmente por sus componentes
fendlicos, timol y carvacrol, que tienen una actividad antibacteriana tanto frente a
gérmenes gram positivos como gram negativos. Este efecto es debido a su accion sobre la
membrana bacteriana (75). Este estudio confirma que el tomillo asi como varias hierbas y
especias poseen actividad antibacteriana “in vitro”. En particular el hallazgo de la
actividad antimicrobiana de algunos extractos de agua puede ser Gtil para la industria
alimentaria ya que los compuestos solubles en agua penetran mas facilmente en la matriz

del alimento que el solvente las oleorresinas de extraccién o aceites esenciales. Estas
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hierbas y extractos de especias por lo tanto tienen el potencial para extender la vida util o

mejorar la seguridad de los alimentos (39).

3.3.9 Efecto combinado

TABLA N’ 18 EFECTO COMBINADO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE OREGANO
(Origanum vulgare L.) Y TOMILLO (Thymus vulgaris L.) SOBRE Salmonella spp.

MUESTRA HALO DE INHIBICION

Tomillo 12mm

Orégano 0,00 mm

Streptomicina 17 mm

Tomillo + orégano Ausencia de efecto
combinado

Los datos obtenidos de la tabla N° 18 indican que el aceite esencial de orégano no
presentd actividad antimicrobiana frente a Salmonella spp. Se ensayé un efecto
combinado entre los dos aceites al 100 % de concentracion y se considera en este caso el
halo de inhibicion que present6 antes el aceite esencial de orégano. El aceite esencial de
tomillo present6 un halo de inhibicién de 12 mm se puede observar que ha disminuido la
actividad actimicrobianan del aceite de tomillo esto puede deberse a que haya afectado el
tiempo de almacenamiento del aceite y las condiciones climéticas pero no se descarta la
actividad antimicrobianan del aceite. El ensayo del efecto combinado tiene como fin
determinar efectos de sinergismo, antagonismo o de indiferencia entre los compuestos
responsables de la actividad antibacteriana. Al determinar el efecto combinado de los

aceites esenciales de tomillo y orégano se encontré que el orégano en presencia del
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tomillo pierde eficacia pues no presenta halo de inhibicion; mientras que en el screening
presentaba un halo de inhibicion de 10 mm, igual ocurre en el caso del tomillo que formo
un halo de inhibicién de 12mm. menor a los 18 mm. obtenidos en el screening. (VER
TABLA N° 7y 8), por consiguiente no se observo el desarrollo de un efecto combinado

de estos aceites.



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. El aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris L.) en concetracion total sin diluir,
presentd un efecto antibacteriano sobre Salmonella spp. y frente a bacterias proteoliticas
en pechuga de pollo, en otras dosis probadas no inhibié a Salmonella spp.

2.- El aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.) presentd un efecto
antibacteriano minimo sobre Salmonella spp. y fué inactivo para proteoliticos en el
ensayo de screening y para concentraciones entre 10.000 a 1.250 mg/mL. Factores
intrinsecos y externos tales como la variedad vegetal, el tipo de suelo, la temperatura
ambiental, su cultivo, su cosecha y el método de extraccion, pueden afectar la
composicion quimica de los aceites esenciales. De otro lado la actividad antimicrobiana
estard condicionada por la composicién quimica, la pureza, la concentracion adecuada
del aceite para producir efecto bioldgico, se requiere ademas que estos productos sean
biodisponibles para ser considerado aditivos en la alimentacion.

3.- A diferencia del aceite de orégano, el aceite de tomillo fue activo “in vitro” contra
Salmonella spp. y proteoliticos al emplear el producto sin diluir. Salmonella spp. (10°
UFC/mL) puede morir con 1.56% de aceite de tomillo.

4.- El estudio sobre tiempo de muerte evidencia adecuada actividad bactericida del
aceite de tomillo contra Salmonella spp. pues se determiné una disminucién poblacional
de 1 a 5 unidades logaritmicas; empleando concentraciones entre 1.56% a 12.5% de

aceite, con un tiempo minimo de actuacién de 4 horas.



5.- El tratamiento ““in situ™ del aceite de tomillo presenté una reduccioén de carga
microbiana de Salmonella spp. y bacterias proteoliticas, se utiliz6 una concentracion de
15.6% a una temperatura de refrigeracién de 4 ° C lo que determiné la eficacia del
aceite de tomillo indicando el uso de este producto como bioconservador en pechuga de
pollo, se considera que a mayor concentracion del aceite es mayor la reduccion de las

bacterias.



