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RESUMEN

En la actualidad ha surgido la necesidad de buscar alternativas naturales de
conservacion. Es por ello, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare (AEOV) sobre coliformes y
mesofilos en carnes de hamburguesas preparadas artesanalmente. Se realizd un
estudio experimental de estimulo creciente, en una muestra de 30 porciones de
carne de hamburguesa, seleccionadas por muestreo no probabilistico aleatorio, en
establecimientos de la ciudad de Trujillo. Las carnes de hamburguesas fueron
tratadas con aceite esencial de Origanum vulgare a concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100%. Se hizo el recuento de bacterias coliformes totales por el método del
ndamero mas probable (NMP) y de aerobios mesofilos viables por recuento en placa.
Se evalu6 el efecto antibacteriano del AEOV sobre estos microorganismos,
encontradndose para coliformes >1100 UFC/g de carne de hamburguesa en el 100%
de muestras, por lo que se le consideré no apto para el consumo humano. Sin
embargo, en 15 de las 30 muestras tratadas con AEOV al 75% y 100% se contaron
UFC menores de las permitidas. Por ello, no hubo efecto antibacteriano sobre las
bacterias coliformes por el resultado de no apto para el consumo, pero si hubo efecto
sobre los aerobios mesdfilos ya que se aprecia que 50% de las muestras son aptas
para consumo humano en concentraciones de 75% y 100% de AEOV y se evidencia
una diferencia estadistica significativa (p<0.012) entre la presencia de UFC de
mesofilos segun concentraciones de AEOV. Se concluye que el AEOV puede
utilizarse como un método de conservacion, mejorando el tiempo de vida util del

alimento estudiado

Palabras claves: Aceite esencial, Origanum vulgare, antibacteriano
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ABSTRACT

At present, the need to seek natural conservation alternatives has arisen. Therefore,
the objective of this investigation was to determine the antibacterial effect of the
essential oil of Origanum vulgare (AEOV) on coliforms and mesophiles in meats of
hamburgers prepared by hand. An experimental study of increasing stimulus, carried
out in a sample of 30 portions of hamburger meat, selected by random non-
probabilistic sampling, in establishments in the city of Trujillo. The hamburger meats
were treated with essential oil of Origanum vulgare at concentrations of 25%, 50%,
75% and 100%. The most probable number (MPN) and viable mesophilic counted
total coliform bacteria aerobes by plate count. The antibacterial effect of AEOV on
these microorganisms was evaluated, with coliforms> 1100 CFU / g of hamburger
meat in 100% of samples, being considered unfit for human consumption. However,
in 15 of the 30 samples treated with AEOV at 75% and 100%, CFUs less than
allowed were counted. Therefore, there was no antibacterial effect on coliform
bacteria due to the result of not suitable for consumption, but there was an effect on
the mesophilic aerobes since it can be seen that 50% of the samples are suitable for
human consumption in concentrations of 75% and 100% AEOV and a statistically
significant difference (p <0.012) was observed between the presence of CFUs of
mesophiles according to AEOV concentrations. It is concluded that the AEOV can be

used as a conservation method, improving the useful life of the food studied.

Keywords: Essential oil, Origanum vulgare, antibacterial.



INTRODUCCION

1.1. Realidad Problemética

Las especias y plantas aromaticas han sido utilizadas durante siglos para
aumentar el tiempo de vida util de los alimentos previniendo el crecimiento de
bacterias. En la actualidad numerosas investigaciones han demostrado que los
aceites esenciales de estas especias aromaticas poseen propiedades
antioxidantes y actividad biol6gica notable ante bacterias y hongos?®.
Actualmente, ha reducido el consumo de los alimentos que contienen
aditivos sintéticos como parte de sus ingredientes, ya que la mercadotecnia ha
generado una preferencia favorable hacia la ingesta de productos con
conservantes naturales?. En efecto, se requiere de conservadores naturales
gue reemplace a los sintéticos que hay en la actualidad, que su Ingesta Diaria
Aceptada (IDA) no se exceda al consumirlo, que su espectro de inhibicion
sea adecuado para utilizarse en alimentos y que su uso Sea una opcidn
econdmica tanto para las empresas como para los consumidores y los aceites
esenciales de plantas aromaticas son la alternativa de conservadores naturales
qgue pueden competir en el mercado con los conservantes sintéticos y a la vez
es beneficio para sus consumidores.

