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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), son un problema frecuente en salud
publica. La industria alimentaria utiliza aditivos quimicos para prevenir y disminuir el
riesgo de contaminacion, inhibir el crecimiento de microorganismos y extender la vida
util de los productos alimenticios. El uso de estas sustancias estd asociado a resistencia
antimicrobiana y problemas toxicos. Existen alternativas naturales que tienen efectos
similares como los aceites esenciales. El objetivo del estudio es evaluar el efecto
combinado bactericida del aceite esencial del ajo (Allium sativum; AA) y orégano
(Origanum vulgare; AO) frente a Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus en
carne de res empacada al vacio y almacenada en refrigeracion. Los aceites se obtuvieron
mediante destilacion por arrastre de vapor y el perfil de compuestos volatiles se obtuvo
mediante Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (GC/MS). Se determind la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB)
para ambos aceites esenciales, posteriormente la CMB de cada aceite obtenida se evalu6
independientemente en filetes de carne de res empacados al vacio y almacenados a
temperatura de refrigeracion (4°C). Después se evalud cuatro combinaciones de ambos
aceites contra L. monocytogenes (L1: 2%A0+5%AA; L2: 4%A0+5%AA; L3: 2% AO
+2.5%AA; L4: 4%A0+2.5%AA); y cuatro combinaciones contra S. aureus (Sl:
4%A0+4%AA; S2: 2%A0+4%AA; S3: 4%A0+2%AA; S4: 2%A0+2%AA) y se realizd
cuatro repeticiones para cada combinacion y se analizaron en los dias 0, 1, 3, 6, 9y 12.
En el dia 1 se observd las medias mas bajas para las combinaciones SI1 y S2 en
comparacion a las otras combinaciones. En el dia 3, las combinaciones S1 y S2 no
presentaron crecimiento de S.aureus. En los dias 6, 9 y 12, las combinaciones S1, S2 y
S3 no presentaron crecimiento de S. aureus. Asimismo la combinacion L2 fue la tnica en
la se determiné la ausencia de L. monocytogenes, desde el dia 1. El uso independiente o
las combinaciones del AO y AA analizadas son utiles para los procesadores de carnes o
productos carnicos debido a sus propiedades antimicrobianas. Sin embargo, es necesario
probar sus implicaciones sensoriales.

Palabras clave: carne, orégano, ajo, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus.
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ABSTRACT

Foodborne illness (ETA) are common public health problem. The food industry uses
chemical additives to prevent and decrease the risk of contamination, inhibit the growth
of microorganisms and extend the shelf life of food products. However, the use of these
substances is associated with antimicrobial resistance and toxic problems. Currently,
natural alternatives are being sought to guarantee the safety and quality of food; one of
them being the use of essential oils. The objective of the study is to evaluate the combined
bactericidal effect of garlic essential oil (Allium sativum; AA) and oregano (Origanum
vulgare; AO) on Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus in vacuum packed
beef and stored in refrigeration. The oils were obtained by steam entrainment distillation
and the volatile compound profile was obtained by Gas Chromatography / Mass
Spectrometry (GC / MS). The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum
Bactericidal Concentration (CMB) were determined for both essential oils, subsequently
the CMB of each oil obtained was independently evaluated in beef meat fillets vacuum
packed and stored at refrigeration temperature (4 °© C). Four combinations of both oils
were then evaluated against L. monocytogenes (L1: 2% AO + 5% AA; L2: 4% AO + 5%
AA; L3:2% AO +2.5% AA; L4: 4% AO + 2.5 % AA); and four combinations against S.
aureus (S1: 4% AO + 4% AA; S2: 2% AO + 4% AA; S3: 4% AO + 2% AA; S4: 2% AO
+ 2% AA) and performed four repetitions for each combination and they were analyzed
on days 0, 1, 3, 6, 9 and 12. On day 1 the lowest means are found for the S1 and S2
combinations compared to the other combinations. On day 3, combinations S1 and S2
showed no growth of S.aureus. On days 6, 9 and 12, combinations S1, S2 and S3 did not
show growth of S. aureus. Likewise, the L2 combination was the only one in which the
absence of L. monocytogenes was determined, from day 1. The independent use or
combinations of AO and AA analyzed are useful for meat or meat processors due to their

antimicrobial properties. However, it is necessary to test its sensory implications.

Key words: meat, oregano, garlic, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus.
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I INTRODUCCION

En la actualidad, la demanda de aditivos alimentarios naturales ha aumentado
debido a la percepcion negativa que tienen los consumidores sobre los conservantes
quimicos. En este contexto, el uso de aceites esenciales como antimicrobianos se ha
desarrollado como una alternativa natural en las industria alimentaria (Calo et al., 2015).
Estos compuestos naturales, incluidos los aceites esenciales, tienen actividad
antimicrobiana reconocida y pueden usarse para prevenir el crecimiento de

microorganismos patdogenos o alterantes en los alimentos (Prakash et al., 2015).

Las especias y las verduras aromaticas, que se emplean cominmente como
ingredientes alimenticios y agentes aromatizantes, pueden representar una buena fuente
de compuestos antioxidantes y antimicrobianos naturales (Shaaban et al., 2012). Sin
embargo, la estructura quimica de los alimentos, el contenido de grasa, las proteinas, la
actividad del agua, el pH y las enzimas son factores que pueden disminuir la eficacia del

aceite esencial (Garcia-Diez et al., 2017)

El consumidor de hoy en dia es mas exigente con los alimentos y es consciente
sobre los beneficios que algunos producen en su salud (Hoffman y Wiklund, 2006). Este
cambio se ha dado como respuesta al aumento de enfermedades que tienen origen en el
estilo de vida, consumo de alimentos procesados y muchas veces contaminados que
surgen como consecuencia de los problemas ambientales generados por el cambio
climatico y el calentamiento global. Por este motivo, la demanda de productos orgéanicos

o de fuentes responsables es cada vez mayor (Verbeke et al., 2010).



En los ultimos tiempos se ha incrementado el interés por los métodos de
conservacion de los alimentos, debido a la perdida de estos por una mala conservacion,
lo que trae como consecuencia elevada pérdida de dinero; a esto se suma los brotes de
intoxicacion alimentaria causada por patdgenos microbianos muchos de ellos emergentes.
Por ello, la industria alimentaria busca alternativas naturales para garantizar la calidad e
inocuidad de los alimentos (Bajpai et al., 2009). Siendo los aceites esenciales los mas
utilizados debido a que presentan compuestos antimicrobianos como por ejemplo: el
timol y el carvacrol en el aceite esencial del orégano (AO); el disulfuro de dialilo y

trisulfuro de dialilo presentes en el aceite esencial de ajo (AA).

Staphylococcus aureus, produce enterotoxinas que son resistentes a la
inactivacion de las proteasas gastrointestinales y, por consiguiente, son responsables de
intoxicacion alimentaria (Mhone et al., 2011). La gastroenteritis, muchas veces grave
puede desarrollarse dentro de una a siete horas después del consumo de alimentos
contaminados, produciendo diarrea, vomitos y deshidratacion. Las infecciones
estafilococicas estan asociadas con infecciones de piel, tejidos blandos, articulaciones,
huesos, trastornos respiratorios y endovasculares y también se puede presentar en casos
de: neumonia, meningitis, osteomielitis y sindrome de shock toxico (Casagrande et al.,

2010).

Otro microorganismo importante es Listeria monocytogenes, que se caracteriza
por ser facultativo e intracelular. El género Listeria comprende bacilos grampositivos que
pueden estar solos o formando cadenas cortas, no producen cépsula ni esporas. Crece a
temperaturas entre menos 0°C y 45 °C, tolera diferentes rangos de pH (4,5-9,2) y
sobrevive a altas concentraciones de NaCl (10% w/v) (Vera et al., 2013). Este
microorganismo se transmite a través de los alimentos, llegando a ocasionar cuadros
clinicos en el hombre como: encefalitis, septicemia, gastroenteritis y meningitis; siendo
el grupo de mayor riesgo los recién nacidos, personas inmunocomprometidas, mujeres

embarazadas y adultos de la tercera edad (Wagner y McLauchlin, 2008).

La busqueda continua de compuestos antimicrobianos eficaces que preserven la

calidad e inocuidad de los alimentos, sin perjudicar sus atributos sensoriales ha dado lugar



a muchas investigaciones en la industria alimentaria. Por ello, el presente estudio tuvo
por objetivo evaluar el efecto combinado bactericida del aceite esencial del ajo (Allium
sativum) y orégano (Origanum vulgare) sobre Listeria monocytogenes y Staphylococcus

aureus en carne de res empacada al vacio y almacenada en refrigeracion.



I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Carne

2.1.1. Generalidades

La carne es definida por el Codex Alimentarius como “todas las partes de un
animal que han sido dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo humano”
(FAO/OMS, 1996). Bender (1992), indica que es el conjunto de tejidos animales

adecuados como alimento.

El principal componente de la carne es el tejido muscular esquelético, que
representa del 35-36% del peso de la canal, ademas de otros tejidos como: conectivo,
adiposo, 0seo, cartilaginoso y nervioso (Hui et al., 2006). La terminologia de “carne
fresca” es la carne de animales recientemente procesados, que puede estar envasada
al vacio o mediante atmosferas modificadas, que no ha sido sometida a ningin
tratamiento distinto a la refrigeracion (Zhao et al., 2010). El valor nutricional de la
carne magra de vacuno contiene aproximadamente 75% de agua, proteina (22.3%),

grasa (1.8%) y ceniza (1.2%) (Forrest et al., 1975).

2.1.2. Microbiologia de la Carne

2.1.2.1. Adherencia bacteriana
La carne presenta caracteristicas como: pH cercano al neutro, alto contenido
de humedad, proteinas, minerales, vitaminas, etc. Estas caracteristicas hacen que la

carne sea una fuente excelente para el crecimiento y desarrollo de diversas bacterias



y mohos (Yadav y Singh, 2004). La contaminaciéon de la carne puede ocurrir en
cualquier etapa de la cadena carnica, desde el sacrificio hasta el envasado. Se ha
reportado que las células de las biopeliculas bacterianas, pueden interactuar con
proteinas (colageno, fibronectina y laminina) de la carne y adherirse exitosamente a

su superficie (Chen et al., 2007)

La adherencia bacteriana a la superficie de la carne es un proceso complejo
que abarca dos etapas: la primera ocurre por las fuerzas Van Der Waals, esta etapa
esta asociada a una interaccidon compleja entre las cargas y la hidrofobicidad de las
células de la superficie de la carne (Chen et al., 2007). La adherencia esta asociada
también con interacciones de los apéndices externos de las células microbianas
(flagelos, polisacaridos extracelulares, fimbrias, fibras curli) con receptores

especificos de las superficies (Garcia, 2006).

La segunda fase, que es irreversible, se caracteriza porque las bacterias forman
polimeros extracelulares que permiten la fijacion de estas a la superficie y forman
biopeliculas, dificultando su remocion. Ademds se vuelven mas resistentes al
tratamiento térmico y al quimico (Moreno, 1991). La obtencidon del musculo es estéril
y la microbiota inicial de la carne se relaciona con la contaminacién proveniente de
las plumas, piel, pelos, contenido gastrointestinal, agua, aire, operarios, suelo,

instalaciones, etc. (Russo et al., 2006).

La fibra curli es un componente proteico de tipo amiloideo producido por
diversas bacterias, estas fibras estan involucradas en la adhesion a las superficies, la
agregacion celular y la formacion de biopeliculas (Barnhart y Chapman, 2006). La
fibra curli permite a las bacterias adherencia a las proteinas de la matriz del huésped,
como la fibronectina, la laminina y el plasmindgeno, que son los componentes

basicos de los tejidos conectivos animales (Chen et al., 2007).

Las biopeliculas formadas sobre las carnes crudas aumentan los problemas de
contaminacion cruzada y de contaminaciones posteriores al procesado. L.

monocytogenes tiene la capacidad de proliferar en entornos frios y himedos, ideales



para la formacion de biofilms (Chmielewsky y Frank, 2003). Ademas, presenta gran
facilidad para adherirse a superficies vivas e inertes utilizando: flagelos, pilis y

proteinas de membrana (Keskinen et al. 2008).

2.1.2.2. Microorganismos presentes en la carne

La poblacion microbiana presentes en la carne es diversa, ya que depende de
la especie animal y del tipo de procesamiento al cual es sometida. La carne fresca es
un sustrato que permite el crecimiento microbiano, ya que proporciona nutrientes
(aztcares, aminoacidos, vitaminas, cofactores, etc.) y posee valores de pH y Aw

generalmente compatibles con el desarrollo microbiano (Zhang et al., 2015).

Después de la contaminacion inicial de la carne cruda, el numero de células
microbianas puede aumentar rapidamente. Sin embargo, los parametros
fisicoquimicos encontrados en varios productos carnicos varian, esto depende del
tipo de carne y de los procesos o tratamientos sometidos, estos parametros influyen
de multiples maneras. Puede afectar la dindmica del microorganismo y en el nimero
final de unidades formadoras de colonias (UFC) alcanzado por cada uno de los

contaminantes iniciales (Champomier-Verge's y Zagorec, 2015).

Las condiciones de almacenamiento, como la temperatura o los
procedimientos de envasado, influyen en el crecimiento microbiano, durante la vida
util de los productos carnicos. Por lo tanto, la carne también puede considerarse como
un ambiente que presenta condiciones desfavorables a los que los microorganismos

tienen que enfrentar (Champomier-Verge's and Zagorec, 2015).

La carne fresca puede contener diferentes bacterias que incluyen especies de
Acinetobacter, Carnobacterium, Aeromonas, Alcaligenes, Alteromonas, Escherichia
Brochothrix, Enterobacter, Enterococcus, Moraxella, Flavobacterium, Leuconostoc,
Lactobacillus, Micrococcus, Proteus, Pseudomila y Streptococcus, asi como
levaduras y mohos. Las especies microbianas patdogenas que contaminan la carne

provenientes del tracto gastrointestinal son las cepas entéricas de Campylobacter



jejuni, Salmonella, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila, Listeria

monocytogenes y Escherichia coli (Hui et al., 20006).

La flora bacteriana normal presente en los ganglios linfaticos de los animales
que pueden contaminar la carne son: Staphylococcus, Clostridium, Streptococcus, y
Salmonella. Los microorganismos que contaminan la piel del animal incluyen
bacterias como: Staphylococcus, Micrococcus y Pseudomonas asimismo, levaduras

y mohos (Kamenik, 2013).

El almacenamiento de carne fresca en el refrigerador (5 °C) se ve afectado por
aerobios psicrotroficos y anaerobios facultativos. Pseudomonas spp. crece
rapidamente, utilizando primero glucosa y luego aminoacidos. Una vez que los
carbohidratos simples se han agotado, otros psicrotroficos (Brochothrix,
Acinetobacter, Aeromonas, Shewanella putrefaciens,  Alcaligenes, Serratia,
Moraxella, y Enterobacter) comienzan a utilizar aminoacidos libres y compuestos

nitrogenados (Erkmen y Bozoglu, 2016).

2.1.2.3. Listeria monocytogenes

2.1.2.3.1 Generalidades

El género Listeria incluye al patdogeno alimentario L. monocytogenes (Pirie,
1940) y otras 14 especies: Listeria grayi (Larsen y Seeliger, 1966), L. innocua (Seeliger,
1981), Listeria welshimeri (Rocourt y Grimont , 1983), Listeria seeligeri (Rocourt y
Grimont, 1983), Listeria ivanovii (Seeliger et al., 1984), Listeria marthii (Graves et al.,
2010), Listeria rocourtiae (Leclercq et al., 2010), Listeria fleischmannii ( Bertsch et al.,
2013), Listeria weihenstephanensis (Lang Halter et al., 2013); y las especies
recientemente publicadas Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria cornellensis,
Listeria riparia y Listeria grandensis (den Bakker et al., 2014). Siendo L. monocytogenes

y L. ivanovi consideradas patogenas.

L. monocytogenes, es una bacteria patdgena grampositiva, aerobia, anaerobia

facultativa y ubicua que prospera en diversos ambientes como el suelo, el agua, diversos



productos alimenticios, humanos y animales. Los limites de crecimiento van desde una

temperatura de —0.4°C a 45°C, como se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Limites de crecimiento de Listeria monocytogenes

Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) -04 37 45
pH 4.39 7.0 9.4
Actividad de agua 0.92 - -

(aw)
(ICMSF, 1996)

La listeriosis, se adquiere al ingerir productos alimenticios contaminados y
afecta principalmente a personas inmunocomprometidas, mujeres embarazadas y recién
nacidos. Esta enfermedad se manifiesta como gastroenteritis, meningitis, encefalitis,
infecciones de madre a feto y septicemia, lo que resulta en la muerte del 25 a 30% de los
casos. Las manifestaciones clinicas de infeccion con L. monocytogenes reflejan su
capacidad para cruzar tres barreras estrechas en el huésped humano. Después de la
ingestion, L. monocytogenes cruza la barrera intestinal al invadir el epitelio intestinal,
obteniendo asi acceso a los 6rganos internos. Durante las infecciones graves, cruza la
barrera hematoencefalica provocando la infeccion de las meninges y el cerebro, y en
mujeres embarazadas, cruza la barrera fetoplacentaria produciendo la infeccion del feto

(Khelef et al., 2005).