CAPITULO YV

RECOMENDACIONES

Determinar si los aceites esenciales de orégano y tomillo a concentraciones mas

altas de las ensayadas afectan a las caracteristicas sensoriales de la pechuga de pollo.

Determinar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de Orégano vy
Tomillo a diferentes concentraciones y con diferentes cepas causantes de la

contaminacion y pudricion de la pechuga de pollo.

Evaluar el efecto antibacteriano de los aceites esenciales de Orégano y Tomillo para

determinar su poder conservante en otros cortes de pollo.

Determinar la rentabilidad del uso de los aceites esenciales de Orégano y Tomillo

para combatir la contaminacion de la carne.

Se recomienda estudiar en un futuro otras aplicaciones antimicrobianas el uso de
los extractos del Orégano y Tomillo, asi como las ventajas y desventajas

econdmicas del uso en nuestro pais como conservante natural en carnes frescas.

Obtener los aceites esenciales por diferentes métodos de extraccion y purificacion
para optimizar la concentracion de compuestos activos y metabolitos responsables
de la actividad antibacteriana, conocer su lugar de origen, su cultivo, la cosecha, la
extraccion y su purificacion para tener buenos resultados para la aplicacién como

bioconservadores.



CAPITULO VI

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano de los
aceites esenciales de orégano y tomillo como conservantes naturales, con el propdésito
de reducir la carga microbiana durante el almacenamiento de la pechuga de pollo. Los
métodos utilizados en el ensayo fueron inductivo-deductivos y cientifico-
experimentales. Los microorganismos de ensayo fueron Samonella spp vy
microorganismos proteoliticos; se aplicaron pruebas de Screening, Concentracion
Minima Bactericida ““in vivo™ y tiempo de muerte “in vitro” e “in situ”. EI Screening
determind actividad antimicrobiana con concentaciones al 100 % sin diluir. La

concentracion minima bactericida frente a Salmonella spp fue de 1.56%.

In vitro, el tratamiento méas efectivo frente Salmonella spp. fue obtenido con el aceite
esencial de tomillo en concentracion total mientras que el aceite esencial de orégano
presentd una inhibicion minima. En el tiempo de muerte se determindé la eficacia de la
actividad antibacteriana del aceite de tomillo ya que presentd una reduccién
significativa de Salmonella spp. Los ensayos “in situ™ mostraron que el aceite esencial
de tomillo en el almacenamiento de la pechuga de pollo a temperatura de refrigeracién
(4°C) hasta 48 horas, fue el tratamiento mas efectivo para reducir la contaminacion
bacteriana y la pérdida de las caracteristicas de calidad de la carne, logrando dar un
producto de mejor calidad y libre de contaminacién. Por lo que se recomienda el uso de
los aceites esenciales en carne de pollo como una alternativa natural a los

antibacterianos sintéticos para controlar la contaminacién de la misma.



SUMARY

This investigation deals with the anti-bacterial effect of essential oils of wild marjoram
and thyme as natural preservers, to reduce the microbial load during the chicken breast
storage. The methods used in the essay were inductive-deductive and scientific-
experiemental. The essay microorganisms were Salmonella spp. and proteolitic ones;
Screening, Minimum Bactericidal Concentration in vivo and death time in vitro and in
situ test were applied. The Screening determined the anti-microbial activity with 100%
concentrations without diluting. The minimum bactericidal concentration against the
Salmonella spp. was 1.56%. the most effective in vitro treatment against Salmonella
spp. was obtained with thyme essential oil in total concentration while the wild
marjoram essential oil presented a minimum inhibition. In the death time, the efficacy
of the anti-bacterial activity of the thyme oil was determined as it presented a significant
reduction of the Salmonella spp. the in situ essays showed that the thyme essential oil in
the chicken breast storage at (4°C) refrigeration temperature up to 48 hours, was the
most effective treatment to reduce the bacterial contamination and the loss of meat
quality characteristics, attaining a better-quality and contamination-free product. This is
why it is recommended to use the thyme oil in the chicken meat as a natural alternative
of the synthetic anti-bacterial products to control its contamination.
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ANEXQOS