En un estudio realizado por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
sobre la contaminacion microbiolégica de las comidas que se venden en las
calles en paises de Latino América entre ellos Republica Dominicana, México,
Guatemala, Colombia, Ecuador, Perd y Bolivia. En donde se obtuvieron
muestras de comida, y se analizaron en busca de bacterias como Vibrio
cholerae, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Salmonella spp., coliformes fecales y E.coli O157:H7. Llegando a la conclusiéon
gue es notable el riesgo de contaminacion en las comidas que son vendidas en
las calles, en las cuales se encontraron dosis infectivas de las bacterias que se

investigaron. Finalmente, se estimd en alrededor que mas 3 millones de



personas que pueden estar en riesgo de contraer enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) por consumo de estos productos 3.

1.2.Trabajos Previos

Estudios recientes demuestran la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Origanum vulgare L., tal es el caso de la investigacion de Bastos Oyarzabal, et
al* en la cual evaluaron la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Origanum vulgare frente a 71 bacterias aisladas de leche bovina, de los géneros
Streptococcus, Staphylococcus y Corynebacterium; y 3 cepas patron de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. La técnica
utilizada fue de diluciébn en microplaca. La investigacién dio como resultado que
la concentracion bactericida minima media vari6 de 0.23 a 2% frente a las
bacterias aisladas de leche bovina, con la menor concentracion para el género
Streptococcus y la mayor para Staphylococcus coagulasa negativa. En cuanto a
las cepas patrones, la concentracion bactericida minima fue de 3.17 y 0.35%
para S. aureus Yy, Escherichia coli, respectivamente; se determind efecto para
Pseudomonas aeruginosa. Se comprobd la actividad in vitro del aceite de

orégano frente a las bacterias relacionadas con la mastitis bovina.

Asimismo, Solis® evalu6 el efecto antibacteriano de los aceites esenciales de
orégano y tomillo como conservantes naturales, con el propdsito de reducir la
carga microbiana durante el almacenamiento de la pechuga de pollo. Los
métodos utilizados en el ensayo fueron inductivo-deductivos y cientifico
experimentales. Los microorganismos de ensayo fueron Samonella spp y
microorganismos proteoliticos; se aplicaron pruebas de screening, concentracion
minima bactericida “in vivo” y tiempo de muerte “in vitro” e “in situ”. Donde se
demostrd actividad antimicrobiana con concentraciones al 100% sin diluir. La
concentracion minima bactericida frente a Salmonella spp fue de 1.56%. In
vitro, el tratamiento mas efectivo frente Salmonella spp fue obtenido con el

aceite esencial de tomillo en concentracién total mientras que el aceite esencial



de orégano presentd una inhibicibn minima. Se determiné la eficacia del efecto
antibacteriano del aceite de tomillo ya que presenté una reduccion significativa
de la carga microbiana de Salmonella spp. Los ensayos “in situ” mostraron que
el aceite esencial de tomillo en el almacenamiento de la pechuga de pollo a
temperatura de refrigeracion (4°C) hasta 48 horas, fue el tratamiento mas
efectivo para reducir la contaminacién bacteriana y la pérdida de las
caracteristicas organolépticas de la carne, logrando dar un producto de mejor
calidad y apto para el consumo humano. Por lo que se recomienda el uso de los

aceites esenciales como conservante natural y antibacteriano

En otras investigaciones como en la de Amadio, et al®, Obtuvo aceite esencial
por arrastre de vapor de agua de Origanum x applii (criollo) y Origanum x
mejoricum (mendocino). Donde se determin6 su poder antioxidante vy
conservante en alimentos evaluando: rendimiento, polifenoles totales,
cuantificacion de timol y carvacrol mediante cromatografia en capa fina de alta
resoluciéon y la capacidad de secuestro de radicales libres. La capacidad
conservante se evalud in vitro, por el método de difusiébn en agar, frente a
cultivos de 5 bacterias patégenas y seis cepas de bacterias lacticas que
modifican alimentos. El efecto antibacteriano en aceites esencial de estos
oréganos varia entre los valores encontrados por otros autores para variedades
cultivadas en otras regiones. Se destaca el contenido de polifenoles de ambos
en relacion con los valores encontrados en investigaciones para otros Origanum
vulgare, predominando el timol sobre el carvacrol. Los oréganos evaluados
inhibieron todas las cepas ensayadas, pero fueron mas efectivos contra
Staphylococcus aureus. Llegando a la conclusién que los aceites esenciales de
Origanum x applii y Origanum x mejoricum son una buena fuente de compuestos
fendlicos con capacidad antioxidante, reteniendo radicales libres y accion
antibacteriana que pueden incorporarse a los alimentos para prolongar su vida

atil.