L. monocytogenes presenta los antigenos somaticos (O) y flagelares (H), a
partir de estos se pudieron identificar los siguientes serotipos: 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c,
4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e y 7. Cuatro serotipos principales se pueden clasificar en cuatro
serogrupos distintos: Ila (serotipos 1/2a, 1/2c, 3a y 3c), IIb (1/2b, 3b, 4b, 4d y 4e), llc
(1/2c y 3c), y IVD (4b, 4d y 4e). Entre los 13 serotipos de L. monocytogenes, los serotipos
4b, 1/2a, 1/2b y 1/2c representan mas del 95% de los aislamientos recuperados de

alimentos, superficies ambientales y muestras biologicas (Jamshidi y Zeinali, 2019).



2.1.2.3.2. Patogenie

L. monocytogenes es una bacteria intracelular facultativa y su ciclo de vida
refleja una notable adaptacion a la supervivencia intracelular y la multiplicacion en
macréfagos y otros tipos de células (Pamer, 2004). Cuando el alimento contaminado es
ingerido, esta bacteria invade los macrofagos y los fagocitos no profesionales, estas son
células que no presentan receptores fagociticos y tienen una capacidad fagocitica

limitada, entre ellas tenemos a los linfocitos, eritrocitos, células del endotelio, etc.

La entrada a estas células es inducida por la union de proteinas de superficie
bacteriana (internalina InlA y InlB) a los receptores en la célula huésped (células Met y
E-cadherina) (Pamer, 2004). Las invasinas (InlA e InIB) son necesarias para la entrada
bacteriana a los enterocitos, hepatocitos, fibroblastos, células epiteliales y células
endoteliales, pero la entrada inmediata estd restringida al menor nimero de tipos de
células que expresan su receptor. La entrada de esta bacteria a células de mamiferos es
un proceso dinamico que requiere la polimerizacion de la actina y la remodelacion de la
membrana, y es un excelente ejemplo de cémo una bacteria puede manipular la
sefalizacion de la célula huésped y las vias endociticas para su beneficio (McCaffrey et

al, 2004).

La InlA se une al receptor E-cadherina, ubicado en varios tipos de células
incluyendo al enterocito, la interaccion de InlA/E-cadherina es critica para la invasion del
epitelio intestinal y activa una compleja via de sefalizacidon que conduce a la
reorganizacion del citoesqueleto. InIB se use al receptor Met (factor de crecimiento de
hepatocito), Met es una proteina tirosina kinasa y, por lo tanto, la interaccion InlB/ Met

produce una fosforilacion transitoria de Met (Shen et al., 2000).

El proceso de internalizacion se produce por la activacion de las vias de
seflalizacion, estas son activadas por InlA y InLB, esta activacion provoca un
reordenamientos del citoesqueleto y la entrada de L. monocytogenes a la célula. (Veiga et
al., 2007). La remodelacion local de actina en el sitio de unién de InIB estd mediada por
el reclutamiento y la activacion del complejo de nucleacion de actina, que promueve la

polimerizacion de actina (Veiga et al., 2007).



Una vez dentro L. monocytogenes se internaliza en una vacuola (fagosoma).
La membrana de la vacuola se interrumpe por la secrecion de dos fosfolipasas C:
fosfatidilinositol-PLC (PI-PLC) y fosfatidilcolina-PLC (PC-PLC), codificadas por plcA
y plcB, respectivamente, asi también la toxina formadora de poros (listeriolisina O) (Vera
et al.,2013). Las bacterias se liberan en el citoplasma, y expresan genes para adquirir los
nutrientes necesarios para la multiplicacion intracelular donde se multiplican y comienzan
a polimerizar a la actina, se forma las colas de actina caracteristicas que le permite pasar
auna célula vecina formando protuberancias en la membrana plasmatica como se muestra
en la Figura 1 (Kocks et al., 1992). L. monocytogenes aprovecha la polimerizacion de
actina en el citoplasma para facilitar el movimiento intracelular e intercelular (Cabrita et
al., 2014). La tecnologia de los microarrays de ADN esta permitiendo descubrir otros
mecanismos por los cuales L. monocytogenes manipula la célula huésped, esta tecnologia
determina genes que se activan especificamente por la entrada bacteriana en la célula

huésped (Cohen et al., 2000).

L. monocytogenes se multiplica rapidamente y evade la exposicion a los
anticuerpos o neutréfilos; cuando cruza la barrera intestinal, se disemina en sangre y llega
a los ganglios mesentéricos, posteriormente migra al higado y bazo multiplicandose en
los macrofagos o en las células epiteliales del parénquima. Esta bacteria es capaz de

evadir la respuesta inmune y continuar su multiplicacion en el organismo (Cohen et al.,

2000).
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Figura 1. Representacion esquematica del ciclo de vida de Listeria monocytogenes.

(Fuente: Cossart y Lecuit, 1998).

2.1.2.3.3. L. monocytogenes en carne y productos carnicos

La presencia de L. monocytogenes en productos alimenticios genera grandes
pérdidas de dinero en la industria alimentaria y es sinonimo de falta de seguridad
alimentaria, por ello la identificacion, el control y el tratamiento de las infecciones por
listeria son necesarios (Ivanek er al. 2005). La presencia de L. monocytogenes en carne
se ha reportado en varias investigaciones, tanto en canales enteras como en cortes de carne
(Skovgaard y Norrung, 2009; Bunci¢, 1991). Los productos carnicos frecuentemente
contaminados son: carne picada, salchichas de pavo, pasta de salami, mortadelas, etc.
Siendo la carne cruda picada y el paté, los productos con mayor porcentaje de
contaminacion (70%) (Skovgaard y Norrung, 2009). El desarrollo de esta bacteria en los
productos carnicos depende del pH, tipo de carne (grasa o magra), cantidad y tipo de
microflora originaria, ausencia o presencia de conservantes y temperatura a la que han

estado expuestas (Grau y Vanderlinde, 1992).

Meloni et al. (2013), reportaron la prevalencia de L. monocytogenes en
canales porcinas en Italia entre los afios 2008 al 2011, ellos informaron que el 33% de las
canales porcinas eran positivas para L. monocytogenes con los serotipos 1/ 2a y 1/ 2c.
Khen et al. (2015), investigaron la contaminacién con L. monocytogenes en canales de
ganado bovino en Irlanda entre julio de 2007 y junio del 2009, determinaron que el 27%

de las pieles de bovino y el 14% de las canales estaban contaminadas con L.
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monocytogenes, y 1 / 2a'y 4b fueron los serotipos mas comunes. Barrientos et al. (2015),
reportaron una frecuencia de 13.9 £ 6.1% de L. monocytogenes en un total de 88 canales

de cerdo, en un centro de beneficio de Lima- Péru.

Grau et al. (1992), detectaron en 175 muestras de carnes procesadas envasadas
al vacio 93 muestras contaminadas con L. monocytogenes, la carne fue obtenida de tiendas
minoristas. Asi también, encontraron 7 muestras que tenian mas de 10° UFC/g. Esto
confirma que el crecimiento de este anaerobio facultativo no se afecta por el envasado a
vacio. Bersot et al. (2008), concluyeron que el envasado al vacio y el almacenamiento
bajo refrigeracion no fueron efectivos para controlar el crecimiento de L. monocytogenes
en rodajas de mortadela, lo que indican que las buenas practicas de fabricacion y los
programas HACCP implementados son esenciales para garantizar la seguridad de este

producto.

2.1.2.3.4. Epidemiologia

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) ha evaluado
brotes de infecciones alimentarias por distintas bacterias, entre ellas Listeria
monocytogenes, que infecta aproximadamente a 1600 personas al afio en Estados Unidos
en los ultimos anos (CDC, 2016). Los brotes de L. monocytogenes en este pais se han
relacionado al consumo de ensaladas empaquetadas, queso blando y melones. Este
patogeno causO 292 muertes fetales entre 2009 y 2011, determinandose una tasa de

mortalidad aproximada del 21% (CDC, 2013).

Rodriguez (2018), en Brasil determiné una frecuencia de 3.1% de L.
monocytogenes en verduras listas para consumir; asimismo concluye que en
Latinoamérica existe un bajo reporte de casos y una subestimacion del problema; sin
embargo, se espera que, por las condiciones sanitarias de muchos paises, la frecuencia y

letalidad sea elevada en comparacion con paises desarrollados.

En el Pert, L. monocytogenes es uno de los causantes de ETAs, y tiene como
principales fuentes de infeccion la ingesta de carne insuficientemente cocinada, hortalizas

y frutas contaminadas, entre otros. En los tltimos 5 anos se ha notificado a través del

12



Sistema de Vigilancia Epidemiolégica un promedio de 45 brotes de ETA, 65 % de los
cuales se concentran en los departamentos de Lima (20,3 %), Junin (10,1 %), Cajamarca
(9,6 %), Cusco (8,6 %), Huanuco (6 %), Loreto (5,6 %) y Piura (4,7 %) (Ministerio de
Salud, 2019).

Diversos estudios apoyan lo mencionado anteriormente, como el estudio de
Villanueva et al. (2017) quienes reportaron una incidencia de 18,67% en muestras de
quesos frescos procedentes de diferentes mercados del Cercado de Lima. Pérez (2013),
determiné una incidencia de L. monocytogenes de 78% en Salchicha tipo Huacho

procedentes de Mercados de Abastos del Cercado de Lima.

2.1.2.3.5. Tratamiento

El tratamiento incluye un beta-lactdmico solo o en combinacion con un
aminoglucdsido, es decir, gentamicina con penicilina o gentamicina con ampicilina, son
los farmacos de eleccion en el tratamiento de infecciones graves por L. monocytogenes
(Murray et al., 2015). Otros antibioticos, como el trimetoprim-sulfametoxazol, se utilizan
con éxito para tratar la listeriosis, sin embargo, se ha informado de que la bacteria ha
hecho resistencia en algunos de ellos, como a las fluoroquinolonas, macrélidos y

tetraciclinas (Murray et al.2015; Olaimat et al., 2018).

El uso de antibidticos a través de la auto prescripcion de los productores para
la prevencion y el tratamiento de enfermedades de los animales aument6 en un 25% entre
2003 y 2012 (Lim et al., 2014). Desde entonces, muchos estudios informaron la mayor
prevalencia de Escherichia coli resistente a antibidticos, Salmonella spp., Campylobacter
spp. y Staphylococcus aureus en Corea (Chae et al., 2011; Lim et al., 2011). Aunque L.
monocytogenes rara vez adquirid resistencia a los antibidticos, la primera L.
monocytogenes resistente a los antibioticos se encontré en 1988 (Altuntas et al., 2012),
estudios recientes informaron la existencia de L. monocytogenes resistente a la
ampicilina, amoxicilina, gentamicina, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina y
vancomicina (Yiicel et al., 2005; Ennaji et al., 2008; Chen et al., 2009; Pesavento et al.,
2010;).
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2.1.2.4. Staphylococcus aureus

2.1.2.4.1. Generalidades

S. aureus es una bacteria grampositiva y ubicua, cuyo didmetro es lum, se
caracteriza porque se dividen en agrupaciones semejantes a racimos de uvas, son
inmoviles, anaerobio facultativo, no formadora de esporas, fermentadores de glucosa,
positivos para catalasa y negativos para oxidasa. El género Staphylococcus presenta 35
especies y 17 subespecies (Harris ef al., 2002). Este género tiene la capacidad de
adaptarse, por lo cual afectan a todas las especies conocidas de mamiferos, presenta la
capacidad de propagarse facilmente y transmitirse de una especie a otra, siendo frecuentes

los casos en humano y animales y viceversa (Fox et al., 2007).

Este género presenta trece serotipos de polisacaridos capsulares, siendo los
serotipos capsulares 5 y 8 los que estan asociados a las infecciones en humanos y
animales. Se han descrito 8 serotipos de enterotoxinas estafilococicas (A, B, C, D, E, G,
H, I) siendo el serotipo A el mas comun; estas toxinas son termoestables y resistentes a
las enzimas digestivas, siendo responsables de intoxicacion alimentaria (Mohamed et al.,

2019).

Staphylococcus aureus es la especie mas virulenta porque induce alteraciones
en los tejidos y produce lesiones con supuracion y cicatrizacion, y es responsable de varias
infecciones en animales y humanos, ademas presenta la capacidad de colonizar varios

sitios de la mucosa del cuerpo.

2.1.2.4.2. Patogenia

Las proteinas de la superficie celular bacteriana (las proteinas de union a
fibronectina) interactiian con las moléculas del huésped (colageno, fibronectina, etc), para
facilitar la uniéon. La patogenia implica cinco etapas: colonizacidn, infeccion local,

diseminacion sistémica, infecciones metastasicas e intoxicacion (Oliveira et al., 2018). S
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aureus utiliza diferentes proteinas, que se encuentran en su superficie, para poder
adheririse a diferentes compuestos de la matriz extraceular como: fibronectina, proteinas

A, etc. Los factores asociados a la virulencia se muestran en el Cuadro 2.

Después de la adhesion a la celula huésped, se libera un conjunto de sefiales
intracelulares para la polimerizacion de los microfilamentos de actina en la célula, por
ello S. aureus es englobado por pseuddpodos y se internaliza en un endosoma (Jevon et
al., 1999). Posteriormente, S. aureus se libera del endosoma y se multiplica en el
citoplasma celular (Qazi et al., 2001). Shompole et al., 2003 reportaron que la expresion
del gen Agr, activa un sistema regulador de los factores de virulencia de la bacteria y
también activa la produccion de hemolisinas y otras toxinas, para la ruptura del endosoma

y liberacion de S. aureus al citoplasma del huésped.

La o-toxina es una toxina que ejerce su accion citolitica formando poros en
las membranas de eritrocitos, células epiteliales, etc. Estas alteran la osmorregulacion, el
flujo de cationes y otras moléculas, llegando, incluso, a producir apoptosis. También tiene
la capacidad de union y oligomerizacion a la membrana de la célula huésped. (Conisilla

y Guerra, 2019)

Las enterotoxinas no son procesados por las células presentadoras de
antigenos, sin embargo, se unen al MHC-II (moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II) y produce una proliferacion policlonal de linfocitos T y
la liberacion de citoquinas (Foster y Bohach, 2000). Esta forma de respuesta inmune
puede evadir el mecanismo de defensa del huésped y ayuda a la permanencia bacteriana
(Ferens y Bohach, 2000). Estas enterotoxinas producidas por S.aureus provocan
intoxicacion alimentaria en el hombre, asimismo producen el sindrome del choque toxico

(Ferens y Bohach, 2000).

Después de la colonizacion inicial, esta bacteria posee diferentes formas para
evadir la respuesta del sistema inmune del hospedador (Foster y Bohach, 2000).
Finalmente, esta bacteria produce un grave dafio en el tejido, favoreciendo su adherencia
a otros tejidos y posteriormente a su diseminacion (Kerro Dego et al., 2002). Foster y

Bohach, (2000) reportaron que estas infecciones, se caracterizan por la formacion de
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abscesos con una infiltracion masiva de polimorfo nucleares que liberan una gran
cantidad de enzimas lisosomicas al medio extracelular, contribuyendo con ello al dafio

tisular.

Cuando hay formacion de un absceso cutaneo localizado a causa de S. aureus,
puede ocasionar infecciones localizadas. La bacteria puede ingresar a la sangre y
diseminarse sistémicamente a diferentes Organos causando sepsis y provocar

endocarditis, osteomielitis, artritis séptica, etc (Oliveira et al., 2018).

Cuadro 2. Factores asociados con la virulencia de S.aureus

Componentes superficiales Toxinas y enzimas extracelulares
e Polisacarido capsular e Toxinas con actividad sobre membrana
e Polisacarido extracelular v Toxinas o hemolisinas o, 3
e Proteinas superficiales v" Leucocidina
v" Proteinas de union e Toxinas con actividad de superantigenos
a colageno (Cna) v' Enterotoxinas (A-E y G-J)
v Proteinas a v Toxina del sindrome del choque
fibronectina toxico 1 (TSST-1)
(FnBPA y v" Toxinas epidermoliticas o
FnBPB) exfoliativas (A y B)
v' Proteinas a union e Enzimas extracelulares
de fibrindgeno v’ Estafiloquinasa
(CIfA y CIfB) v" Coagulasa
v Proteina A (Spa) v Hialuronidasa
v Lipasas
v Proteasas
v" ADNasa termoestable o
termonucleasa
v' Catalasa
(Fuente: Martinez, 2005)
2.1.2.4.3. S. aureus en carne y productos carnicos

La carne y los productos carnicos procesados proporcionan un entorno
beneficioso para el crecimiento de S. aureus. Segun la Administracion Coreana de
Alimentos y Medicamentos, aproximadamente el 30% de los casos de intoxicacion

alimentaria fue por S. aureus en Corea (entre los afios 2001 y 2006), los alimentos
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involucrados fueron la carne y los productos cérnicos (Kim et al., 2018). En carne de res
S. aureus ha sido aislado e identificado en todo el mundo (Jackson et al., 2013). Por lo
tanto, este patdgeno representa una amenaza para la seguridad alimentaria de la carne de

res y los productos derivados.