CAPITULO VIII

ANEXO 1: TABLA PARA VALORACION DE CALIDAD CON LA ESCALA DE KARLSRUHE

Caracteristicas Calidad grado 1:Caracteristicas tipicas Calidad Grado 2:Deterioro Calidad Grado 3:Deterioro indeseable
Excelente  Muy buena Buena Excelente Muy buena Buena Excelente Muy buena  Buena
9 8 7 6 5 4 3 2 1
Color Natural, Tipico agra Tipico, Auln tipico, Aun tipico. Muy Atipico. Atipico. Completament
excep dable, brillan | brillante algo | poco brillante. | Sin brillo. disparejo. Intensament | Artificial. e artificial. Muy
cionalmente te presencia | descolorido, Color alterado | Poco parejo. | Poco tipico. e tenido o Deteriorado deteriorado.
agradable. de algunas | hasta rosa muy palido, Grasa Abundante muy
Bri es palido. muy irregular abundante. etrias de descolorado
llante.Tipico. | trias blancas con zonas Manchas grasa. parcialmente
Diferentes to (grasas). oscuras. iridiscentes Algunas . Manchas
Nalidads Bordes sin anaranjadas, | manchas abundantes:
rosa brillo. verdosas, rojo oscuro. grises, rojas,
ceas en dife Presencia de grises Abundante verdosas,
rente intensi zonas de opacas. manchas iridiscentes,
dad, grasa iridiscentes. azuladas.
ausencia
de zona blan
cas
(apeneuro
sis, grasa).
Francamente




Olor

Textura

Especifico.
Excepcional
mnte
agradabl,
pronuncia,
muy bueno,
homogéneo
en todo el
corte.

Excepcional
mente

buena.

Tierna
jugosa. Firme
homégenea
en el corte

Especifico.
Agradable.
Bueno.
Completame
nte. Intenso.

Muy buena.
Tierna.
Firme.
Agradable.
jugosa

Especifico.
Agradable.
Poco
Intenso.

Buena. En
general
tierna. No
tan
homogénea.
Jugosidad
variada.

Levemente
perludicada,
normal. Mas
intenso en
algunas zonas.

Normal. Falta
homogeneidad
. Agradable.
Leve deterioro:
algo seca, algo
fibrosa, algo
blanda, algo
dura, algunos
poros
pequenas,
nervios,
cartilagos,
tendones

Atipico (a
cecinas en
genera).
Dano del olor
propio
aceptable.

No
homogénea.
Ligeramente
elastica,
seca.regular
cantidad de
nervios,
trozos de
carilagos y
tendones

Atipico.
Insipido.
Algo danado
a quemado,
anejo,
rancio,
penetrante,
intenso,
picante, a
humo,
amoniacal.

Claramente
alterada.
Seca.
Fibrosa.

Desuniforme.

Plastica en
algunas
zonas.
Abundantes
cartilagos,
aponeurosis,
tendones,
nervios

No tipico.
Completame
nte
disminuido.
Claramente
alterado,
rancio,
fermentado.

Muy

desuniforme.

Muy blanda.
Muy dura.
Muy seca.
Muy fibrosa

Muy alterado.
Desagradable.
Putrefacto. A
fermentado

Desagradable
deshecha 0
intensamente
dura, reseca,
muy fibrosa

deteriorado.
Repugnante

Repugnante




ANEXO N° 2: CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS ENSAYO DE ACIDO
SULFHIDRICO NTE INEN 790

1. OBJETO

1.1 Esta norma establece el método para efectuar el ensayo de acido sulfhidrico en carne y productos carnicos.

2. ALCANCE

2.1 Esta norma permite establecer cualitativamente la presencia o ausencia de &cido sulfhidrico en

la muestra.
3. RESUMEN

3.1 Detectar la presencia de acido sulfhidrico por reaccion con plumbito de sodio o con acetato de plomo.

4. INSTRUMENTAL

4.1 Picadora mecanica de carne (molido). Tipo de laboratorio provisto de una placa criba con orificios

de diametro maximo de 4 mm, u otro equipo que produzca una pasta homogénea.
4.2 Matraz Erlenmeyer de 125 cm ?

4.3 Papel filtro.

4.4 Bafio de agua

4.5 Balanza analitica, sensible al 0,1 mg

5. REACTIVOS
5.1 Solucién saturada de acetato de plomo
5.2 Solucién al 10% de hidroxido de sodio

5.3 Solucién de plumbito de sodio. Preparacion con 50 cm % de la solucion saturada de acetato de plomo,

afiadiendo la solucién al 10% de hidroxido de sodio hasta disolver el precipitado.
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5.4 Solucién al 5% de acetato de plomo
5.5 Acido acético glacial

5.6 Solucién reactivo de acetato de plomo. Preparar mezclando 100 cm de la Lolucion al 5% de

3 2 . .
acetato de plomo con 1 cm de acido acético glacial.