En la investigacion realizada por Levario et al’, se evalué la capacidad del
orégano de inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos en forma
planténica o formando biopeliculas. Se utilizaron cepas multirresistentes,
aisladas del area de terapia Intensiva de un hospital de la Ciudad de Chihuahua,
y se identificaron por API20E. La actividad antimicrobiana del aceite esencial de
orégano y de sus compuestos mayoritarios se determiné por concentracion
minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida (CMB), con
concentraciones de 50 hasta 3000 ppm. Se prepararon también infusiones
acuosas de orégano, con 2, 4 y 6% de orégano. También se determiné el efecto
desinfectante del aceite esencial, comparandolo con benzal y cloro. En tubos
con caldo tres azucares-hierro (TSI), se introdujeron trozos de sonda para
formar biopeliculas. Los trozos fueron Iluego colocados frente a los
desinfectantes por cinco minutos, y se pasaron luego a solucion de fosfatos, y se
determiné unidad formadoras de colonias (UFC). Se identificaron las cepas
como Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas
fluoresces y Burkholderia cepacia multirresistentes y formadoras de biopeliculas,
siendo B. cepacia la que formo la mayor cantidad de biopelicula. En relacion a
los rangos de CMI y CMB, el aceite esencial requiri6 concentraciones >3000
mg/l frente a cepas multirresistentes, el timol a 1000 mg/l y el carvacrol requirio
menores concentraciones, de entre 750 y 1000 mg/l. La cepa de E. coli fue la
mas sensible frente todos los compuestos. Las infusiones de orégano se
prepararon de 4 formas distintas y se obtuvieron sélo efectos bacteriostéaticos.
En las sondas se aprecié mayor formacion de biopeliculas para P. fluorescens y
B. cepacia. Las sondas en los desinfectantes produjeron desprendimiento. Hubo
mayor crecimiento procedente de sondas estando en contacto con el aceite de
orégano (0.71x105 y 0.44x105UFC/cm?) que en los desinfectantes (<2
UFC/cm?) para las cepas antes mencionadas. La explicacién podria ser que sus
componentes actuaran como fijadores de biopeliculas por las caracteristicas
hidrofobicas que presentan. Llegando a la conclusién que las cepas mostraron
multirresistencia a por lo menos 3 antibidticos. Todas las cepas formaron

biopeliculas. La utilizacion del aceite esencial de orégano y sus componentes



mayoritarios, tuvieron efectos bactericidas, pero se requirieron concentraciones
altas (>3000 mg/l) para P. fluorescens como la mas resistente. El aceite esencial
de orégano se requeriria a concentraciones mas altas para igualar el efecto que

el benzal y el cloro como desinfectantes.

Los aceites esenciales son bien conocidos como fuertes agentes
antimicrobianos de origen vegetal. A pesar de esto, el sinergismo antimicrobiano
de los aceites esenciales aislados de diferentes especies de plantas es poco
investigado. Stojkovic'D., et al®, analizaron el sinergismo de los aceites
esenciales de Origanum vulgare L. y el Timo vulgaris L. contra las bacterias
patégenas, Staphylococcus aureus Yy Salmonella typhimurium. En primer lugar,
se puso a prueba el efecto antibacteriano de los aceites, y las CIM de ambos
aceites se determinaron utilizando el método de microdilucion. Para probar si los
aceites actuan de forma sinérgica, se utilizé cada combinacion posible de las
concentraciones de aceites esenciales en un método de tablero de ajedrez
dindmico. Los resultados indicaron que los aceites de hecho actuaron
sinérgicamente con indices de concentracion inhibitoria fraccional de 0.45 y
0.50.