Multiples estudios en los Estados Unidos han revelado una alta prevalencia
de cepas de S. aureus multidrogo resistente (MDR) en carnes vendidas por comerciantes
minoristas (Waters ef al., 2011; O'Brien et al., 2012; Jackson et al., 2013), indicandose
que representa una amenaza para los trabajadores de la industria carnica debido a que
pueden adquirir cepas virulentas. Ademas, los consumidores de carne contaminada
pueden tener el riesgo de que su organismo sea colonizado por cepas MDR, pudiendo
desarrollar infecciones graves (Kluytmans et al., 1995) o actuar como portadores en la
transmision de S. aureus (Fritz et al., 2009). El proceso de produccion de carne también
puede contribuir a la contaminacion de las carnes para venta minorista a través de
trabajadores, animales de alimentacion, superficies y equipos de procesamiento de carne

(Jackson et al., 2013).

Se ha encontrado S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) en varias
especies de animales productores de carne, incluyendo cerdos, pollos y ganado (Hasman
et al., 2010). La identificacion de MRSA en estos animales, junto con la aparicion de la
cepa emergente ST398 (MRSA no tipificable) en la poblacion porcina y el potencial
observado de esta cepa, puede causar infecciones graves e incluso la muerte en humanos.
Por ello, es importante investigar los productos carnicos debido a que se pueden
comportar como vehiculo para la transmision de MRSA de la granja a la poblacion

humana general (Hasman et al., 2010).

Varios estudios han documentado la presencia de MRSA en productos de
carne cruda al por menor, con una prevalencia que va desde <1 % en Asia (Lim et al.,
2010) hasta 11.9 % en los Paises Bajos (de Boer et al., 2009). Weese et al. (2010)
encontraron una prevalencia de 9.6% en carne de cerdo, 5.6% en carne de res y 1.2 % en

carne de pollo, en mercados de cuatro provincias de Canada. Asimismo Pu et al. (2009)
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reportaron 4.1 % en carne de cerdo y 0.8% en carne de res, en supermercados de

Louisiana.

2.1.2.4.4. Epidemiologia

Staphylococcus aureus es una bacteria comensal y patogena.
Aproximadamente del 50% al 60% de los individuos estdn colonizados de forma
intermitente o permanente con S. aureus y, por lo tanto, existe un potencial relativamente
alto de infecciones (Gorwitz et al., 2008). S. aureus se encuentra entre las causas mas

frecuentes de infecciones bacterianas a nivel mundial (Kraker et al., 2013).

La elevada prevalencia, S. aureus es bien conocida; asi como, su capacidad
de adquirir resistencia a los antibidticos (Chambers y DeLeo, 2009). S. aureus resistente
a la penicilina surgio a finales de la década de 1940 y, a mediados de la década de 1950,
la resistencia a la penicilina era tan frecuente que el antibidtico ya no era eficaz para el
tratamiento de infecciones (Magill et al., 2014). A principios de la década de 1960 se
informo de S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) y luego se extendio por todo el
mundo durante las proximas décadas. E1 MRSA ahora es endémico en los centros de

atencion médica en practicamente todos los paises (Magill et al., 2014).

Chile registro 885 brotes de ETA asociados a S.aureus en el 2016 (Alarcon et
al.,2017). En el Pert, durante el afio 2014 al 2018, fueron notificados a través del Centro
Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades (CDC MINSA) un
total de 234 brotes de ETA a nivel nacional (23 departamentos), donde Staphylococcus
aureus era una de las bacterias asociadas (Ministerio de Salud, 2019). En general, se
reportd un promedio de 47 brotes anuales, 6 098 personas afectadas, 1311 hospitalizados
y 29 defunciones en todo el pais, donde estaban involucrados los agentes mas comunes
causantes de ETA. Los departamentos con mayor porcentaje de brotes fueron: Lima (22,2

%), Cusco (11,1 %) y Cajamarca (8,5 %) (Ministerio de Salud, 2019).
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2.2. Conservacion de la carne

2.2.1. Generalidades

Los diferentes métodos de conservacion se basan en el control de la actividad
enzimatica microbiana y de los procesos fisicoquimicos. Existen diferentes métodos
como la refrigeracion y congelacion, que se basan en el control de la temperatura,
asimismo existe otros métodos que controlan la humedad del alimento y poseen
accion antimicrobiana, entre ellas tenemos al empacado, uso de agentes quimicos y
radiacion. Actualmente, los métodos mas usados son los de inactivacion no térmica,
como la alta presion hidrostatica, sistemas de empacado con atmosferas modificadas,
empaques activos, biopreservacion y el uso de componentes antimicrobianos (Zhou

etal., 2010).

2.2.2. Refrigeracion

La refrigeracion es un método de conservacion tradicional, el enfriamiento es
importante para la higiene, la seguridad, la vida util, la apariencia y la calidad de la
carne; la refrigeracion reduce la temperatura de la superficie de la carcasa y mejora

su secado para disminuir el crecimiento bacteriano (Ockerman y Basu, 2004).

Un aumento en la velocidad del aire y una disminucion en la temperatura
reducen el tiempo de enfriamiento. Sin embargo, un factor limitante es la dificultad
para eliminar el calor rapidamente de la parte mas profunda de la carcasa. En el
enfriamiento por aire mediante conveccion natural, el refrigerante se bombea a través
de los tubos de enfriamiento, por ello es lento y en gran medida incontrolable,
mientras que el enfriamiento por aire por conveccion forzada, junto con ventiladores

para el movimiento del aire es mucho mas eficiente (Ockerman y Basu, 2004).

El enfriamiento rdpido de la carcasa aumenta el rendimiento del producto
debido a una menor evaporacion de la superficie, mientras que el secado rapido de la
superficie de la carcasa ayuda a reducir el crecimiento bacteriano. El enfriamiento

ultrarrapido de la carne previa al rigor puede, por otro lado, conducir al acortamiento
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en frio y al endurecimiento. El enfriamiento por pulverizacion puede mejorar la
oxigenacién de la mioglobina de la superficie sin aumentar la metamioglobina,
manteniendo asi una apariencia brillante y eliminando la pérdida de peso (Feldhusen

et al., 1995).

Bouton et al. (1957), fueron los primeros en indicar que cuanto mayor sea el
volumen de la carcasa y la cobertura de grasa, mas tiempo tardaréa en enfriarse con
una velocidad y temperatura de aire determinada. Asimismo, concluyen que la
pérdida de peso en partes pequeiias y sin cobertura de grasa (mala calidad) son
mayores que las de las partes grandes que tienen una buena cobertura grasa (buena

calidad), como se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Pérdidas de peso promedio de partes de la res con buena y mala

calidad en diversas condiciones de enfriamiento.

% Pérdida de peso

Condiciones
Buena Calidad Mala Calidad
ldiaa0°C - -
2 dias a 20 °C 1.7 3.8
3 diasa0°C 0.7 0.9
14 diasa 0° 1.6 3.2

(Bouton et al., 1957)

El tiempo de vida util de la carne en refrigeracion no excede las dos semanas,
este tiempo varia por diferentes factores como: el potencial redox, temperatura,
densidad microbiana, pH, etc. (Ordoéfiez et al., 1999). Forrest et al. (1975)
recomendaron el consumo de la carne fresca refrigerada, a nivel doméstico, dentro
de los 4 primeros dias de almacenamiento. Kamenik, (2013) reportd un incremento

de la vida util en 30 a 70%, si la carne se almacena a -1.5 °C.

El almacenamiento refrigerado (de -1.5 a 5 ° C) se usa de forma rutinaria
después del sacrificio, ya sea en forma de colgar todo la carcasa (pre-deshuesado) o
en cortes primarios envasados al vacio (post-deshuesado). El almacenamiento
refrigerado generalmente se lleva a cabo entre 24 horas y varias semanas después del

sacrificio, y a menudo varia en duracidon y temperatura segiin las especie y el
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mercado. El almacenamiento refrigerado preserva la carne del deterioro microbiano
a bajas temperaturas y mejora la calidad de la carne a través de la protedlisis antes,
durante y después del rigor mortis (Hopkins y Thompson, 2002). También permite
que la carne se mantenga durante periodos mas largos, lo que ayuda a la distribucion

del mercado.

2.2.2.1. Sabor

El sabor es una sensacion de la boca provocada por las grasas y otros
precursores (azucares y aminoacidos) de un producto cérnico que afecta el gusto del
consumidor (Khan et al., 2015). El proceso de almacenamiento refrigerado tiende a
aumentar el sabor con el tiempo del almacenamiento, debido a la oxidacion de 4cidos
grasos volatiles (VFA) y aminoacidos (Wood et al., 1999). Sin embargo, una vez que
el tiempo de refrigeracion y oxidacion han superado un umbral de aceptabilidad,
puede provocar rancidez a través de su asociacion con un sabor rancio que es
percibido por los consumidores (Bueno et al., 2013; Corbin et al., 2015). Se utiliza
un marcador clave para la oxidacion de lipidos como el malondialdehido (MDA),
medido por el método de sustancias reactivas al acido 2-tiobarbiturico (TBARS)

(Tarladgis et al., 1960).

A pesar del uso generalizado de TBARS, su relacion con la percepcion
sensorial de la ranciedad sigue siendo bajo, la aceptacion y el rechazo de los
consumidores a menudo varian entre los estudios. Esta variacion entre estudios
probablemente se debe al uso de diferentes metodologias en el empacado y

temperaturas de almacenamiento refrigerado (Zhou et al., 2010).

Sumner y Jenson (2011), reportaron un amplio espectro de umbrales de
duracion (12 semanas en carne de cordero almacenada a menos 0.5 a menos 2.4 ° C)
de almacenamiento refrigerado en base a la ausencia de olor de confinamiento.
Asimismo Small et al. (2012), reportaron hasta 24 semanas en carne de res a -0.5
°C, y la aceptabilidad del consumidor por hasta 12 semanas en cordero a -0.3 °C y
Kiermeier et al. (2013) reportd hasta 26 semanas en carne de vacuno a -0.5 a -1 °C.

Colle et al. (2015) no encontraron diferencias significativas en el sabor o TBARS
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después de 9 semanas de almacenamiento de carne de res a 0 °C, aunque en otros
estudios, los valores de TBARS fueron mas altos en estas duraciones debido a

diferencias metodoldgicas (Ponnampalam et al., 2014).

2.2.2.2. Color

El color de la carne es un parametro importante a nivel minorista debido a su
percepcion de frescura y calidad para los consumidores (Risvik, 1994). Las
definiciones subjetivas de color varian, aunque se ha informado la preferencia del
consumidor por la carne de res roja cereza brillante (AMSA, 2012). El uso de
medidas colorimétricas objetivas es comun, las investigaciones registran los valores
de la escala de color de la Comision Internacional de Eclairage (CIE): L * denota la
claridad a la oscuridad, a * denota el rojo al verde y b * denota el amarillo al azul

(CIE, 1978).

Los cambios oxidativos en la mioglobina (Mb) ocurren a medida que aumenta
el tiempo de refrigeracion anaerobia, lo que se refleja en la variacion de la medicion
del color instrumental, debido a la formacion de desoximioglobina (DMb), que
contribuye a un color purpura y al abrir el envase se forma la oximioglobina (OMbD),
dando un color rojo brillante (Mancini y Hunt, 2005). El almacenamiento refrigerado
prolongado en un medio aerdbico (exposicidn minorista) conduce a una mayor
oxidaciéon de Mb a metamioglobina (MMb), lo que contribuye a un color marron. Del
mismo modo, el aumento de las temperaturas de almacenamiento refrigeradas

también puede disminuir la estabilidad del color (Choe et al., 2016).

2.2.2.3. Microbiologia

La carne presenta bacterias de descomposicion, incluidas las bacterias acido
lacticas (LAB), Enterobacteriaceae, Brocothrix thermospacta y Clostridium sp. Estas

especies se originan principalmente por la contaminacion en el matadero (Dainty y
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Mackey, 1992), y con la excepcion de LAB y clostridios se limitan a proliferar solo con
disponibilidad de oxigeno; otros factores de riesgo involucrados incluyen la temperatura
del almacenamiento en refrigeracion, pH, actividad del agua (aw) y las condiciones de

empaque (Mills y Brightwell, 2014).

El almacenamiento refrigerado anaerdbico utilizando el envasado al vacio
generalmente da como resultado la proliferacion de acido lacticas (LAB), que tiene un
potencial de deterioro de 10’ UFC/cm? y produce un olor desagradable (Small et al.,
2012). La proliferacion de LAB conduce a sabores acidos y a la presencia de un color
verde o decoloracion de la carne por la produccion de sulfuro de hidrogeno que reacciona

con Mb para formar sulfomioglobina (Mills et al., 2014).

El prolongado almacenamiento refrigerado anaerdbico aumenta la
disponibilidad de agua (aumento de aw) (Mills et al., 2014) y aumenta el pH debido a la
descomposicion del tejido muscular, particularmente de la carne de cordero almacenada
durante 6 semanas o mas (Kim et al., 2014; Kiermeier et al., 2013) y carne de res
almacenada durante 12 semanas o mas (Hughes et al., 2015). Ambos rasgos (aw y pH)
pueden proporcionar informacion sobre el potencial de deterioro microbiano, de modo
que si aw excede 0.93 (Egan et al., 1988) y el pH excede 5.8 (Gribble et al., 2014) esto

dara como resultado una proliferacion mas rapida de microbios especificos de deterioro.

Sin embargo, la temperatura de almacenamiento tiene el mayor impacto en la
carga microbiana de la carne almacenada refrigerada (Giannuzzi et al., 1998) e
idealmente deberia estar entre 0 y -1.5 © C, aunque en la préctica esto no siempre es

logrado (Mills et al., 2014).

2.2.3. Empacado al vacio

El envasado al vacio se refiere a la técnica de eliminar el aire de un envase
antes del sellado y es un método de conservacion de alimentos. Este tipo de envasado

mantiene por mayor tiempo las caracteristicas organolépticas y sensoriales de la
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carne (Rodas-Gonzalez et al., 2011). Impide el crecimiento de microorganismos
aerobios degradativos como Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp; bacterias
encontradas normalmente en la carnes (Nychas et al., 2008). La falta de oxigeno en
los envases puede minimizar las reacciones de deterioro oxidativo y reducir el
crecimiento de bacterias aerdbicas, lo que generalmente hace que los pigmentos se
encuentren en el estado de desoximioglobina. La combinacion de este envasado a
condiciones de almacenamiento a bajas temperaturas (0°C a 4°C) favorece la
seleccion de microorganismos anaerobios facultativos y psicrotrofas (Nychas et al.,

2008).

Seideman (1975), identifico las siguientes ventajas para el envasado al vacio:
(a) reduccion de la pérdida de peso, porque la pelicula impermeable evita la
deshidratacion de las superficies de carne, superficie que normalmente se encuentra
expuesta en un sistema de refrigeracion abierto; (b) la conservacion del color
muscular en su estado mas fresco (mioglobina reducida) debido a la exclusion de
oxigeno; (¢) mantiene una mejor higiene debido a la eliminacion de la contaminacion
externa; (d) proporciona un medio de comestibilidad prolongada en comparacion a
la carne de vacuno sin envasar al vacio y, (€) proporciona un entorno ideal para el

envejecimiento de la carne.

Las carnes que presentan un pH entre 5.3 y 5.8 antes del envasado al vacio y
refrigerado; tienden a un mayor desarrollo de bacterias como las del género
Lactobacillus, Leuconostoc y Carnobacterium (Lucquin et al., 2011), siendo estas
bacterias responsables de la produccion de aromas fuertemente lacticos y acidos
cuando su nimero alcanza las 10’ UFC/g. Asimismo, es posible que se desarrollen
en estas condiciones bacterias productoras de gases como bacterias pertenecientes al
género Clostridium y bacterias gramnegativas de la familia Enterobacteriaceae,

(Lucquin et al., 2007).