5.7 Solucién de sulfuro de sodio

6. PREPARACION DE LA MUESTRA

6.1 La preparacion de la muestra se realizara de acuerdo al Anexo A, de la Norma INEN 776. Carne y

productos carnicos. Muestreo.
7. PROCEDIMIENTO
7.1 El ensayo debe efectuarse, por lo menos, por triplicado sobre la misma muestra preparada.

7.2 Colocar 10 g de muestra preparada, pesados con aproximacioén al 0,1 g, en un matraz Erlenmeyer de
125 cm®.

7.3 Cerrar el matraz Erlenmeyer con un pedazo doble de papel filtro, previamente embebido en la solucién

de plumbito de sodio o en la solucién reactivo de acetato de plomo.

7.4 Colocar el matraz Erlenmeyer sobre el bafio de agua, de modo que el fondo de éste quede suspendido a 3

cm del nivel de agua; calentar durante 10 minutos.
7.5 Observar la formacién de una mancha negra sobre el papel filtro.

7.6 Como referencia efectuar las operaciones indicadas desde 7.2 hasta 7.5, utilizando 0,1 mg de sulfuro de

sodio en medio acido, en lugar de la muestra.

7.7 Comprobar las manchas obtenidas en los ensayos con muestra y con sulfuro de sodio; sila mancha
correspondiente a la muestra, denota una reaccion menor a la de la referencia (sulfuro de sodio), se

considerara el producto en buen estado de conservacion.
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8. INFORME DE RESULTADOS

8.1 En base a la comparacién efectuada segun 7.7, debe indicarse si la reaccion es positiva 0 negativa.

8.2 Deben indicarse el método usado y cualquier condicién no especificada en esta norma o considerada como

opcional, asi como cualquier circunstancia que pueda haber influido sobre el resultado.

8.3 Deben incluirse todos los detalles para la completa identificacion de la muestra.
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amoniaco. Oficina Sanitaria Panamericana. Washington, 1968.
APENDICE Z

Z.1 NORMAS A CONSULTAR

INEN 776 Carne y productos carnicos. Muestreo.

Z.2 BASES DE ESTUDIO

Norma Peruana ITINTEC 101.023. Carne y Productos Carnicos. Deteccion del estado de conservacion.

éﬁﬁﬁdrico. Instituto de Investigacion Tecnoldgica Industrial y de Normas Técnicas. Lima, 1980.

Norma Sanitaria Panamericana OFSANPAN-IALUTZ 013-01-00. Reaccion de Eber: gas sulfhidricoy




ANEXO N° 3 : CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS DETERMINACION DE pH

NTE INEN 783
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece el método para determinar el pH en carne y productos carnicos.

2. ALCANCE

2.1 Se establecen dos procedimientos, uno para productos que pueden ser homogenizados y otro
para productos que no pueden ser homogenizados.

3. TERMINOLOGIA

3.1 pHdelacarney productos carnicos. Es el resultado de las mediciones realizadas de acuerdo
al procedimiento descrito en esta norma (ver nota 1).

4. RESUMEN

4.1 Se mide la diferencia de potencial entre un electrodo de vidrio y un electrodo de referencia, que
son colocados en la muestra de carne o del producto carnico a analizar.

5. INSTRUMENTAL

5.1 Potencidometro, con electrodos de vidrio (o pincha carne), con precision de + 0,05 unidades
de_pH.

5.1.1 Electrodo de vidrio. Se pueden usar electrodos de vidrio de diversas formas geométricas, por
ejemplo: esféricos, cénicos, cilindricos o de forma de aguja.

5.1.2 Electrodo de referencia. Por ejemplo electrodo de calomel o electrodo de cloruro de plata
conteniendo una solucion saturada de cloruro de potasio.

5.2 Picadora mecanica de carne (molino). Tipo de laboratorio, provisto de una placa cribada con
orificios de un diametro maximo de 4 mm, u otro equipo que produzca una pasta homogénea.