En estudios realizados en Per(, como el de Vasquez et al®, se determind el
efecto del aceite esencial del orégano, Origanum vulgare, en la supervivencia
de Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Salmonella parathypi y
Salmonella enteritidis en carne de cerdo pasteurizada y refrigerada con la
CMI del aceite esencial de Origanum Vulgare para cada una de las bacterias en
estudio. El vegetal procedié de la zona de San Ignacio Provincia de Otuzco (La
Libertad, Peru) y el aceite esencial se obtuvo mediante el método de destilacion
directa por arrastre con vapor de agua; posteriormente, se determind la CMI
mediante el método de macrodilucion en caldo nutritivo mas Tween 80 al 0.1%
para cada microorganismo. Las CMI fueron: para S. typhi, 3.0 pL/ml; S.
enteritidis, 1.7 uL/ml; S. paratyphi A, 2.3 uL/mly S. aureus, 1.5 pL/ml. Cada

una de las CMI se inocularon en sistemas de ensayo conteniendo 10g carne



de porcino molida y pasteurizada a 80°C+1°C durante 30 minutos y 1 mL
de suspension bacteriana y se llevaron a refrigeracion a 8°C+1°C durante 192
horas, al término de los cuales se realizo la medicion del crecimiento microbiano
mediante la técnica de recuento en placa en Agar Miler Hinton. Se concluye que
las CMI del aceite esencial de Origanum Vulgare afectan la supervivencia de S.
typhi, S. enteritidis, S. paratyphi A y S. aureus. El aceite esencial de Origanum
Vulgare que suplementa a la carne molida de cerdo afecta de manera diferente
la supervivencia de las especies de bacterias probadas y el aceite esencial de
Oreganum Vulgare que suplementa a la carne molida de cerdo afecta en mayor
medida a S. aureus y en menor medida a S. typhi.

Por su parte, Chavez et al'® realizaron una investigacién en la cual tuvieron
como proposito determinar el efecto sinérgico antibacteriano entre el aceite
esencial de Origanum Vulgare y la gentamicina en aislados de Escherichia coli.
Para ello aplicaron el método de Kirby Bauer (discos de difusion) en 20 placas
Petri. Asimismo aislaron la cepa Escherichia coli ATCC 25922. EI grupo
Experimental fue tratado con discos de papel filtro, embebidos con gentamicina
y aceite esencial de orégano al 75%; mientras que el grupo Control, con discos
de Gentamicina sola. Se realizaron la medicién de los halos y se registraron los
datos. Para identificar el efecto antibacteriano, evaluaron el didmetro de los
halos de inhibicién los cuales en el caso del grupo experimental resultaron
22,375 mm, mayores que los del grupo Control (20,75 mm). La prueba T
determind que la diferencia era estadisticamente significativa, p = 0.001 (p <
0.05). Concluyeron que existe un efecto sinérgico antibacteriano in vitro entre el

aceite esencial de Origanum vulgare y la gentamicina en E. coli.



|.3. Teorias relacionadas al tema

Los Aceites esenciales obtenidos a partir de plantas aromaticas vienen siendo
ampliamente utilizados desde la Edad Media y numerosas aplicaciones se
encuentran todavia en la actualidad. Las propiedades antimicrobianas entre
otros de interés general, se han atribuido a su alto contenido de derivados

fendlicos!?!.

Los aceites esenciales estan compuestos por sustancias lipofilicas,
principalmente monoterpenos y sesquiterpenos, y sus derivados oxigenados
(alcoholes, aldehidos, cetonas, fenoles, acidos, ésteres y éteres) en distintas
cantidades!?. Se han utilizado por la industria cosmética en la elaboracion de
perfumes, aunque durante el dltimo tiempo han cobrado gran importancia en el
sector farmacéutico y alimentario debido a que contiene propiedades
antimicrobianas ademas a su creciente demanda de productos de origen natural
por parte de los consumidores'3. En Estudios previos se informé el potencial del
aceite esencial de orégano para conservar los alimentos, como la carne de

pechuga de pollo fresco, pez espada y pulpo4.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se debe a que contienen
principalmente compuestos fendlicos (carvacrol, timol, eugenol, etc.). Los
aceites esenciales con mayor accién antimicrobiana son aquellos en los que se
la proporcién de compuestos fendlicos es mayor, aunque se ha encontrado que
los elementos traza también son destacados debido a efectos de sinergia con el
resto de componentes. La capacidad de los aceites esenciales para inhibir el
crecimiento microbiano ha sido investigada en gran variedad de alimentos como

frutas y verduras minimamente procesadas?®, carne picada’®, pollo'’, etc.