La vida util de la carne de res empacada al vacio y almacenada en
refrigeracion varia y aumenta cuando la temperatura disminuye; un estudio realizado
en Uruguay, demostrd que cortes de carne de res envasados al vacio y almacenados

a 0°C, mantienen las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales en condiciones
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adecuadas para su comercializacion hasta los cuatro meses de almacenamiento
(Garcia et al., 2015). Dicho tiempo supera al tiempo sugerido de 3 meses para el

comercio internacional (Bell y Garout, 1994).

El envasado al vacio de carne ofrece muchas ventajas, pero una desventaja es
el costo relativo de las peliculas impermeables utilizadas para el envasado, asimismo
se cree erroneamente que el envase soporta mas temperatura debido a su superioridad
en el control de gases que la carne de res empaquetada aerdébicamente. Dado que
estos paquetes tienen un ambiente anaerdbico y, si se les permite alcanzar la
temperatura ambiente, las condiciones estan presentes para un aumento en el nimero

de patdgenos que representan un peligro potencial para la salud (Johnson, 1974).

2.2.3.1 Peliculas Plasticas

Las propiedades fisicas de la pelicula utilizada en el envasado al vacio son
probablemente el factor mas importante para mantener la calidad de la carne. Johnson
(1974) afirm6 que las peliculas utilizadas en el envasado al vacio deben poseer
caracteristicas tales como: resistencia mecanica, resistencia a la perforacion,
capacidad para producir un buen sellado, baja tasa de transmision de vapor de
humedad y, sobre todo, baja tasa de transmision de oxigeno y baja permeabilidad a

otros gases.

Las peliculas semipermeables tienen como funcion regular el paso del gas y
de la humedad del exterior hacia el interior del empaque; la calidad de la carne
empacada esta influenciada parcialmente por las propiedades de los materiales del
empaque. La eleccion de la pelicula para empacar carne o productos carnicos
depende mayormente del tiempo que permanecera envasado y las condiciones de

almacenamiento (Ospine y Cartagena, 2008).

Los materiales que son utilizados en el empacado de los productos carnicos
son generalmente poliméricos con buenas caracteristicas de barrera para el 02, como
el polietileno, las poliamidas, y el polipropileno (Pettersen et al., 2004). El cloruro

de polivinilo y el polietileno de baja densidad son los principales plasticos empleados
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en el empacado (Pettersen et al., 2004). El polipropileno es quimicamente similar al
polietileno pero tiene mejores propiedades de barrera hacia el vapor de agua que el
polietileno, y llega a proporcionar un efecto de barrera a los gases de hasta siete a
diez veces mas y presenta una excelente resistencia a la grasa. (Ospina y Cartagena,

2008).

El equipo de envasado al vacio elimina el aire atmosférico o elimina el aire
del paquete con mezclas gaseosas como N2, CO2 o mezclas de N2 y COz antes de
sellar con calor las capas de pelicula. La elaboracion comin para las bandas del
paquete superior e inferior es el polimero de barrera de nylon de cloruro de
polivinilideno o alcohol etileno vinilico. El nylon proporciona volumen, tenacidad y
bajo punto de fusion, mientras que la capa de barrera evita la penetracion de vapor y
el iondbmero proporciona las caracteristicas necesarias para sellado (Jenkins y

Harrington, 1991).

Una variacion del envasado al vacio es que la pelicula del envase presente una
barrera externa y capas internas permeables al aire, de modo que antes de la
exhibicidon minorista, la capa de pelicula de barrera externa se despega de la capa
permeable para que el aire pueda entrar en contacto con el producto carnico y

producir un color atractivo para el consumidor (Belcher, 2006).

2.3. Orégano (Origanum vulgare)

2.3.1 Generalidades

Hay una gran cantidad de especies a nivel mundial, designadas con el nombre de orégano,

la mayoria de ellas pertenecen a los géneros Origanum (familia: Lamiaceae) y Lippia

(familia: Verbenaceae) (Amadio et al., 2011).

Existen diferentes tipos de orégano del género Origanum: O. vulgare L, O.

viride y O. virens que representan la region mediterranea. México presenta varios géneros

de las familias: Lamiaceae (Calamintha, Hedeoma, Hyptis, Mesosphaerum, Monarda,

Origanum, Plectranthus y Poliomintha), Verbenaceae (Lantana y Lippia) (Martinez-

Rocha et al., 2008). Klauer, (2009) describe la siguiente ubicacidon taxonémica:
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Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Verbenales
Familia: Lamiaceae
Género: Origanum.

Especie: Origanum spp L

El orégano se ha cultivado desde la antigiiedad, gracias a sus propiedades
herbales y terapéuticas, y actualmente se utiliza como un ingrediente aromatizante en la
culinaria mundial. Las especies de Origanum se han cultivado en Egipto por mas de 3000
afos; asimismo los antiguos griegos lo usaban desde la época clasica y desde el siglo XIII

se cultiva en Inglaterra (Tibaldi et al., 2011).

El orégano presenta variedades en forma silvestre por toda Asia occidental y
Europa, siendo la mas distribuida la mejorana comun (Origanum majorana) utilizada en
la gastronomia tradicional italiana. El orégano comtn crece en las montafias de la zona
Mediterranea y fueron los espafioles quienes introdujeron el orégano (Origanum vulgare)
al Peru, que se siembra al sur del pais. Actualmente Argentina y Pera son los paises de
Latinoamérica, que exportan grandes cantidades de esta planta aromatica. (Garcia et al.,

2007).
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Cuadro 4. Composicion quimica de AO de diferentes especies de orégano.

Tipo de s Referenci
. Lugar Composicion
oregano a
Alamos y Puerto P-cimeno (22.37 y 14.25%), timol (21.39 y Ortega-
Lpalmeri del Orégano 15.11%), y-terpinene (6.69 y 4.23%), Nieb%’as
P (Sonora, isoaromandreno (16.7 y 0.62%),
. . etal., 2011
Meéxico) respectivamente.
Nefza, Bargou y P-cimeno (36, 40 y 46%), timol (32, 39y 18%), = Mechergui
0. ;aurlzfia?ifnip Krib y-terpinene (24, 12 y 16%), y carvacrol (2,2 'y et
8 utosu (Norte de Tunez ) 15%) respectivamente. al., 2010
.o s 0,
Q. applii La Consulta, Timol (33.8 y 12.9 A))Oy carvacrol (ambos <0.1 Amadio et
(Criollo) y O. Mendoza, %). al. 2011
majoricum Argentina v
Orlgamm’f‘ Timol (19,6 y 24,7%), 2-isopropil-1-metoxi-4- .
ehrenbergii 5 . . Loizzo et
. Montana Baskinta, metilbenceno (14,9 y 7,9%), carvacrol (6,7 y
Boiss y O. oo . al., 2009
. libanés 17,6%) y p-cimeno (16,1 y 8,7%).
syriacum L
Sierra de Real
P. longiflora'y de Catorce, San Carvacrol (18.36 y 13.48 %) y p-cimeno (14.09  Rivero-Cruz
L. graveolens Luis y 7.46%) etal., 2011
Potosi, México
Z;’jbflnoi’;’m Areeria Carvacrol (28.1 y 72.6%), timol (44.6 y Sari et al.,
g g 18.5 %), p-cimeno (10.8 y 1.7%) 2006

O. vulgare (ecotipo
italiano 3383 y
ecotipo chino
3386)

O. vulgare L.
sp. virens

O.vulgare L. sp.
vulgare

Urubamba, Cuzco
(Peru)

Argentina

Iran

Portugal

Argentina

Argentina

Iran

Italia

Italia

Lituania

Turquia

Timol (18.364% y 2,043%), carvacrol (2.360%
y 0.364%) respectivamente

Hidrato de trans-sabineno (27.77%), timol
(26.1%), -terpino (5.9%), a-terpino (4.17%).

a Bisaboleno (39.17%), sabinene (11.52%),
carvacrol (5.23%), B-bisaboleno (4.24%).

aTerpineol (0.1-65.1%), y terpinene (0.3—
34.25), linalool (2.0-27.4%), carvacrol (0—
34.2%), E-cariofileno (2.4-11.0%).
Hidrato de trans-sabineno (23.4-27.2%)), timol
(14.4-17.2%), terpinen-4-ol (7.8-11.0%), y-
terpinene (7.3-9.8%).

Hidrato de trans-sabineno (32.47%), timol
(20.5%), y-terpineno (15.47%), terpinen-4-ol
(5.03%).

Timol (37.13%), y-terpinene (9.67%), carvacrol
(9.57%), carvacrol metil éter (6.88%).

Spatulenol (18.6%), carvacrol (11.7%), B-
cariofileno
(8,8%), terpinen-4-ol (5,6%).

Carvacrol (14.3%), spatulenol (9.4%), B-
cariofileno (5.3%), terpinen-4-ol (5.0%).

Sabinene (6.6-28.2%), B-caryophyllene (7.3—
15.5%), E-B-ocimene (4.4—15.1%), allo-
ocimene (7.7-12.1%).

Timol (58.31%), carvacrol (16.11%), p-cimeno
(13.45%), y-terpinene (4.64%).

Tellez, 2017

Dambolena
etal., 2010

Morshedloo
etal., 2017

Vale-Silva
etal., 2012

Asencio et
al., 2015

Dambolena
etal., 2010

Vaziriam et
al., 2015

De Falco et
al., 2013

De Falco et
al., 2013

Baranauskie
netal.,
2013
Sarikurkcu
etal., 2015

(Adaptado de Rodriguez-Garcia et al. (2015))
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2.3.2. Aceite esencial de Orégano (AO)

2.3.2.1. Generalidades

La composicion de AO depende principalmente de la especie, la temporada
de cosecha de la planta y de las fuentes geograficas donde se desarrollan (Arana-Sanchez
et al., 2010). El Cuadro 4 muestra las diferentes composiciones reportadas por diferentes

investigadores.

Carvacrol y timol son compuestos fendlicos y son los principales compuestos
antimicrobianos encontrados en diferentes AO, estos compuestos causan alteraciones en
la morfologia de bacterias e hifas de los hongos, provocando su lisis celular (Numpaque
etal.,2011). Ademas, se ha informado que la modificacidon quimica de estos compuestos
fenolicos a varios derivados de éter y éster producen un cambio en la actividad biologica
(Numpaque et al., 2011). El cuadro 5 muestra la actividad antimicrobiana de AO frente a

diferentes microorganismos.

La membrana celular bacteriana (bicapa de fosfolipidos) es el objetivo
principal de los componentes antimicrobianos del AO, como los terpenoides como se
muestra en la Figuara 2 (Gumus et al., 2010). El timol y el carvacrol pueden desintegrar
la membrana externa de las bacterias gramnegativas liberando los componentes del
lipopolisacarido, aumentando asi la permeabilidad del trifosfato de adenosina en la
membrana citoplasmatica, cambiando la permeabilidad pasiva de la célula (Guarda et al.,
2011). El p-cimeno es un compuesto hidrofobo que provoca una mayor inflamacion de la

membrana citoplasmatica en comparacion con el carvacrol (Silva y Fernandes, 2010).

29



Cuadro 5. Actividad antibacteriana del AO relacionada a sus principales

componentes antimicrobianos.

) Compuesto
Especie /Orégano ) Efectivo contra Referencia
quimico
S. enteritidis, B. cereus
E. coli, L. monocytegenes )
Govaris et al., 2010;
P. aeruginosa i
Carvacrol Gutierrez et al., 2008;
) C. albicans NRRL 12983 o
Timol Dimitrijevi€ et al.,
C. albicans ATCC 14053
O.vulgare Cymenol 2007,
) C. albicans ATCC 90028
Cimeno Rosato et al., 2009;
) C. albicans NRRL 22077 )
o-pineno Hussain et al., 2011;
C. albicans ATCC 10231 )
Pozzatti et al., 2010
B. subitilis, B. pumilis, S. poona
S. aureus, C. dubliniensis
) P. vulgaris S. typhimurium
p-Cimeno
O. acutidens E. cloacae S. aureus Cosge et al., 2009
Carvacrol
E. coli K. pneumoniae
Carvacrol
Timol )
0. compactum ) P. aeruginosa, S. aureu Bouhdid et al., 2009
Terpinene
p-cimeno
B. subtilis, S. flexneri,
Terpinen-4-ol S. aureus, E. coli
) Busatta et al., 2008;
y —Terpinene K. pneumoniae ) )
) ) ) Giordani et al., 2008;
Hidrato de cis- S. choleraesius, C. albicans )
0. majorana ) Gutierrez et al., 2008,
’ sabineno B. cereus
) Hussain et al., 2011
Timol L. monocytegenes
P. aeruginosa
Carvacrol
p-cimeno A. alternata, F. culmorum
Acetato de P. ultimum, R. solani
0. acutidens Kordali et al., 2008
linalol V. dahliae
Borneol

[-cariofileno

(Fuente: Rodriguez-Garcia et al., 2015)
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Citoplasma

(Coagulacion del citoplasma y
liberacion del contenido
citoplasmdtico)

Membrana citoplasmatica (MC)
(Dafio en la MCy en las proteinas de la
membrana)

Degradacion de la pared celular

H* H" H* — Agotamiento de la fuerza motriz de protones

Figura 2. Principales ubicaciones bacterianas de los sitios de accion de los aceites
esenciales: Citoplasma, menbrana citoplasmatica, y pared celular. (Adaptado de

Burt, 2004).

En general, los AO son mas activos contra las bacterias grampositivas que
sobre las bacterias gramnegativas. Algunos autores sugieren que la membrana externa
que rodea la pared celular de las bacterias gramnegativas puede restringir la difusion de
compuestos hidrofobos del AO a través de su cubierta de lipopolisacarido y las funciones
vitales de la célula (Gutierrez et al., 2009). Asi tenemos, que el AO de Origanum
compactum afectd el potencial de membrana y la permeabilidad en P. aeruginosa y
Staphylococcus aureus (Bouhdid et al., 2009). E1 AO de Origanum acutidens mostrd
halos de inhibicion menores contra Proteus vulgaris (33.5 mm +0.28) y Salmonella
typhimurium (26.0 mm +0.57) en comparacion con otras bacterias grampositivas como

S.aureus (56.0 mm +0.0) y S. pyogenes (82.5 mm +1.44) (Cosge et al., 2009).

Las bacterias gramnegativas son mads resistentes a los aceites esenciales que
las bacterias grampositivas, debido a que el 90 - 95% de la pared celular de las bacterias
grampositivas son peptidoglicano, al que se unen otras moléculas, como el 4cido teicoico
y las proteinas; esta estructura de la pared celular de las bacterias grampositivas permite
que las moléculas hidrofobicas del aceite esencial penetren facilmente en las células y

actlien tanto en la pared celular como dentro del citoplasma (Trombetta et al., 2005).
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La pared celular de las bacterias gramnegativas es mas compleja, tiene una
capa de peptidoglicano con un grosor de 2-3 nm, siendo mas delgada que la pared celular
de las bacterias grampositivas, y constituye aproximadamente el 20% del peso seco de la
célula, asimismo presenta una una membrana externa (ME) que se encuentra fuera de la
capa delgada de peptidoglucano. El peptidoglucano y la ME estan firmemente unidos por
la lipoproteina de Braun; esta proteina se une covalentemente al peptidoglucano y se
incrusta en la ME. La ME presenta una doble capa de fosfolipidos que estd unida a la

membrana interna por lipopolisacaridos (LPS) (Nikaido, 1994).

La capa de peptidoglicano estd cubierta por la ME que contiene varias
proteinas y LPS. EI LPS presenta: el lipido A, el polisacarido central y la cadena del lado
O, que proporciona el "liquido" que permite que las bacterias gram negativas sean mas
resistentes a los aceites esenciales y otros extractos naturales con actividad

antimicrobiana (Vaar, 1992).

Los mecanismos de accion de los aceites esenciales y sus componentes
dependen de su composicion quimica (Figura 2). Por ejemplo, el timol y el carvacrol
tienen efectos antimicrobianos similares pero tienen diferentes mecanismos de accion
contra las bacterias grampositivas y gramnegativas (Nikaido, 1996). La ubicacion de uno
0 mas grupos funcionales en estas moléculas puede afectar su actividad antimicrobiana.
El timol es estructuralmente andlogo al carvacrol, pero las ubicaciones de los grupos

hidroxilo difieren entre las dos moléculas (Dorman, 2000)

2.3.2.2. Terpenos

Los terpenos son hidrocarburos que se forman mediante la combinacion de
varias unidades de isopreno (CsHg). Se sintetizan dentro del citoplasma de la célula
vegetal; su sintesis ocurre en la via del 4cido mevalonico a partir de acetil CoA, presentan
una cadena principal de hidrocarburos que puede ser reorganizada en una estructura
ciclica por las ciclasas (Caballero et al., 2003). Los terpenos mas comunes son los
monoterpenos (CioHie) y los sesquiterpenos (CisHa4), pero existen cadenas mas largas,

como los diterpenos (C20H32) o los triterpenos (C3oHao) (Caballero et al., 2003).
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Los terpenos como: p-cimeno, limoneno, terpineno, sabineno y pineno son los
mas conocidos. La mayoria de los terpenos no poseen una alta actividad antimicrobiana
inherente. El p-cimeno, uno de los componentes mas importantes del aceite esencial del
tomillo, no muestra actividad antimicrobiana contra muchos patégenos gramnegativos
(Bangamboula et la., 2004). Otros terpenos, como el limoneno, a-pineno, B-pineno, y-
terpinene 6-3-carene, y a-terpinene mostraron actividad antimicrobiana muy baja o nula

contra 25 géneros de bacterias (Dormman, 2000).