5.3 Balanza analitica, sensible a 0,1 g.

NOTA 1. Debido a que el contenido electrolitico de la fase acuosa de muchos productos carnicos es relativamente altoy al
heehel geotenciémetro es calibrado con soluciones amortiguadoras de 1 contenido electrolitico bajo, en general, el valor
medido no
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5.4 Vasos de precipitacion, de 250 cm 3

5.5 Vasos de precipitacién, de 100 cm 2

5.6 Papel absorvente.

6. REACTIVOS

6.1 Liquidos paralalimpieza de los electrodos.

6.1.1 Etanol, al 95% (V/V).

6.1.2 Eter dietilico, saturado con agua.

6.1.3 Agua destilada, o de pureza equivalente.

6.2 Soluciones para calibracién del potenciémetro.

6.2.1 Solucién amortiguadora de pH 4,00 a 20°C. Pesar 10,211 g de hiftalato acido de potasio, con
aproximacion a 1 mg, y disolver en agua destilada, llevando a 1 000 cm . El biftdlato &cido de
potasio debe ser previamente secado a 125°C, hasta masa constante. (El pH de esta solucion es
4,00 a 10°C y 4,01 a 30°C).

6.2.2 Solucion amortiguadora de pH 5,45 a 20°C. Mezclar 500 cm de solucion acuosa 0,2N de acido
citrico con 375 cm e solucion acuosa 0,2N de hidréxido de sodio. (El pH de esta solucion es 5,42
40°C y 5,48 a 30°C).

6.2.3 Solucion de pH 6,88 a 20° C. Pesar 3,402 g de ortofosfato diacido de potasio y 3,549 g de orto-

fosfato acido de sodio, pesados con aproximacion a 1 mg, Yy disolver en agua destilada,
dingenmo’aEl pH de esta solucién es de 6,92 a 10°C y 6,85 a 30°C).

6.2.4 Solucion saturada de cloruro de potasio.

6.2.5 Solucion reguladora a pH 7.

7. CALIBRACION DEL APARATO

7.1 Limpiar los electrodos del potenciémetro frotandoles con trozos de algodén humedecido con éter
dietilico y etanol, luego lavarlos con agua destilada.

7.2 Calibrar el potenciémetro con una de las soluciones indicadas en 6.2, procurando hacerlo con la
solucion cuyo pH sea mas cercano al de la muestra y trabajando a 20 + 2°C (o corrigiendo la
temperatura mediante tablas).

puede ser identificado con el valor teérico del pH.
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8. PREPARACION DE LA MUESTRA

8.1 La preparacién de la muestra se realizara de acuerdo a lo indicado en la norma INEN 776. Carne
y productos carnicos. Muestreo.

9. PROCEDIMIENTO
9.1 La determinacién debe efectuarse por duplicado sobre la misma muestra, preparada.

9.2 Pesar aproximadamente 10g de carne o productos carnicos preparado y colocar en el vaso de
precipitacion de 250 cm 3

9.3 Agregar 90 cmie agua destilada. Agitar y dejar en maceracién durante 1 hora.

9.4 Introducir los electrodos del potencidometro (previamente calibrado) en la muestra, que debe
encontrarse a 20 + 2°C y efectuar la lectura respectiva.

9.4.1 Si no se trabaja a 20°C, debe hacerse la correccion de temperatura correspondiente.

9.5 En caso de trabajar con pincha carne, efectuar dos mediciones adicionales sucesivas en distintos
puntos de la muestra, para obtener un valor promedio.

9.6 Cuando se trate de carnes en canales o0 en piezas, la lectura se realizara directamente.
9.7 Caso de no disponer de potenciémetro, se usaran soluciones mdltiples.

9.8 Una vez concluido el ensayo, limpiar los electrodos y colocarlos en un vaso de precipitacion de
100 cmque contenga agua destilada.

9.9 Cuando el ensayo ha concluido, limpiar bien los electrodos y colocarlos en un vaso de
precipitacién de 100 cm Yue contenga agua destilada.

10. ERRORES DE METODO

10.1 La diferencia entre los resultados de una determinacion efectuada por duplicado no debe
exceder de 0,1 unidades de pH; en caso contrario, debe repetirse la determinacién.

11. INFORME DE RESULTADOS

11.1 Como resultado final, debe reportarse la media aritmética de los resultados de la determinacion.

11.2 En el informe de resultados, debe indicarse el método usado y el resultado obtenido. Debe
mencionarse, ademas, cualquier condicién no especificada en esta norma o considerada como
opcional, asi como cualquier circunstancia que pueda haber influido sobre el resultado.

11.3 Debe incluirse todos los detalles para la completa identificacién de la muestra.
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APENDICE Z

Z.1 NORMAS A CONSULTAR

INEN 776. Carne y productos carnicos. Muestreo.