La informacién y las investigaciones que se encuentra actualmente respecto al
mecanismo de accion de los aceites esenciales es muy poca, sin embargo en lo
reportado se coincide que el caracter hidrofobico de los aceites esenciales les
permite ingresar en los lipidos de las membranas bacterianas alterando su
estructura y consecuentemente su permeabilidad, dando lugar a las perdida de
iones y otros contenidos celulares vitales, conduciendo finalmente a la muerte
de la célula. Los aceites esenciales también podrian actuar sobre las proteinas
de la membrana citoplasmatica modificando la interaccion lipido-proteina y
afectando la actividad de enzimas como la ATPasa, disminuyendo la produccion
de energia requerida para el funcionamiento celular, otra posible accién seria la
interaccion directa de los componentes lipofilicos con las partes hidrofébicas de

la molécula de proteina®®.

En una investigacion realizada por Fisher y Phillips, se determindé que el
carvacrol aumenta la fluidez de la membrana y causa fuga de protones e iones
de potasio, lo que resulta en un colapso potencial de membrana y la inhibicién
de la sintesis de ATP. Por otra parte, la citronela interfiere con los procesos de
fotosintesis, lo que sugeriria que los aceites esenciales no solo pueden estar
actuando en la pared celular, sino que ademas pueden tener un efecto mayor

sobre los sistemas metabdlicos?®.

El orégano cuyo nombre cientifico es Origanum vulgare L., perteneciente a la
familia de las lamiaceas, es una planta herbacea perenne de aspecto lefioso que
alcanza hasta 90 cm de altura. Los tallos, que a menudo adquieren una
coloracién rojiza, se ramifican en la parte superior y tienden a deshojarse en las
partes mas inferiores. Las hojas surgen opuestas, ovales y anchas, miden 2 a 5
cm, tienen bordes enteros o ligeramente dentados, y vellosidad en el enveés. Las
inflorescencias son paniculos tipo cima, con bracteas negras y flores labiadas de

color purpura. Estas estan protegidas por diminutas hojillas de color rojizo. Para



su empleo medicinal se recogen las sumidades al inicio de la floracién y se

secan a la sombra cortadas y en capas finas o colgadas en manojos?°.

En estudios realizados sobre la composicidon quimica del orégano, utilizando
extractos acuosos y sus aceites esenciales, se han logrado identificar
flavonoides como la apigenina y la luteolina, agliconas, alcoholes alifaticos,
compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano. En Oreganum vulgare se
han hallado &cidos coumérico, ferdlico, caféico, r - hidroxibenzdico vy
vainillinico?®. Entre los principios activos que contiene se puede mencionar el
Aceite esencial (0.15%-1%): monoterpenos como carvacrol (40%-70%), go-
terpineno (8%-10%), p-cimeno (5%-10%), a-pineno, timol, mirceno, linalol,
terpinen-4-ol; sesquiterpenos como [-cariofileno, d-germacreno. También
encontramos flavonoides como naringina, acidos fendlicos derivados del acido
cinamico: acido rosmarinico (5%). Las raices contienen estaquiosa y los tallos

sustancias tanicas?°.

Asimismo presenta diferentes beneficios como antioxidante, probablemente
debido a la presencia de polifenoles (encontrados 26 compuestos distintos),
acido rosmarinico y flavonoides. Se ha comprobado in vitro que el extracto de
esta planta puede inhibir la oxidacion de las proteinas de baja densidad (LDL) y
también prevenir el dafio en el DNA causado por los radicales de peroxido de
hidrogeno. De todos modos, en un estudio clinico se observé que tras la
administracion de zumos enriguecidos con extracto de orégano no habia
cambios significativos en la peroxidacion lipidica ni en el perfil lipidico
sanguineo, también antimicrobiano, frente a Listeria monocytogenes y
antifangico frente a Candida albicans, debido a que contienen carvacrol y timol.
Se ha comprobado su efecto antibidtico sobre Pseudomonas aeruginosa y

Escherichia coli. También tiene eficacia frente a Trypanosoma cruzi®°.