2.3.2.3. Terpenoides

Los terpenoides son terpenos con moléculas de oxigeno agregadas o que han
tenido sus grupos metilo desplazados o eliminados por enzimas especificas (Caballero et
al., 2003). El timol, el carvacrol son los terpenoides mas comunes y conocidos. La
actividad antimicrobiana de la mayoria de los terpenoides, estd relacionada con sus
grupos funcionales y el grupo hidroxilo de los terpenoides fenolicos, asi como con la
presencia de electrones deslocalizados los cuales son elementos importantes para la

accion antimicrobiana (Caballero et al., 2003).

El carvacrol es el mas efectivo, y el intercambio entre su grupo hidroxilo y un
metil éter puede afectar su hidrofobicidad y actividad antimicrobiana, la posicion del
grupo hidroxilo en la molécula fendlica no afecta la accion antimicrobiana. En
comparacion con el carvacrol, el timol tiene una actividad antimicrobiana similar contra
B. cereus, S. aureus y P. aeruginosa, a pesar de que su grupo hidroxilo se encuentra en
una posicion diferente (Ultee et al., 2002). El timol y el carvacrol tienen propiedades de

desintegracion de la ME prominentes.

El p-cimeno es el precursor del carvacrol, es un monoterpeno con un anillo de
benceno sin ningin grupo funcional en sus cadenas laterales (Bagamboula et al., 2004).
Otros han descrito la baja actividad antimicrobiana del p-cimeno cuando se usa solo, el
p-cimeno también puede aumentar la actividad antimicrobiana de otros compuestos como

sucede en el carvacrol (Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010).
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El timol es un monoterpenoide fendlico que se encuentra en el AO, presenta
grupos hidroxilo que ocupan diferentes posiciones en el anillo fendlico (Sikkema y Bont,
1995). Similar al carvacrol, la actividad antimicrobiana de timol produce alteraciones
estructurales y funcionales en la membrana citoplasmatica que pueden dafiar las
membranas externa e interna; asimismo puede interactuar con proteinas de membrana. La
interaccion del timol con la membrana afecta la permeabilidad de la membrana y da como
resultado la liberacion de iones K "y ATP (Xu ef al., 2008). En algunos casos, el timol
puede inducir la liberacion de lipopolisacaridos, pero no afecta a los cationes quelantes

(Helander et al., 1998).

Similar al timol, el carvacrol actiia sobre las células microbianas y causa dafio
estructural y funcional a sus membranas, lo que resulta en una mayor permeabilidad
(Sikkema et al., 1995). El carvacrol es uno de los pocos componentes de una AO que
tiene efecto desintegrador sobre la ME de las bacterias gramnegativas (La Storia et al.,
2011). El carvacrol causa la liberacion de LPS y también actia sobre la membrana
citoplasmatica donde altera el transporte de iones (Helander et al, 1998). La actividad del
carvacrol parece estar relacionada con la presencia de un grupo hidroxilo que puede
funcionar como un transportador transmembrana de cationes monovalentes llevando H*

al citoplasma celular y transportando K* de regreso (Ultee et al., 2002).

2.3.2.4. Bacterias

El Cuadro 5 resume algunos trabajos sobre la actividad antibacteriana de AO
frente a diferentes bacterias mediante diferentes metodologias in vitro. Garcia-Garcia et
al. (2011), demostraron que la combinacion de carvacrol-timol (75mg / kg; 62.5 mg/ kg
respectivamente), tuvo el mayor nimero de combinaciones sinérgicas contra L. innocua,
seguida de una combinacion de timol-eugenol. La combinacion de AO de O. vulgare
subsp. Hirtum al 0.6% con nisina a 500 Ul / g mostrd una actividad antimicrobiana mas

fuerte contra S. enteritidis (Govaris et al., 2010).

Bendahou et al. (2008), analizaron la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de O. glandulosum contra bacterias grampositivas: Bacillus subtilis, S. aureus,

L. monocytogenes y bacterias gramnegativas: E. coli, Klebsiella pneumoniae, P.
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aeruginosa, Citrobacter freundii, Salmonella typhimurium, levaduras (Candida albicans
444 y C. albicans 9036) y mohos; este estudio reveld que el AO es mas antifingico que
antibacteriano. Asimismo, E. coli, S. aureus y S. thyphimirium presentaron zonas de
inhibicion de 24-27 mm, 23-24 mm y 25-26 mm, respectivamente; mientras P.
aeruginosa y K. pneumoniae fueron las cepas mas resistentes a los aceites y L.

monocytogenes mostr6é una modesta sensibilidad.

2.3.2.4. Impacto en alimentos

Las propiedades de olor y sabor de AO se han utilizado para agregar atractivo
sensorial a los productos alimenticios. Las impresiones sensoriales del olor del orégano
se han definido como limén o balsamo de limon, ademas de afrutados y dulces (Bansleben
et al., 2010). Goulas y Kontominas (2007), recibieron una puntuacion de olor
significativamente mas alta o similar a las muestras de control a uno de los tratamientos

de su estudio, donde Sparus aurata fue tratada con 0.8% de AO.

La aplicacion de AO (0.345, 0.69, 1.725, 3.45 mg / g) en salchichas demostro
que la adicion de este aceite puede ser una ruta prometedora para aumentar el atractivo
sensorial, ademas del efecto bacteriostatico observado (Busatta et al., 2007). Los
hidrosoles obtenidos de tres plantas de Lamiaceae (tomillo, ajedrea de verano y orégano)
fueron usados como desinfectantes y resultaron efectivos en tomates y pepinos recién
cortados proporcionandoles seguridad microbiana y no produciendo ningun defecto

sensorial (Sagdic et al., 2013).

La evaluacion sensorial mostrd que la adicion de AO de orégano entre el 0.6
y 0.9% en carne picada de oveja fue aceptable organolépticamente, y los puntajes de los
atributos fueron mads altos para el AO a 0.6 que para el de 0.9% (Govaris et al., 2010).
Pyrgotous et al. (2010) evalu6 el efecto sensorial de la sal y AO (0.2%) en el empaque de
filetes frescos de trucha arco iris durante el almacenamiento a 4 © C, esto produjo un olor

y sabor diferente pero agradable en los filetes de trucha.

Un estudio evalud el efecto de AO del O. onites en la extension de la vida 0til

de los muslos de pollo frescos empacados en envolturas, ademas se evidencio que AO le
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dio un olor y sabor agradable a la carne de pollo, muy compatible con el sabor del pollo

cocido, cuando su concentracion era 0.1% (Oral et al., 2009).

Se evalud el efecto sensorial del envasado al vacio combinado con AO (0.2%
y 0.4%) en pulpo mediterraneo fresco, este tratamiento dio un olor caracteristico, deseable

y agradable a las muestras tratadas hasta los dias 17 y 23 de almacenamiento (Atrea et

al., 2009).

2.4. Ajo (Allium sativum)

2.4.1. Generalidades

El género Allium pertenece a la familia Alliaceae, anteriormente considerada
parte de Liliaceae y Amaryllidaceae. Es un taxon grande y heterogéneo que incluye
aproximadamente 850 especies, crecen de forma silvestres en las regiones templadas,
semiaridas y aridas del hemisferio norte. Estas plantas son resistentes porque presentan
organos de almacenamiento subterraneos denominados bulbos verdaderos, o bulbos
vestigiales unidos a rizomas, este ultimo conocido como allium rizomatoso. El principal
centro de evolucion del género se extiende a lo largo de la region biogeografica Irano-
Turaniana y los centros secundarios de diversidad se encuentran en la cuenca del

Mediterraneo y al oeste de América del Norte (Kamenetsky y Rabinowitch, 2010).

Muchas plantas de este género tienen una gran importancia econdmica como
el ajo (Allium sativum), los paises asiaticos como China son los productores mas
importantes de esta especie (Figura 3), asimismo el ajo es una fuente importante de
micronutrientes (minerales y vitaminas) (Cuadro 6) y sus actividades farmacologicas se

investigan actualmente (Kamenetsky y Rabinowitch, 2010).
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Cuadro 6. Composicion nutricional del Allium sativum L.

Constituyentes Valor por 100 g
Agua 5858 ¢g
Energia 149 kcal
Fibra 210 g
Nutrientes

Proteinas 6.36 g
Lipidos totales 0.50 g
Carbohidratos 33.06 g
Azucar (total) 1.00 g
Minerales

Calcio (Ca) 181 mg
Hierro (Fe) 1.70 mg
Magnesio (Mg) 25 mg
Fosforo (P) 153 mg
Potasio (K) 401 mg
Sodio (Na) 17 mg
Zinc (Zn) 1.16 mg
Vitaminas

Vitamin C (4cido ascorbico) 31.2 mg
Vitamin B1 (tiamina) 0.20 mg
Vitamin B2 (riboflavina) 0.11 mg
Vitamin B3 (niacina) 0.70 mg
Vitamin B6 (piridoxina) 1.23 mg
Folato 3.00 pg
Vitamin E (a-tocoferol) 0.08 mg
Vitamin K (filoquinona) 1.70 ug
Lipidos

Acidos grasos (saturados total) 0.089 g
Acidos grasos (monosaturados totales) 0.011 g
Acidos grasos (poliinsaturados totales) 0.249 g

(Fuente: Ramirez-Concepcion et al., 2016)
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Figura 3. Produccion (%) de ajo (Allium sativum L.) en el mundo: Clasificacion de

la produccion de ajo por continentes en el 2013. (Fuente: http://faostat.fao.org).

El género Allium se origina en el sudoeste de Asia en regiones climaticas
secas, aridas y moderadamente hiimedas. Por lo tanto, su principal centro de diversidad
se extiende desde la cuenca mediterranea hasta Asia central y Pakistan. El segundo centro
de diversidad, comparativamente menos pronunciado, ocurre en el oeste de América del
Norte (Raduica y Popescu, 2010). Allium sativum se ha utilizado como agente
aromatizante y en medicina tradicional desde la antigliedad, y ahora se cultiva en todo el
mundo (Block, 2010). Es utilizado como diurético, expectorante y estimulante; asimismo,
los extractos de esta planta han mostrado actividad antibacteriana (Sharifi-Rad et al.,

2016) y antifungica (Pyun y Shin, 2006).

2.4.2. Aceite esencial de ajo (AA)

Los bulbos intactos del ajo presentan poco olor, pero, una vez cortados o
triturados, liberan instantdneamente un olor tipico y picante, estos olores estan asociados
a las mezclas de compuestos organosulfurados reactivos formados, en segundos, por la
accion enzimatica sobre los precursores sin olor en los bulbos intactos. Los compuestos
organosulfurados son responsables de las principales propiedades medicinales del ajo

(Sharifi-Rad et al., 2014).
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La aliina representa el precursor mas importante del S-alilcisteina sulfoxido
que se presenta en los bulbos intactos del ajo. Otros precursores menores de azufre
incluyen metina, isoalina y propina, presentes en concentraciones mucho mas bajas. Al
cortar, triturar o moler los bulbos, se libera la enzima vacuolar alinasa de las células
dafiadas, esta enzima corta muy rapidamente los precursores de acidos sulfénicos (R-
SOH), intermedios organosulfurados altamente reactivos, que se cruzan dando
tiosulfinatos como la alicina (dialil tiosulfinato), responsable del caracteristico sabor

picante del ajo (Martins et al., 2016).
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Abreviaturas: Bacilitiol (BSH); Cisteina (Cys); Coenzima A (CoA); Dialil disulfuro (DAS>); Dialil
trisulfuro (DAS3); Tetrasulfuro de dialilo (DAS,); Pentasulfuro de dialilo (DASs); Hexil sulfuro de dialilo
(DASq); Alil tiol (ASH); Persulfuro de alilo (AS;H); Hidrotrisulfuro de alilo (AS;H).

Figura 4. Conversion de la Alicina a Diallil polisulfanos. (Fuente: Arbach et al., 2019).
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Figura 5. Estructura de los principales compuestos de los aceites esenciales de ajo

(Fuente: Mnayer et al., 2014).

La enzima aliinasa cataliza la rdpida conversion de aliina en alicina cuando se
tritura el ajo (Figura 4). Dependiendo de las condiciones de preparacion y
almacenamiento, la aliina puede sufrir numerosas reacciones secundarias para producir
mezclas complejas de productos de degradacion de alilsulfuro. Para la obtencion del AA
se utiliza la destilacion al vapor de extractos crudos de ajo, que son predominantemente
una mezcla de dialilpolisulfanos que contienen de uno a seis atomos de azufre (DAS; —
DAS¢) (Figura 5) con dialil disulfuro y el dialil trisulfuro (DAS»2-3) como componentes
principales (Satyal et al., 2017).

Estudios han demostrado que del dialil monosulfuro a dialil tetrasulfuro
(DAS; a DAS4) se aumenta la actividad antimicrobiana, el aumento de la longitud de la
cadena de azufre tiene este efecto (Tsao y Yin, 2001). Sin embargo, hasta la fecha no hay
estudios sobre las bioactividades relativas de los componentes menores del AA (DASs y
DASg§).

La bioactividad del dialilpolisulfano se inicia mediante reacciones
intracelulares con los principales cofactores de tiol de bajo peso molecular como el
glutation (GSH) en eucariotas y bacterias gramnegativas. Para generar alil tiol (ASH) y
persulfuros de alilo (AS2H, AS3H); GSH juega un papel importante en el manejo del
estrés oxidativo y en el mantenimiento de un ambiente reductor intracelular. La
disminucion de las concentraciones de tioles; de bajo peso molecular; compromete la
capacidad de defensa ante el estrés oxidativo. Asimismo, la generacion de persulfuros de
alilo pueden elevar la produccion de especies reactivas de oxigeno como el peroxido de

hidrégeno, aumentando el estrés oxidativo (Saidu et al., 2013).
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El uso de AA no estd muy extendido como aditivo alimentario debido a su
relativa inestabilidad bioquimica y a su fuerte sabor. Estudios recientes han evaluado la
potencialidad de las plantas del género Allium o sus compuestos bioactivos, como
conservantes naturales en muchos sistemas alimentarios, especialmente en carne y
productos relacionados con la carne (Hygreeva et al., 2014). El Cuadro 7 presenta la

composicion reportada del AA en diferentes estudios.

Krisch et al. (2010), compararon el efecto antimicrobiano de diferentes aceites
asenciales entre ellos de ajo, en carne de cerdo picada. Los investigadores observaron que
los mejores valores de vida ttil en carne de cerdo se obtuvieron usando el aceite de ajo y
mejorana. Gheisari y Ranjbar (2012), sugirieron con sus resultados que el ajo, a través de
sus efectos combinados antioxidantes y antimicrobianos, sirve para preservar productos

carnicos de carne de camello.

Cuadro 7. Composicion del aceite esencial de ajo.

Tipo de ajo Lugar Composicion Referencia
Allium sativum Espana, Trisulfuro de dialilo Garcia —
L. Barcelona (33.88%), disulfuro de Diezetal.,
dialilo (18.86%), 2016.

tetrasulfuro de  dialilo
(10.97%), trisulfuro de metil
alilo (9.04%), sulfuro de
dialilo (8.36%).

Allium sativum Espania, Las Dialil disulfuro (% 27.9), Satyal et al.,
Pedrofieras dialil trisulfuro (16.8%), 2017
dialil tetrasulfuro (1%).
Allium sativum Libano Trisulfuro de dialilo Mnayer et
(0,33%), disulfuro de al., 2014

dialilo (37,90%), sulfuro de
dialilo (6,59%), trisulfuro
de metil alilo (3,69%),
sulfuro de dialilo (8,36%)

(Elaboracion propia)
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2.4.3. Impacto en alimentos

Sung et al. (2014), evaluaron la actividad antimicrobiana contra L.
monocytogenes, E. coli y B. thermosphacta en carne de res usando peliculas de plastico
impregnadas con 0, 2, 4, 6 y 8% de aceite esencial de Allium sativum (AA). Ellos
determinaron que el crecimiento de L. monocytogenes se inhibia cuando se incorpord 8%
de AA. Aimismo, Kirkpinar et al. (2014) evaluaron la aceptabilidad de la carne en pollos
broiler sometidos a una dieta de 300 mg / kg de AA, la carne de pollos sometidos a esta

dieta tuvo una mayor aceptabilidad que la carne de pollos sometidos a una dieta sin AA.