Z.2 BASES DE ESTUDIO

Manual de laboratorio de la Industria Carnica. CITECA. pH determinacion potenciométrica. Centro
tlevestigacion y Tecnologia de Carnes, INTI, Buenos Aires, 1982.

Norma Cubana NC 79-06. Productos carnicos. Carne y productos carnicos. Métodos de ensayo.
Determinacion del indice de pH. Método potenciométrico. Comité Estatal de Normalizacion. Nivel
Central. Habana, 1982.

Norma Centro Americana ICAITI 34125 h 8. Carne y productos carnicos. Medicion del pH.
Dstittdamericano de Investigaciéon y Tecnologia Industrial. Guatemala, 1977.

Proyecto de Norma COPANT 7:13-008. Carne y sus productos. Medicion del pH. Método de
referencia. Comisiéon Panamericana de Normas Técnicas. Buenos Aires, 1976.

Norma Francesa NF V 04-408. Viandes et produits a base de viande. Mesurage du pH.
FAssoeiatode Normalisation (AFNO R). Paris. 1964.

4 1984-147




ANEXO N° 4: Salmonella spp. en PCA

1#112) 203
geA




ANEXO N° 7: BACTERIAS PROTEOLITICAS EN AGAR LECHE

ANEXO 8: BANCO DE CEPAS DE Salmonella spp. EN AGAR SOYA TRIPTICASA PARA
CONSERVACION DE LA CEPA

ANEXO 9: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE DE TOMILLO (Thymus
vulgaris L.) SOBRE LAS BACTERIAS AISLADAS CAUSANTES DE LA DEGRADACION
DE LA PECHUGA DE POLLO.




ANEXO 10: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE DE OREGANO (Origanum
vulgare L.) SOBRE LAS BACTERIAS AISLADAS CAUSANTES DE LA DEGRADACION
DE LA PECHUGA DE POLLO.

ANEXO 11: Salmonella spp EN AGAR MULLER HINTON PARA
CONSERVACION DE LA CEPA

ANEXO 12: MORFOLOGIA DE Salmonella spp.




ANEXO 13: SIEMBRA DE Salmonella spp. EN AGAR MULLER HINTON PARA
REALIZAR EL SCREENING.

ANEXO N° 14: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA
BACTERICIDA




ANEXO 16: PURIFICACION DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO CO™"
SULFATO DE SODIO HIDRATADO

ANEXO 17: PURIFICACION DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO CON
SULFATO DE SODIO HIDRATADO

ANEXO 18: EFECTO INHIBITORIO DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO




ANEXO 19: MUESTRAS DE PECHUGA DE POLLO COCINADAS PARA
ANALISIS DE TIEMPO DE MUERTE

ANEXO 20: ENSAYO DE ACIDO SULFHIDRICO

ANEXO 21: DETERMINACION DE pH




ANEXO 22: TIEMPO DE MUERTE DE Salmonella spp. POR EFECTO DEL
ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

ANEXO 23: TIEMPO DE MUERTE DE BACTERIA PROTEOLITICA POR
EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.)

ANEXO 24: EFECTO COMBINADO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
OREGANO (Origanum vulgare L.) Y TOMILLO (Thymus vulgaris L.) SOBRE
Salmonella spp.




ANEXO N° 25 RESULTADOS DE TRATAMIENTOS UTILIZADOS “IN VIVO”
PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.) FRENTE A Salmonella

Spp.

Repeticiones
TIEMPO I Il 1 Media Desvest
t0 29,00 38,00 37,00 34,67 4,93
t6 30,00 15,00 26,00 23,67 7,77
t12 43,00 22,00 41,00 35,33 11,59
118 46,00 55,00 35,00 45,33 10,02
t24 20,00 52,00 43,00 38,33 16,50
148 74,00 50,00 60,00 61,33 12,06

ANEXO N° 26 RESULTADO DE TRATAMIENTOS UTILIZADOS “IN VIVO”
PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO (Thymus vulgaris L.) FRENTE A

Proteoliticos.

Repeticiones
TIEMPO I Il 1 Media Desvest
t0 174,00 182,00 175,00 177,00 4,36
t6 176,00 107,00 171,00 151,33 38,48
t12 199,00 124,00 197,00 173,33 42,74
118 121,00 158,00 120,00 133,00 21,66
t24 131,00 210,00 199,00 180,00 42,79
148 310,00 215,00 298,00 274,33 51,73