Es aspectos beneficiosos para la salud, la ingesta de los aceites esenciales del
orégano favorece la expulsion de los gases acumulados en el intestino. Debido a
esta propiedad es muy recomendado para aquellas personas que presenten
meteorismo y flatulencia ademas se recomienda el consumo de los aceites
esenciales del orégano a las personas que tengan problemas digestivos como:
el estrefiimiento, digestion lenta, entre otros, ya que debido a sus cualidades
medicinales favorece la funcién biliar mejorando la digestion. Debido a lo
mencionado anteriormente se recomienda consumir después de las comidas. El
orégano posee muchas sustancias dentro de su composicion (como los
flavonoides) que favorecen la circulacibn sanguinea. Por lo tanto es muy
recomendable su ingesta para prevenir problemas cardiacos y la aparicion de
trombos. También ayuda a calmar cefaleas producidas por una mala circulaciéon
sanguinea. Los aceites esenciales del orégano estan muy recomendados para
aguellas mujeres que sufren de cdélicos menstruales, ya que a sus beneficios

medicinales la ingesta de estos aceites disminuyen dichos dolores 1.

El aceite de orégano es uno de los principales antisépticos naturales y tiene un
amplio poder microbicida, no tiene la tendencia conocida para el desarrollo de la
resistencia. El aceite de Orégano puede acabar o bloquear el crecimiento de
cualquier hongo, asi como también inhibe el crecimiento de la mayoria de
bacterias. Por sus principales compuestos como lo es el carvacol y timol que son
los més activos y que contienen un efecto sinérgico para aumentar las

propiedades antisépticas?!.

Sin embargo no se recomienda el uso del aceite esencial de orégano durante un
periodo prolongado de tiempo ni a dosis mayores que las recomendadas, debido
a su posible neurotoxicidad. Muy raramente puede producir irritacion,
hiperexcitabilidad nerviosa, nerviosismo, insomnio e incluso convulsiones. En los
nifos pequeros se debe tener especial cuidado al usar el aceite esencial puro y
no sobrepasar nunca las dosis diarias recomendadas, ya que puede resultar

neurotdxico y convulsivante. Tampoco debe usarse durante el embarazo a dosis
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mayores que las usadas en la alimentacion, dado que se ha descrito que
incrementa la muerte celular en los embriones de hembras de raton que han
ingerido aceite esencial en la dieta ademas no debe usarse durante la lactancia
a dosis mayores que las usadas en la alimentacion, debido a la ausencia de
datos que avalen su seguridad. Se ignora si los componentes del orégano son
excretados en cantidades significativas con la leche materna, y si ello puede
afectar al niflo. Se recomienda suspender la lactancia materna o evitar la

administracién del orégano?°.

Los coliformes totales pertenecen a las Enterobacteriaceae, son lactosa-
positivas y constituyen un conjunto de bacterias que se definen mas por las
pruebas usadas para su aislamiento que por criterios taxonémicos. Pertenecen a
la familia Enterobacteriaceae y se caracterizan por su capacidad para fermentar
la lactosa con produccion de &cido y gas, en un periodo de 48 horas y con una
temperatura de incubacién comprendida entre 30 - 37°C. Son bacilos
gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos, no esporulados. Y son varios
los géneros que forman parte del grupo coliforme entre estos encontramos:
Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, etc. Donde se pueden
encontrar en el intestino del hombre y de los animales, pero también se

encuentran en el agua, suelo, plantas, cascara de huevo, etc??.

Los coliformes fecales tienen semejanzas con los totales en lo que se refiere a
morfologia, la capacidad de fermentar lactosa, ser aerobios y anaerobios, pero
se distinguen en la capacidad de resistir temperaturas, a diferencia de los
totales, los fecales pueden fermentar la lactosa con produccion de acido y gas
en un tiempo de incubacién de 24 a 48 horas a una temperatura de 44.5°C en

condiciones de laboratorio?3.

Los microorganismos mesofilos crecen a una temperatura 6ptima de 20 a 45° C,
siendo la minima 15 a 20° C, y la maxima de casi 45° C. La mayoria de los

microorganismos pertenecen a esta categoria, casi todos los agentes patdogenos
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humanos son mesdfilos, como es de esperar, pues la temperatura corporal
humana es, casi de forma constante, de 37° C. La mayoria de alimentos
industrializados, excluyendo a los productos fermentados, debe ser inapropiados
para el consumo cuando presentan una gran cantidad de microorganismos, aun
cuando no sean patdgenos y no hayan modificado las caracteristicas
organolépticas del alimento. Recuento elevados en alimentos estables a
menudo indican sustancias primas contaminadas, la presencia de las bacterias
aerobias mesodfilas significa que se dieron condiciones adecuadas a la

multiplicacién de los microorganismos patégenos de origen humano animal?*.