Krisch et al. (2010), obtuvieron una disminucién de 1 log UFC de E. coli en
carne picada de cerdo sometida a AA al 1% después de 24 horas de almacenamiento a
5°C. Amany et al. (2010), evaluaron las propiedades sensoriales en muestras de carne
picada tratada con 1.5% AA, y determinaron que esta concentracion mejora los atributos

sensoriales, lo que no fue observado en muestras tratadas con 0.5% de AA.
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II. MATERIALES Y METODOS

1. Lugary tiempo

El presente estudio se realizé durante el periodo de febrero a octubre del 2018,
la Figura 6 muestra el flujograma del disefio experimental. La obtencion de los aceites
esenciales se realizo en el Laboratorio de Recursos Naturales de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM), los ensayos
de laboratorio se desarrollaron en el Laboratorio de Salud Publica y Salud Ambiental y
en el Laboratorio de Patologia Aviar de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
UNMSM. El andlisis taxonomico del orégano y el ajo se realizo en el Museo de Historia

Natural (Anexo 1y 2).

2. Extraccion de aceite esencial
1.1. Orégano

Se adquiri6 7.5 kg de orégano fresco (Origanum vulgare) proveniente de la
provincia de Concepcion, region Junin — Perd. La extracion del aceite se realizé mediante
hidrodestilacion segin lo descrito por Tohidpour et al. (2010) con algunas
modificaciones, asimismo el Anexo 4 muestra el protocolo de la extraccion. El orégano
fresco se deshojo y colocd en un deshidratador de alimentos (BLANICK modelo
BDAO020) a 35°C durante 9 horas. La obtencion del aceite esencial se realizd por
hidrodestilacion durante 2 horas utilizando 3 litros de agua. El producto obtenido fue
colectado en una pera de decantacion; posteriormente el aceite fue deshidratado con 5 g
de sulfato de sodio anhidrido, y se almacend a 4°C hasta su uso como lo sefialan

Tohidpour et al. (2010).
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1.2. Ajo

La extracion del AA se realizd mediante hidrodestilacién segun lo descrito por
Tohidpour et al. (2010) pero con algunas modificaciones, el Anexo 4 muestra el protocolo
utilizado. Los bulbos frescos de ajo (Alium sativum) proveniente del departamento
Arequipa fueron lavados con agua corriente y escobillados suavemente hasta remover la
tierra, restos vegetales, etc. Se desinfectd por inmersion en una solucion de agua e
hipoclorito de sodio (20 ppm), se enjuagaron con agua destilada, se secd con papel toalla
y se procedio al pelado. Se aplicé la hidrodestilacion usando el Método de arrastre por
vapor para la obtencion del AA, el tiempo de duracion del proceso fue de 3 horas; el
producto obtenido fue colectado en una pera de decantacion; el aceite fue secado con 5 g

de sulfato de sodio anhidrido y se mantuvo a 4°C hasta su uso (Tohidpour et al., 2010).

2. Rendimiento de extraccion del aceite esencial.

La determinaciéon del rendimiento (AA: 0.25%; AO: 1.31%) fue calculado
dividiendo la cantidad de aceite esencial obtenido de la muestra vegetal entre el peso de

masa seca y/o fresca de la misma muestra.

% Rendimiento = g del aceite esencial/ g de materia vegetal x 100

3. Cromatografia de gases-Analisis de espectrometria de masas del aceite esencial
3.1 Orégano

El perfil por cromatografia se realizdé mediante el procedimiento segun lo descrito
por Garcia Diez et al. (2016) pero con algunas modificaciones segin el cromatografo
utilizado. Se diluy6 20 pl de muestra en 1 ml de diclorometano, posteriormente AO se
analizé en un cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 (GC-MS) con detector
espectrometro de masas Agilent Technologies 5975C. Se utilizé una columna J&W 122-
1545.67659 DB-5ms (60 m x 250 um x 0.25 um). El programa de temperatura fue de 40
°C y subi6 a 5 °C/min hasta 180 °C; 2.5 °C/min hasta 200 °C por 5 min y finalmente 10

°C/min hasta 300 °C, manteniéndose por 3 minutos.

El inyector se mantuvo a 325°C. Se us6 helio como gas portador con un caudal de
1 ml/min. La ionizacion se realizé por impacto de electrones a 70 eV. El perfil de los

compuestos quimicos presentes en el AO fue identificado al comparar los tiempos de

44



retencion y los patrones de fragmentacion representados en los espectros de masas con

los patrones existentes en la base de datos del equipo.
3.2 Ajo

El perfil por cromatografia se realizé mediante el procedimiento segun lo descrito
por Garcia Diez et al. (2016), pero con algunas modificaciones segin el equipo que se
utilizd. Se diluy6 la muestra filtrada en la proporcion de 1:100 (v:v) en acetona filtrada y
se coloco en un vial. El vial se posicion6é inmediatamente en el automuestreador del
GCMS para su lectura, fue analizado en un Shimadzu, GC-2010 Plus con detector
espectrometro de masas Shimadzu, GCMS-QP210 Ultra. Se utiliz6 una columna: Restek.
RTX-5ms, (30m x 0.25 mm ID x 0.25 um) df. Serial: 1346249. El programa de
temperatura fue de 50°C y subi6 3°C/min hasta 150°C; 3°C/min hasta 250°C.

El inyector se mantuvo a 220°C. Se us6 helio como gas portador con un caudal de
0.80 ml/min. La ionizacidn se realizd por impacto de electrones a 70 eV. El perfil de los
compuestos quimicos presentes en el AA fue identificado al comparar los tiempos de
retencion y los patrones de fragmentacion representados en los espectros de masas con

los patrones existentes en la base de datos del equipo.
4. Microorganismo y condiciones de crecimiento

Las cepas de Listeria monocytogenes (ATCC 19115) y Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) fueron obtenidas del laboratorio GenLab. Ambas cepas fueron
mantenidas en refrigeracion, se cultivaron dos veces en Agar Tripticasa Soya (TSA,

Merck). La incubacion de ambas cepas se realizé a 37°C durante 24 horas.
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Figura 6. Flujograma del disefio experimental del estudio.

5. Ensayo de difusion en disco (DDA)

El efecto antimicrobiano de los aceites esenciales se analizé mediante el ensayo
de difusion en disco (DDA) (Zaika, 1987). Se prepararon placas Petri con agar Mueller-
Hinton (MHA, Himeda, Vadhani, India), asimismo se prepar6 el indculo bacteriano en
solucion salina, hasta obtener una turbidez equivalente a 0.5 de la escala de McFarland.
Se realiz6 la siembra del indculo uniformemente sobre la superficie del agar con un
hisopo estéril, después se procedio a colocar, en la superficie del agar, los discos de papel
filtro (Whatman No.1, 6 mm de didmetro, GE Healthcare, Madison, WI, EE. UU.), que

contenian 20 pl de aceite esencial (Garcia Diez et al., 2017).

Las placas se incubaron a 37 °C y 30°C para S.aureus y L. monocytogenes

respectivamente, durante 24 h. La actividad antimicrobiana se evalu6 visualmente como
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la zona de inhibicidon que rodea el disco, y sus didmetros, incluidos los diametros del
disco, asimismo los halos se midieron usando una regla especial para dicho efecto (Figura
7). La inhibicion solo se considero6 si los halos eran mayores de 10 mm, segun lo descrito
por Carvalho et al. (2018). Los resultados que representan la zona neta de inhibicion, son

la media de 3 determinaciones para cada aislamiento probado.

Zona de
Inhibicién del
crecimiento
bacteriano

Disco

Diametro de la
zona de
inhibicién (mm)

Figura 7. Evaluacion de la zona de inhibicion del aceite esencial.

6. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién

Bactericida (CMB)

El CMI y el CMB se estudiaron solo para los aceites esenciales (EO) que dieron
como resultado halos de inhibicion mayores de 10 mm (Carvalho er al, 2018). La
determinacion del CMI y CMB, se baso en el procedimiento del Instituto de Estandares

Clinicos y de Laboratorio con placas de microdilucion de 96 pocillos (CLSI, 2012).

Las diluciones de los EO se prepararon directamente en el caldo Mueller-Hinton
(MHB, Biokar, Francia) para obtener en los micropozos, cada una de las siguientes
concentraciones: 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.125%, 1.56%, 0.78%, 0.39%, 0.195%,
0.0975%, 0.0488%, 0.0244%, 0.0129% y 0.0060%, posteriormente se ajustaron a 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% y 10%. En cada pocillo, se mezclaron 80 pl de MHB,

100 pl de cada diluciéon EO y 20 pl de suspension estandar de cada microorganismo

47



objetivo (preparado en MHB para lograr una densidad celular final en cada pocillo de 5
unidades formadoras de colonias logaritmicas / ml). Se cubrieron las placas, se incubaron

durante 24 h y luego se verificé el crecimiento visible (turbidez) en cada pocillo.

La CMI se considerod la concentracion mas baja de EO, a la que las bacterias no
pudieron crecer, seguin lo detectado a simple vista, coincidiendo con el control negativo
sin inoculacion incluida en la prueba (Andrews, 2001). La evaluacion visual se
complement6 con la siembra de un bucle de 10 pl en MHA para confirmar la ausencia de
crecimiento como lo describe Garcia Diez ef al. (2017), asi también se confirmé la
ausencia de creciento en agar Baird Parker (BP). Para evaluar la CMB, se extendieron 10
ul de cada pocillo, en el que no se observd crecimiento microbiano, en placas de MHA y
BP (S. aureus). La CMB se considerd como la concentracion mas baja que determina una

reduccion en la poblacion del 99,9%.

7. Evaluacion en la Carne

La evalucion en carne se realizd en dos etapas del trabajo: (1) evaluacion de la
CMB de cada aceite de forma independiente, concentracién obtenida anteriormente,
frente a S.aureus y L. monocytognes, y (2) la evaluacion de 4 combinaciones de ambos
aceites: CMB (AO) + CMB (AA), 50% CMB (AO) + CMB (AA), CMB (AO) + 50%
CMB (AA), 50% CMB (AO) + 50% CMB (AA).

Se adquirieron diez kilos de carne (musculo cuadrado de Bos taurus) en un
mercado local del distrito de San Luis (Lima- Pert). La carne permanecié almacenada en
refrigeracion hasta el momento de la compra, se traslad6é inmediatamente al Laboratorio
de Salud Publica y Salud Ambiental de la FMV- UNMSM en una caja térmica con

temperatura de refrigeracion, al llegar al laboratorio se midio6 el pH.

La esterilizacion de la superficie externa de cada musculo se hizo por inmersion
en etanol al 95% (v / v) y luego se quemo del etanol residual en la superficie de la carne,
como lo describe Solomakos er al. (2008). Después de la eliminacion aséptica de la
superficie externa, el niicleo interno de la carne estéril se cortd asépticamente por medio
de un cuchillo estéril (autoclave a 121 °C durante 15 min), se cortaron en filetes con un

peso promedio de 25g y un grosor minimo de 0.5 cm. Asimismo se realizo el descarte de

48



la presencia de aerobios mesofilos, S. aureus (Lancette y Bennett, 2001), L.
monocytogenes y la presencia de residuos de antibidticos (prueba STOP “Prueba in situ
con torundas” modificada). El Anexo 5 muestra los protocolos utilizados para estas

pruebas de descarte.

Se colocaron en una bolsa esteril de empaque al vacio, un mililitro del indculo
bacteriano (10* UFC/g Listeria monocytogenes o Staphylococcus aureus) mas los EO
(etapa 1) o la combinacion de las concentraciones de ambos EO (estapa 2). El indculo
bacteriano se prepard traspasando colonias de cultivos previos de S. aureus y L.
monocytogenes a tubos con TSB hasta alcanzar una turbidez visualmente equivalente a
0.5 en la escala de McFarland, que corresponde a una poblacidon microbiana aproximada
de 10® UFC/mL. Esta mezcla se diluyé decimalmente cuatro veces para obtener la

concentracion final de 10* bacterias/mL,

Se homogenizaron en el Stomacher® 400 Circulator durante 5 minutos. Las
muestras de control negativo se prepararon usando el mismo método sin los aceites
esenciales. Posteriormente las bolsas se sellaron al vacio y se almacenaron a 4°C, las
muestras se analizaron en los dias 0, 1, 3, 6, 9 y 12. Se realizd cuatro repeticiones
independientes de los analisis para cada tratamiento El protocolo para determinar la
presencia de L. monocytogenes y el recuento de Staphylococcus aureus se muestra en el

Anexo 5.

8. Analisis de la informacion

Los datos se colectaron en hojas de calculo de Microsoft Excel y se evaluaron mediante

estadistica descriptiva.
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III. RESULTADOS

El perfil por cromatografia de gases del AO mostrd la siguiente composicion
quimica: cis-p-terpineol (20.68%), timol (11.90%), y-terpineno (11.8%), entre otros
componentes mostradados en el Cuadro 8 y el cromatograma se muestra en la Figura 8.
El Cuadro 9 muestra los 5 principales compuestos quimicos del AA: disulfuro de dialilo
(24.8%), trisulfuro, di-2-propenilo (23.15%), sulfuro de dialilo (4.91%), a-pineno
(14.13%), y B-pineno (13.55%), asimismo en el Anexo 3 se muestra los compuestos

quimicos completos del AA, y el cromatograma se muestra en la figura 9.

Los datos de la actividad antimicrobiana evaluada por DDA mostraron que, en
general, las actividades antimicrobianas de los aceites esenciales analizados fueron
variadas y dependientes del tipo de aceite y tipo de microorganismo (Cuadro 10). A través
de los resultados obtenidos en el DDA, ambos aceites tuvieron halos superiores a 10 mm
y se analizaron para determinar la CMI y CMB. Los resultados de CMI y CMB de los

aceites esenciales probados se presentan en el Cuadro 10.
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Cuadro 8. Composicion quimica del Origanum vulgare del orégano por GC-
MS.

Tiempo
Nuimero Nombre del compuesto Area % Re(t;xingén
1 a-Tujeno 0.77 13.08
2 a-Pineno 0.52 13.38
3 Sabineno 4.44 14.64
4 B-Pineno 0.23 14.87
5 B-Mirceno 1.44 15.01
6 a-Felandreno 0.32 15.72
7 a-Terpineno 5.57 16.06
8 o-Cimeno 2.73 16.30
9 1-metil-5-(1-metiletenil)-Ciclohexeno 1.98 16.47
10 B-Felandreno 1.27 16.56
11 B-cis-Ocimeno 0.16 16.85
12 v-Terpineno 11.8 17.37
13 Desconocido (CioH130) 3.46 17.79
14 1-metil-4-(1-metiletiliden)-Ciclohexeno 1.57 18.25
15 B-Linalool 0.81 18.57
16 Cis-p-Terpineol 20.68 18.82
17 Trans-1-metil-4-(1-metiletil)-2-Ciclohexen-1-ol 1.39 19.53
18 Cis-1-metil-4-(1-metiletil)-2-Ciclohexen-1-ol 0.65 20.07
19 Borneol 0.16 21.10
20 L-4-terpineol 10.09 21.30
21 a-Terpineol 2.5 21.69
22 trans-Piperitol 0.37 21.76
23 cis-Piperitol 0.35 22.07
24 Timol metil eter 0.85 22.53
25 1-metoxi-4-metil-1-(1-metiletil)-benceno 1.77 22.83
26 3,7-dimetil-2-aminobenzoate 1,6-octodien-3- ol 5.05 23.02
27 Timol 11.90 24.24
28 Carvacrol 1.7 24.51
29 B-Cariofileno 3.31 28.21
30 a-Cariofileno 0.3 29.17
31 y- Elemeno 1.86 30.22

El AO mostro la concentracion inhibitoria mas baja contra S. aureus (2%), y el
AA mostré la concentracion inhibitoria mas alta frente a L. monocytogenes (5%). La
CMB del AO contra L. monocytogenes y S. aureus fue 4% para ambos bacterias,
asimismo la CMB del AA contra L. monocytogenes y S. aureus fue 5 y 4%

respectivamente.
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Cuadro 9. Composicion quimica del Allium sativum (ajo) por GC-MS.

Nuamero Componente Area % Tiempo(de. r;etencién
min

1 Disulfuro de dialilo 24.8 34.536

2 Trisulfuro, di-2-propenilo 23.15 51.953

3 Sulfuro de dialilo 4.91 7.066

4 a-pineno 14.13 11.898

5 B-pineno 13.55 16.222
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Figura 8. Cromatograma de GC-MS del aceite esencial de orégan
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Figura 9. Cromatograma de GC-MS del aceite esencial de ajo.

Cuadro 10. Valores obtenidos en el Ensayo de Difusion en Disco (DDA : media +desviacion
estandar), Concentracion Inhibitoria Minima (CMI) y Concentracion Minima de
Bactericida (CMB) del aceite esencial de orégano y ajo contra S. aureus y L.
monocytogenes.

Aceite esencial PRUEBA Staphylococcus Listeria
aureus monocytogenes

Halo de inhibicion ~ 23.97+ 0.81mm 11.95+£0.81 mm
Orégano CMI 2% 4%
CMB 4% 4%

Halo de inhicion 16.97+0.81 mm 14.86 £1.63 mm
Ajo CMI 4% 5%
CMB 4% 5%

(promedio de 3 evaluaciones)

Antes de la evaluacion en la carne de res, se descartod la presencia de aerobios
mesofilos, S.aureus, L. monocytogenes y residuos de antibidticos en la carne,
obteniendose negativo en los resultados. Las CMB obtenidas fueron evaluadas en carne,
no se evidencid crecimiento en el AO (4%) y AA (4%) frente a S.aureus desde el dia 1
hasta el dia 5, como se muestra en los Cuadros 11 y 12. Asimismo en los Cuadros 13 y
14 se evidenci6 la ausencia de crecimiento de L. monocytogenes en el AO (4%)y AA

(5%), estos resultados confirman las CMB obtenidos anteriormente.
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Cuadro 11. Recuento de Staphylococcus aureus (promedio; UFC/g) frente AO en

carne de res empacadas al vacio y almacenas en refrigeracion durante 0, 1,2, 3y

5 dias.
Dias de CONCENTRACIONES DE AO
CONTROL

evaluacion 2% 3% 4% 8%
0 104 104 104 10* 104
1 2.4x 10* 1.5x10° 8.1x 107 0 0
2 8.6x10* 9.3x10? 5.3x10? 0 0
3 1.1x10° 7.9x10? 1.35x10% 0 0
5 1.3x10° 7.8x10? 1.35x10% 0 0

(promedio de 4 evaluaciones)

Cuadro 12. Recuento de Staphylococcus (promedio: UFC/g) aureus frente AA en

carne de res empacada al vacio y almacena en refrigeracion durante 0, 1, 2,3y 5

dias.
Dias de CONCENTRACIONES DE AA
» CONTROL
evaluacion 2% 3% 4% 8%
0 10* 10* 10* 104 10*
1 3x 10* 1.9x10° 9.7x10? 0 0
2 7.2x10* 9.3x10? 7.4x10? 0 0
3 1.2x10° 7.6x10? 5.9x10? 0 0
5 1.5x10° 7.8x10? 5.4x10?% 0 0

(promedio de 4 evaluaciones)

Cuadro 13. Deteccion de Listeria monocytogenes frente a AO en carne de res
empacadas al vacio y almacenas en refrigeracion durante 0, 1, 2, 3 y 5 dias.

Dias de

CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES

evaluacion CONTROL 2 % 3% 4% 8%
0 + + + + 4+ + + + + + + + o+ + o+ + + o+
1 + + + + + + + + + + + + - - - - -
2 + + + + + + + + + + + + - - - - -
3 + + + + + + + + + + + + - - - - -
5 + + + + + + 4+ + + + + + - - - - -

(-): ausencia; (+): presencia
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Cuadro 14. Deteccion de Listeria monocytogenes frente a AA en carne de res
empacadas al vacio y almacenas en refrigeracion durante 0, 1, 2, 3 y 5 dias.

Dias de. ) CONTROL CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES
evaluacion 2 % 4% 5% 8%
0 + 4+ + 4+ + + 4+ 4+ + 4+ + + + + + 4+ + + + o+
1 + 4+ + 4+ + + 4+ + + 4+ o+ o+ - e 4 e - - L
2 + 4+ + 4+ + + 4+ + + 4+ o+ o+ - e 4 e - - L
3 + 4+ + 4+ + + 4+ + + 4+ o+ o+ - e 4 e - - L
5 + 4+ + 4+ + + 4+ + + 4+ o+ o+ - e 4 e - - L

(-): ausencia; (+): presencia

El cuadro 16 muestra el recuento de S. aureus frente a las diferentes
combinaciones de aceite, en el dia 1 se observd las medias mds bajas para las
combinaciones S1 (4%A0+ 4% AA) y S2 (2%A0+ 4%AA) en comparacion a las
combinaciones S3 (4%A0 + 2%AA) y S4 2%A0 + 2 % AA). En el dia 3, las
combinaciones S1 y S2 no presentaron crecimiento de S.aureus y, en los dias 6, 9y 12,
las combinaciones S1, S2 y S3 no presentaron crecimiento de S. aureus. El cuadro 15
muestra la ausencia y presencia de L. monocytogenes. La combinacion L2 (4%AO0
+5%AA) fue la tinica en la se obtuvo ausencia de L. monocytogenes desde el dia 1 hasta
el dia 12, sin embargo también se obtuvo ausencia de L. monocytogenes a partir del dia 6

en la combinacion L1 (2 % AO + 5 % AA).

Cuadro 15. Deteccion de Listeria monocytogenes frente a las combinaciones de
AQOy AA en carne de res empacadas al vacio y almacenas en refrigeraciéon durante
0,1,3,6,9y 12 dias

Dias de CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES
evaluacién CONTROL 2% AO+5% 4%A0 2 %AO0 +2.5 4 %A0 +2.5
AA (L1) +5%AA (L2) % AA (L3) % AA (1L4)

0 + + + + + + + 4+ + + 4+ + + + 4+ + + 4+ + 4+
1 + + + + + + + 4+ - - - -+ + 4+ + + 4+ + 4+
3 + + + + + + + 4+ - - - -+ + 4+ + + 4+ + 4+
6 + + + + - - 4 - - - - - 4+ 4+ 4+ + + + + +
9 + + + + - - 4 - - - - - 4+ 4+ 4+ + + + + +
12 + + + + - - 4 - - - - .+ 4+ 4+ + + + ++

(-): ausencia; (+):presencia
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Cuadro 16. Recuento de Staphylococcus aureus (promedio: UFC/g) frente a las
combinaciones de AO y AA en carne de res empacadas al vacio y almacenas en

refrigeracion durante 0, 1, 3, 6, 9 y 12 dias

CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES

Dias de 4% A0+
CONTROL 2% A0 +2 % 4% A0 + 2% A0+
evaluacion 4% AA
AA (S4) 2%AA (S3) 4%AA (S2)
(SD
0 10* 10* 10* 10* 10*
1 10* 100 10 2.5 2.5
3 1.3x 10° 107.5 10 0 0
6 2x10° 113.5 0 0 0
9 4.7x10° 10 0 0 0
12 7.5x10° 10 0 0 0

(promedio de 4 evaluaciones)
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IV. DISCUSION

La composicion quimica del AO y AA presentado en el Cuadro 8 y 9, depende de
diversos factores como la genética, la temporada de cosecha y el lugar geografico (Shange
et al., 2019). El orégano utilizado en el estudio, fue recolectado por el productor antes de
la floracion, en la provincia de Concepcion, Region Junin (Pert) ubicada a 3068 msnm.
Este orégano fue adquirido en un mercado de la ciudad de Lima para la preparacion de
alimentos. La literatura indica que el tiempo ideal para la recoleccion es cuando el
porcentaje de floracion es del 15 a 20%, y alcanzan entre 45 a 55 cm de altura. En este
momento las hojas presentan un aroma intenso y se encuentran bien desarrolladas

(Yilmaz y Jasinskas, 2016).

Un estudio en Pert evalu6 los ecotipos de Origanum vulgare ssp. Procedentes del
valle de Urubamba-Cusco y presentd porcentajes de timol (entre 18.3 y 2.3%) y carvacrol
(entre 2.04 y 0.20%) valores similares obtenidos en el presente estudio. Estos bajos
porcentajes fueron asociados, al bajo estrés hidrico que se presenta cuando la planta se
desarrolla a una elevada altitud (3260 - 3092 msnm) (Tellez Monzon, 2017). El orégano
usado en este estudio fue cultivado en Concepcion, provincia que cuenta con condiciones
similares a las descritas por T¢éllez; por ello, los valores encontrados de timol y carvacrol

son similares.

Este bajo porcentaje de carvacrol y timol también ha sido reportado en otros estudios.
Asi tenemos que Asencio et al. (2015), encontraron niveles bajos de carvacrol (0.1 -
3.5%) y timol (12.1 - 17.4%) en el AO de Origanum spp. del centro de Argentina
(provincia de Cordoba). Tellez y Nolazco (2017), reportaron carvacrol (2.24%) y timol
(18.8%) de AO de Origanum vulgare spp. cultivado en la ciudad de Tacna (Pera). Asi
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también Amadio et al. (2011), encontraron en el AO de Origanum x applii y Origanum x
majoricum concentraciones menores a 1 (<1%) de carvacrol y, 33.8 y 12.9% de timol

respectivamente.

La variacion de los porcentajes de los principales compuestos antimicrobianos como
se puede obervar en el Cuadro 4, que muestra la composicion quimica de los AO
provenientes de diferentes especies de orégano, y lo mencionado anteriormente, puede
deberse a a multiples factores como la época de cosecha, el método de extraccion, las
condiciones geobotanicas, tipo de suelo, y época de recoleccion de la planta, entre otros

(Farias et al., 2010).

El AA se compone principalmente de compuestos que contienen azufre, como los
sulfuro de dialilo. La composicion quimica del AA del presente estudio presenta disulfuro
de dialilo (24.8%) y solo un 4.9% de sulfuro de dialilo. Garcia-Diez et al. (2017),
reportaron en su investigacion como principales compuestos del AA: disulfuro de dialilo
(18.86 %) y trisulfuro de dialilo (33.84%). Asimismo, Casella et al. (2012) encontraron
29.8% de disulfuro de dialilo y 21.56% de trisulfuro de dialilo. La actividad
antimicrobiana de AA se atribuye a la presencia de derivados de sulfuro de dialilo, como
monosulfuro de dialilo (DAS), disulfuro de dialilo (DADS), trisulfuro de dialilo (DATS)
y tetrasulfuro de dialilo (Lawson et al., 1991).

La actividad antimicrobiana de AA esta relacionada con la presencia de sulfuros
de dialilo, y el gradiente de actividad antimicrobiana de estos compuestos que siguen el
orden tetrasulfuro> trisulfuro> disulfuro> monosulfuro de acuerdo con la literatura
(Shyh-Ming y Mei-Chin, 2001; Arbach ez al., 2019). Por ello el AA del estudio (disulfuro
de dialilo (24.8%) y sulfuro de dialilo (4.9%) presenta una limitada actividad
antimicrobiana frente a los reportados por otros estudios mencionados anteriormente.
Esta variacion en la composicion del AA va depender de multiples factores como la
genética, la temporada de cosecha y el lugar geografico. Asi también, algunos estudios
atribuyen una menor actividad antimicrobiana, a la pérdida de alicina y sus derivados
sulfuros de dialilo de azufre durante la destilacion al vapor (Javed et al., 2011; Sharifi-

Rad et al., 2016).
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Las propiedades hidrofobicas de los aceites esenciales, le permite interferir en la
membrana fosfolipidica de la célula bacteriana, aumentando asi su permeabilidad,
causando la pérdida de constituyentes celulares y, finalmente, la muerte celular (Burt,
2004). La pared celular de las bacterias grampositivas, como L. monocytogenes y S.
aureus, son menos complejas que la de las bacterias gramnegativas, eso hace que la

accion antimicrobiana de los AA y AO sea mas efectiva. (Kyung, 2012).

Un estudio realizado en el afio 2017 en México determind que el timol y carvacrol
alteran las proteinas y lipidos de la pared celular y membrana citoplasmatica; ademas de
alterar la sintesis de ARN, la actividad ATPasa, etc. EI AO causa desequilibrio en la
presion osmotica intracelular debido a la fuga de contenido citoplasmatico producto de la
lesion a nivel de la pared celular y la membrana citoplasmatica. Finalmente, la formacion
de vacuolas citoplasmaticas pueden llegar a producir la necrosis celular (Tapia-Rodriguez

etal., 2017).

Las CMI y CMB del aceite esencial de orégano y del ajo, frente a L.
monocytogenes, presentaron los mismos valores, esto nos indica que el AO y el AA son
bactericidas frente a L. monocytogenes, asimismo la CMI y CMB del AA también
presentaron los mismos valores frente a S. aureus. Por el contrario el CMI (2%) y el
CMB (4%) del AO, frente a S. aureus, presentaron diferentes valores, esto significa que

tiene que haber mas AO para matar a S. aureus que para inhibirlo.

Dussault et al. (2014) reportd una CMI del 5% y 0.729% del AA frente a L.
monocytogenes y S.aureus respectivamente, resultados similares al presente estudio
frente a L. monocytogenes. Asimismo Kumar y Berwal (1998) reportaron una CMI (5%)
y CMI (8.8%) de ajo triturado, frente a S.aureus y L. monocytogenes respectivamente.
Shyh-Ming y Mei-Chin (2001) encontraron una CMI (2.4%) frente a S.aureus asimismo,
Garcia-Diez et al. (2017) reportaron la CMB (2%) y CMI (4%) de AA frente a L.
monocytogenes. Los bajos valores de CMI y CMB se asocian a los altos valores de

disulfuro de dialilo.

El Cuadro 10 indica la CMI y CMB del aceite esencial de orégano, estas

concentraciones son altas si lo comparamos con otros estudios debido al bajo contenido
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de timol y carvacrol discutidos anteriormente. Un estudio en Chile obtuvieron una CMI
de 0,04% para S. aureus multirresistente (Lofa et al., 2019). Otro estudio determin6 que
las CMI y CMB del AO mexicano (Poliomintha longiflora) enfrentado a S. aureus, fueron
de 0,025% y 0,05% respectivamente, esto debido a los altos contenidos de timol

(28,31%) y carvacrol (17,06%) presentas en el AO (Cid-Perez et al., 2019)

Un estudio realizado en el ano 2018 en Houston (Estados Unidos) encontrd que
no hay diferencia en la susceptibilidad al AO, de cepas de S. aureus resistente (MRSA) y
sensibles a la meticilina (MSSA), observandose que el AO tiene actividad antimicrobiana.
En este estudio se determino valores de 6.62% para timol y 72.25% para carvacrol, Lu et
al. (2018) concluyen que el alto valor de carvacrol es responsable de la alteracion de la
pared bacteriana y otras estructuras celulares produciendo la muerte de la bacteria. Por
ello, el AO puede ser una alternativa al uso de antibidticos en infecciones bacterianas

susceptibles a antibidticos.

La CMI y CMB del AO frente a Listeria monocytogenes obtenida en el presente
estudio fue de 4% para ambos. Garcia-Diez et al. (2017), evaluaron la influencia de la
composicion del alimento y de aditivos alimentarios (lactato de sodio, fosfato y nitrito
sodico) sobre el efecto antimicrobiano del AO. Este estudio determin6 una CMI y CMB
del AO de 0,005% y >0,005%, respectivamente, frente a L. monocytogenes. Ellos
atribuyen la actividad antimicrobiana del AO para L. monocytogenes a su principal
compuesto quimico que fue el timol (93,34%). Sin embargo, en el presente estudio el
valor de timol fue de 11,9%, este bajo valor hace que la CMI y CMB sean mas elevados.
Asimismo Garcia-Diez et al. (2017), reportan que la composicion de alimentos (proteina,
grasa, pH) y conservantes no influyeron en su efecto antimicrobiano del AO y AA. Esto
concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio, debido a que la CMB de
AO y AA presentaron el mismo efecto bactericida en la carne de res empacada al vacio y

almacenada en refrigeracion.

Hay pocos estudios sobre la actividad antimicrobina de la combinacion de AO y
AA en carne, en este estudio se determind la ausencia de crecimiento de L.
monocytogenes frente a la 4%A0 +5%AA (L2), esta combinacion evitd el crecimiento

de la bacteria a partir del dia 1 hasta el dia 12 de evaluacion, sin embargo la evaluacion
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individual de cada aceite (4%A0 o 5% AA) tuvo un similar resultado que la combinacion
L2. No se observd una actividad antagonica, que provocara el crecimiento de L.
monocytogenes, al utilizar ambos aceites. Para confirmar el efecto sinérgico se deberia
realizar un recuento del microorganismo en periodos de tiempos mas cortos. Asimismo
la Norma Sanitaria Peruana N° 071, que establece los criterios microbiologicos de
calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano, establece
que L. monocytogenes debe estar ausente en 25 g de carne. La actividad bactericida de la
combinacion L2 ayuda a cumplir con el pardmetro microbioldégico requerido por la

norma.