I.4. Formulacion del Problema
¢, Cuadl es el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare sobre

coliformes y mesdfilos en carnes de hamburguesas preparadas artesanalmente?

I.5. Justificacion del estudio
En la actualidad, hay un significativo aumento de ventas de hamburguesas en
carritos sin ninguna forma de conservacion. Es por este motivo que se realiza
esta investigacién para dar a conocer a los vendedores de hamburguesas una
forma segura y natural de prevenir la proliferacion de bacterias en los alimentos,
debido a que, la conservacion de los alimentos, ha sido un tema de mucho
interés para el ser humano desde los inicios del hombre en la tierra. A finales del
siglo XIX se descubrieron los microorganismos y de su implicacion como causa
de las enfermedades, por ende se establecieron las fundamentes para la
generacion de principios cientificos que puedan lograr prevenir la contaminacion,
evitar la proliferacion, inactivar de manera segura los microorganismos en los
alimentos y la elaboraciéon de técnicas que permitan su deteccién. En algunos
casos, la eliminacion de microorganismos no puede hacerse por métodos
fisicos, lo que motiva al empleo de sustancias conservadoras naturales que
actuan, quimica o bioquimicamente, sobre la célula de los microorganismos,
rompiendo su membrana, bloqueando su actividad enzimatica o perjudicando su

estructura genética. De tal forma que se incorporan al alimento para aumentar

12



su estabilidad y seguridad microbioldgicas, aumentando el tiempo de vida util del
alimento. Pueden usarse aisladamente o en mezcla y son capaces de detener o
inhibir los procesos de fermentacion, putrefaccion, crecimiento de hongos y otras
modificaciones biol6gicas de alimentos y bebidas y deberan asegurar la
inocuidad del alimento asi como mantener las caracteristicas sensoriales del

mismo?°.

1.6.Hipotesis

H1: El aceite esencial de Origanum vulgare tiene efecto antibacteriano sobre los
coliformes y los meséfilos en carnes de hamburguesas preparadas
artesanalmente.

HO: El aceite esencial de Origanum vulgare no tiene efecto antibacteriano sobre
los coliformes y los meséfilos en carnes de hamburguesas preparadas
artesanalmente.

1.7.0bjetivos

Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare

sobre coliformes y meséfilos en carnes de hamburguesas preparadas

artesanalmente.

Objetivos Especificos

e Determinar el recuento de bacterias coliformes totales en carnes de
hamburguesa preparadas artesanalmente con aceite esencial de Origanum
vulgare a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.

e Determinar el recuento de bacterias mesofilas viables en carnes de
hamburguesa preparadas artesanalmente con aceite esencial de Origanum
vulgare a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.

e Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare

sobre coliformes totales.
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e Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare

sobre bacterias mesoéfilas viables.

. METODO
2.1.Disefio de investigacion

Experimental de estimulo creciente
M1: 0%

M2: 25%

M3: 50%

M4: 75%

M5: 100%

Procedimiento

En la preparacion de aceite esencial, se utilizé la técnica de arrastre de vapor
de agua. La extraccion con vapor, se lleva a cabo a presion atmosférica: si los
componentes pueden sufrir hidrolisis, el proceso se efectia a presion reducida.
Los extractores constan de las siguientes partes: una fuente de calor que
genera vapor (cocina), un balén para alojar tallos y hojas del orégano, un
embudo de decantacion y condensador. El Origamun vulgare (hojas y tallos) se
seca a una temperatura de 45° C durante cuatro dias, y luego es colocada
dentro de un balén, donde se incorpora directamente vapor saturado, el cual es
producido por una estufa eléctrica y a presiones mas elevadas que la
atmosférica, el vapor de agua atraviesa las hojas y el tallo del Origanum vulgare
colocada en el balon, donde extrae y arrastra el aceite esencial que tiene bajo
punto de volatilizacion y lo lleva hasta el condensador, donde al enfriarse se
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condensa y es donde se separa el agua con el aceite por densidad. El aceite
es mas denso que el agua, queda al fondo; de esta manera es facil la

separacion.?®

Luego de obtener el aceite esencial de Origanum vulgare, se le agrego como
parte de los ingredientes a las carnes de hamburguesa, en las diferentes
concentraciones (100%, 75%, 50% y 25%) dejandolas a temperatura ambiente
por un tiempo de 6 horas. También se realizaron dos grupos controles, el
primero al momento de la preparacion de las carnes y el segundo luego de las 6

horas, este procedimiento tubo cuatro repeticiones.