No se evidencid crecimiento de S. aureus, desde el dia 1 hasta los 12 dias de
almacenamiento, en las combinaciones del 4%AO0+ 4% AA (S1) y 2%A0+ 4%AA (S2),
asimismo la evaluacion individual de cada aceite (4%A0 o0 4% AA) presentd un similar
resultado que las combinacion S1 y S2. No se observd una actividad antagdnica, que
provocara el crecimiento de S. aureus al utilizar las combinaciones S1 y S2. Sin embargo
el recuento de S. aureus, de la combinacion 2%A0 + 2 % AA (S4), disminuye durante
los dias de evaluacion en comparacion al grupo control, para confirmar el efecto sinérgico
se deberia realizar un recuento del microorganismo en periodos de tiempos mas cortos.
Estos resultados sugieren el potencial de las mezclas de los aceites esenciales estudiados,
para inhibir el crecimiento microbiano en la carne y/o productos carnicos, sin embargo se

debe evaluar el efecto de la calidad sensorial.
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1.

V. CONCLUSIONES

El efecto combinado del aceite esencial de orégano y ajo presenta un efecto
bactericida sobre L. monocytogenes (ATCC 19115) y S. aureus (ATCC 25923)
en carne de res empacada al vacio y almacenada en refrigeracion.

El aceite esencial de orégano presenta un efecto bactericida sobre a S. aureus
(ATCC 25923) y L. monocytogenes (ATCC 19115).

El aceite esencial de ajo presenta un efecto bactericida sobre a S. aureus (ATCC

25923) y L. monocytogenes (ATCC 19115).
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VI. RECOMENDACIONES

Se debe evaluar su efecto sobre la calidad sensorial en la carne de las diferentes

combinaciones de AO y AA.

Utilizar el AO de Origanum vulgare recolectados cuando el porcentaje de
floracion sea del 15 a 20%, y alcanzen entre 45 a 55 cm de altura; para poder
obtener aceites esenciales con altos porcentajes de compuestos antimicrobianos.
Investigar el AO y AA de diferentes regiones del Pert, ya que hay diversos
factores que influyen en el porcentaje de los compuestos antimicrobianos
propios de la planta.

Evaluar el efecto combinatorio bactericida de AA y AO contra otras bacterias
causantes de ETAS.

Se recomienda investigar la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de

plantas oriundas del pais.
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ANEXOS
Anexo 1

. Universidad del Peris, DECANA DE AMERICA

—'T UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ? 100

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO Ners
(B MUSEO DE HISTORIA NATURAL g

“Afio del Didlogo y la R iliaciéon Nacional”

CONSTANCIA N°45-USM-2018
EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal (cabeza de ajo), recibida de Juan Antonio ARELLANO
LEANDRO; de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos; ha sido estudiada y clasificada como: Allium sativum L.; y tiene la
siguiente posicién taxonémica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: LILIOPSIDA
SUB CLASE: LILIIDAE
ORDEN: LILIALES
FAMILIA: LILIACEAE
GENERO: Allium
ESPECIE: Allium sativum L.

Nombre vulgar: "Ajo”
Determinado por: Blga. Maria Isabel La Torre Acuy

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente,

YA >
Mag. ASUNCION A. CANO ECH P
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (U3

ACE/yhr.
Ar. Aresaley 1256 jos Marie T olefowo. Eomail wareodw g nsn edn pe
b 140439, Limsa 14, Pori 619-7000 wneww S701, 5703, ST Serp Lo winim edn pr
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Anexo 2

_T UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS oo

. Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA \
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO A 4
) s MUSEO DE HISTORIA NATURAL »

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°44-UsM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (rama con hojas), recibida por Juan Antonio ARELANO
LEANDRO; de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos; ha sido estudiada y clasificada como: Origanum vulgare L.; y tiene
la siguiente posicion taxondémica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist
(1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Origanum
ESPECIE: Origanum vulgare L.

Nombre vulgar: "Orégano”
Determinado por: Blgo. Severo Matias Baldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente,

ACE/yhr.
Ax. Avewales 256, Jousis Marie Teitfonis. Eoomatsl mineraive grummirm adx pv
Apde, 14-0434, Limsa 14, Peri 6197000 avess $701, S703, 704 rrtp Vs awmim adu pe
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Anexo 3
Compuestos quimicos totales del aceite esencial de ajo.

Peak#| R.Time Area| Area%|  Height Height%|Name
1 3.153| 537669| 0.10] 218405|  0.28|n-Propyl acetate
2] 4112] 685099| 0.13] 217732]  0.28|Toluene
3| 4305 323693 0.06 90282|  0.12|Thiophene, tetrahydro-
4] 4840 32214 0,01 17570]  0.02|Sulfide, allyl methyl
5 4884 133326] 0.02 38199|  0.05|3-Penten-2-one, 4-methyl-
6| 6386] 4166755| 0.77| 656939  0.84|tert-Butyl Hydroperoxide
7 7.066] 26641388  4.91| 6462321  8.26|Diallyl sulfide
8] 7.615] 201881 0.04 43218)  0.06|Benzene. 1.3-dimethyl-
9| 11.382] 160405| 0.03 30897  0.04|Bicyelo[3.1.0Jhex-2-ene. 2-methyl-5-(1-methylethyl)-
10| 11.898| 76647244| 14.13| 11638620 14.91|.alpha.-Pinene
11| 13.157| 1688597 031 228453 0.29| Camphene
2| 13.894] 823225| 0.15 94526|  0.12|Ethanethioamide. N.N-dimethyl-
13| 16.222] 73450520] 13.55] 8638225| 11.05] beta-Pinene
14| 23709 351552]  0.06 44601 0.06|p-Cymene
15[ 24383 6525508 1.20] 568636]  0.73|D-Limonene
16| 34.536]134480366| 24.80| 11130254| 14.23 | Diallyl disulphide
17| 37.827| 238212] 0.04 40231]  0.05|Linalool
18] 40901 881617| 0.16] 148448| 0.19|Bicyclo[3.1.1]heptan-3-ol, 6.6-dimethyl-2-methylene-, [1S-
19] 41.612] 2074405| 038 271010]  0.35|Thirane. methyl-
20 42.720] 708346 0.13] 130086|  0.17|2-Propenoic acid. 2-methyl-
21| 44245 101260  0.02 25868  0.03 | Terpinen-4-ol
22| 453211 2747400  0.05 57195 0.07].alpha.-Terpineol
23| 45514 778327 0.4 116978|  0.15|Methyl salicylate
24] 45732] 593103] 0.11| 122846,  0.16|Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene-2-methanol. 6.6-dimethyl-
25| 45929 500826) 0.09 99151 0.13|Estragole
26] 46446 164052)  0.03 31296|  0.04|3-Vinyl-1.2-dithiacyclohex-4-ene
27| 47331 116259 0.02 29284|  0.04|2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, cis-
28] 49496 428376  0.08 84165  0.11|Thiophene, 2.3-dihydro-5-methyl-
20| 49.898| 187219 0.03 40917|  0.05]1.2-Dithiolane
30| 51.236] 642353) 0.2 149013|  0.19|Estragole
31| 51.953]125547125] 23.15] 20968216| 26.82| Trisulfide, di-2-propenyl
32| 52208 3360100 0.06 67624 0.09]3.6-Heptadien-2-ol, 2.5,5-trimethyl-, (E)-
33| 52550 321964 0.06 78023|  0.10|Isobutyl isothiocyanate
34| 54675 125904 0.2 30321 0.04)3-(Methylthio)-2-butanone
35| 54.819| 4878964 0.90{ 978582  1.25|1.2-Dithiolane
36| 55383 60636]  0.01 20282|  0.03|Linalyl isobutyrate
37] 61.013] 175696, 0.03 46804  0.06]2.6-Dimethyl-1.3.5.7-octatetraene. E.E-
38| 61.880] 625105) 012 147416)  0.19]6-Methoxy-9-thia-bicyclo[3.3.1]non-2-ene
39] 61996 1834975| 0.34] 399023|  0.51|Bicyelo[3.1.0]hexan-2-o0l. 2-methyl-5-(1-methylethvl)-. (1.a
40{ 62.825| 266664 0.05 68557  0.09]Silane, methylenebis|trimethyl-
41| 63.004| 58414114| 10.77| 11448773 14.64|Diallyl disulphide
2| 63.604] 169349| 0.03 49807  0.06|Bicyelo[3.1.0]hexan-2-o0l. 2-methyl-5-(1-methylethyl)-. (1.a
43| 64.779] 252143 0.05 58170|  0.07|Trisulfide, di-2-propenyl
44] 65215 842182 0.16] 191803  0.25|Trisulfide. di-2-propenyl
45| 67.359] 647035)  0.12] 105843  0.14]1.3.5-Trithiane
46| 73436 222279  0.04 37523 0.05]2.6.9.11-Dodecatetraenal, 2,6,10-trimethyl-, (E.E.E)-
47] 74919| 3182372] 0.59] 426904|  0.55|Trisulfide. di-2-propenyl
48] 76.541| 1924982| 0.35| 236965  0.30|Diallyl disulphide
49| 78745 4516090 0.83] 747222  0.96|Tuisulfide. di-2-propenyl
500 79.014] 466214]  0.09 63962  0.08]2.6.9.11-Dodecatetraenal, 2,6,10-trimethyl-, (E.E.E)-
51| 87.440] 807056] 0.15] 151444]  0.19|Diallyl disulphide
52| 87.972| 1388289| 0.26] 229069  0.29|Cyclic octaatomic sulfur
53| 88.492) 349229| 0.06 74608 |  0.10]|Silane, methylenebis|trimethyl-
54| 89.524) 374992 0.07 83143  0.11|Trisulfide. di-2-propenyl
542267906] 100.00] 78195450] 100.00
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Anexo 4

PROTOCOLO DE EXTRACION DE ACEITE ESENCIAL

Materiales:
¢ Embudo de decantacion.
e Probeta florentino o pera de decantacion.

e Vaso Beaker.

Equipo:
e Hidroextractor de destilacidon de acero.

e Deshidratador de alimentos (BLANICK modelo BDA020)

Reactivos:
e Sulfato de sodio anhidrido.

e Agua destilada

Procedimiento para la extraccion del aceite esencial de orégano.

1. Las plantas frescas enteras se lavan con agua destilada.

2. El orégano se deshoja y coloca en un deshidratador de alimentos (BLANICK

modelo BDA020) a 35°C durante 9 horas.

3. Las hojas secas son tratadas en un sistema de hidrodestilacién con arrastre de

vapor de agua a presion y temperatura controlada durante dos horas.

4. Se realiza una extraccion y el destilado del aceite esencial se recibe en una probeta

florentino.

5. La deshidratacion del aceite esencial se realiza utilizando 5 gramos de sulfato de

sodio anhidro, con posterior filtracion y conservacion del aceite en un frasco de

vidrio de color &mbar a temperatura de 4°C.

Procedimiento para la extraccion del aceite esencial de ajo.

1. Los ajos son lavados con agua cotrriente y escobillados suavemente hasta remover

la tierra y restos vegetales

2. Se desinfecta por inmersion en una solucién de agua e hipoclorito de sodio (20

ppm)
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Se enjuaga con agua destilada, se seca con papel toalla y posteriormente se pela.
Los bulbos frescos son tratadas en un sistema de hidrodestilacion con arrastre de
vapor de agua a presion y temperatura controlada durante tres horas.

Se realiza una extraccion y el destilado del aceite esencial se recibe en una probeta
florentino.

La deshidratacion del aceite esencial se realiza utilizando 5 gramos de sulfato de
sodio anhidro, con posterior filtracion y conservacion del aceite en un frasco de

vidrio de color &mbar a temperatura de 4°C.
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Anexo 5

PRUEBA
PROCEDIMIENTO
e  Tomar una muestra de 25 g de carne y afiadirla a un vaso homogeneizador con 225
ml de agua peptona para realizar diluciones. De este modo se obtiene una dilucion
107" y posteriormente homogenizar.
e Medir 1 ml de la dilucién 10-' del homogeneizado, evitando la formacion de espuma
y pasar a uno de los blancos de dilucion conteniendo 9 ml de diluyente (agua
peptonada) y agitar. Repetir esta operacion utilizando las diluciones
progresivamente més elevadas para preparar las diluciones 102, 107, 10y 10
e  Tomar dos o tres alicuotas de 0.1 ml de la dilucion mas elevada y depositarlas en
RECUENTO la superficie del agar Plate Count contenido en 2 o 3 placas de Petri (3 placas por
DE dilucion, sembrando en cada una 0.1 ml).
e  Repetir esta operacion con cada dilucion hasta llegar a la mas concentrada.
AEROBIOS
MESOFILOS
RESULTADOS:
Procedimeint (Solo se observo 2
, colonias en una de las
0 segun placas de la dilucion
ICMSF, 2000 102)
En 10"": < IUFC/g
En 103: <1UFC/g
ICMSF. 2000. Recuento de microorganismos aerobios mesofilos en muestras
de alimentos. 2% ed. Traducci6n de la version 1988: Acribia. 12 p.
e  Colocar las colonias de Bacillis subtillis (ATCC 6633) en tubos de 5 ml de caldo
Tripticasa de Soya (TSB), hasta que alcancen la turbidez del estandar para el indculo
(0.5 en la escala de Mc Farland).
e  Sumergirun hisopo estériles dentro de los tubos que contiene el indculo bacteriano.
e  Realizar la siembra de Bacillis subtillis, utilizando el hisopo embebido en placas con
agar Miiller-Hinton, hasta que cubra toda la superficie del agar, con una espatula de
drigalsky y se dejar reposar por 5 minutos para que el exceso de humedad
superficial sea absorbido.
DESCARTE |* Realizar 3 orificios circulares de aproximadamente 5 mm de diametro en el agar
DE MH que contenia la cepa.
e Introducir, con un ansa estéril, en cada uno de los orificios las muestras trituradas
RESIDUOS de camne.
DE , e  Para que sean considerados positivos los halos de inhibicién deben ser mayores a 2
ANTIBIOTI mm.
COS

IPrueba Negativa

Adaptado de MORENO, (2003)

Moreno B. 2003. Higiene e Inspeccion de carnes Tomo II. Madrid: Ediciones Diaz de
Santas S.A. 493p.
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PRUEBA

PROCEDIMIENTO

Recuento S.

aureus.

(Lancette y Bennett,
2001)

La preparacion de la muestra para la evaluaciéon microbioldgica se realiza pesando
25 gramos de carne, y se homogeniza con 225 ml de agua peptonada (0.1%). A partir
de esta dilucion (10™') se haran diluciones seriadas.

Medir 1 ml de la dilucién 10" del homogeneizado, evitando la formacién de espuma
y pasarlo a uno de los blancos de diluciéon conteniendo 9 ml de diluyente (agua
peptonada) y agitar. Repetir esta operacion utilizando las diluciones progresivamente
mas elevadas para preparar las diluciones 102, 103, 10*y 1075,

Sembrar 0.1 ml de cada dilucion en el agar Baird Parker (Lancette y Bennett, 2001),
se siembra por triplicado para cada dilucion. Extender el volumen inoculado a cada
una de las placas de Petri con una espatula de drigalsky (Método de inoculacion por
extension en superficie).

Incubar a 37°C durante 48 horas.

Después de la incubacion, examinar las placas para ver la presencia de colonias
sospechosas de S. aureus y realizar el recuento.

Las colonias tipicas de Staphylococcus aureus sobre agar Baird-Parker
son redondas, de bordes lisos, convexas, de 2-3 mm de diametro, himedas, brillantes,
negras, con un borde blanco fino, rodeadas de una zona opaca y de un halo claro de
2-5 mm.

Presencia de L.
monocytogenes

La determinacion de la presencia de L. monocytogenes en carne se realizd mediante el
kit Gene Quence de L. monocytogenes (NEOGEN®) mediante hibridacion de ADN,
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Realizar un hisopado (hisopo estéril) en toda la superficie del filete de carne, y se
coloca el hisopo en un tubo de 10 ml de caldo LESS (NEOGEN®), se agita
vigorosamente por 10 segundos y posteriormente se incuba a 30°C durante 48 horas.
Separar 0.4 ml del caldo enriquecido LESS post incubacion, para la prueba mediante
el kit Gene Quence de L. monocytogenes.

Colocar los 0.4 ml en viales, luego preparar el reactivo de pre tratamiento y el
reactivo de lisis (segiin como lo indica el fabricante) para después adicionar 0.2ml e
incubar a 37°C por 5 minutos, lo que permite la liberacion del material genético de
la bacteria.

Trasladar 0.150 ml de cada muestra y control a los micropozos debidamente
rotulados, donde se agrega 0.125 ml de la solucion mezcla (solucion de hibridacion
mas la solucion de sonda). Después los micropozos se incubarén a 45°C durante una
hora.

Luego de realizar el lavado de los micropozos con la solucién de lavado del kit,
después se adicionar 0.150 ml de la solucion sustrato cromogeno a todos los
micropozos y se incubo a temperatura ambiente durante veinte minutos.

Posterior a la incubacion adicionar 0.05ml de la solucién stop a cada micropozo y
se leer la reaccion es un espectrofotometro a 450 nn.

Después de realizar los pasos indicados por el fabricante, analizar las absorbancias
seglin el protocolo del kit.
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