En la preparacion de la muestra Se colocé 225 ml de solucion de NaCl al 0.9%
(SSF) en un matraz estéril de 500 mL y se incorporaron 25 g. de carne de
hamburguesa preparada artesanalmente. Se agitd suavemente en forma
giratoria en ambos sentidos. Asi, la dilucién de la muestra quedo al décimo (10
1). Después, se formd una bateria de diluciones, de acuerdo a los siguientes
pasos: Se colocaron en una gradilla, 5 tubos de ensayo estériles de 15x150
mm rotulandolos con 102, 103, 104, 10°, 10°® y 107, luego se agregé a cada
tubo 9 mL de SSF estéril. Se tomé 1mL de solucién 101 del matraz y se agrego
al tubo 102, donde se agito en un vortex e inmediatamente después se tomé 1
mL del tubo 10y se agregd al tubo 103, se agito y se prosiguié con el mismo
mecanismo hasta llegar al tubo 10~.

La determinacién de microorganismos Coliformes totales por el método del
NUumero mas Probable (NMP), se basa por la capacidad que tiene este grupo de
bacterias en fermentar la lactosa con produccion de acido y gas.?” para esto se
colocaron en una gradilla 3 tubo de 12 x 100 mm en donde se agreg6 a cada
tubo 6ml del medio de cultivo (caldo verde brillante Merck) estéril. Luego, se
adiciono 0.3 ml de la disolucién 10, 10?2y 103 y se rotularon los tubos, segln
la disolucion agregada. Todo esto frente a un mechero en condiciones de
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asepsia y bioseguridad, después se llevaron a la incubadora a 30° C por 24

horas.

La determinacién de microorganismos mesofilos por la técnica de recuento de
placa, la cual se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” o UFC
presentes en un gramo o mililitro de muestra. 2’ Para el recuento de
microorganismos aerobios mesofilos viables, se utilizé el método de siembra
por incorporacion; para ello, se colocaron sobre la mesa de trabajo 3 placas
Petri estériles donde se agregaron 18 a 20 ml aproximadamente de medio de
cultivo estéril (Agar PCA Merck), se dejé solidificar el medio de cultivo y con la
ayuda de una micropipeta se sembré 0,1 ml de la dilucién 10 a una placa, 0,1
ml de la dilucién 10® y 107a la otra placa, y se rotularon las placas, segln sea
la dilucion agregada. Todo esto frente al mechero en condiciones de asepsia y
bioseguridad. Después, se invertiran las placas y llevaran a la incubadora a
30°C por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion se realizo el recuento de

colonias.

2.2.Variables y operacionalizacion de variables

_ Definicion Definicion _ Escala de
Variable _ Indicadores o
conceptual operacional medicion
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Concentracion
aceite esencial

Origanum Vulgare

del

de

El aceite esencial

es el aceite volatil y

oloroso de la
planta, producido
por glandulas

secretoras o células
especializadas
dentro del tejido
vegetal o bien en la
superficie de esta.
Los aceites

esenciales son el

resultado del
metabolismo
secundario de las

plantas.?8

Se

cuatro

considera

concentraciones
diferentes y

control placebo.

M1: 0%
M2: 25%
M3: 50%
M4: 75%
M5: 100%

Tiene
efecto: Si
logra reducir
el recuento
de bacterias
coliformes.

No

efecto: si no

tiene

logra
disminuir el
recuento de
bacterias

coliformes.

Cualitativa

Nominal
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Recuento de | El grupo coliforme <50 UFC/g
coliformes se define como Coliformes Apto para el
todas las bacterias | totales con consumo | Cualitativa
Gram negativas de | caldo verde Ordinal
, tocal brillante. Se 0 5 500
origen fecal en considera la 50ab5
forma bacilar, norma técnica UFC/g en
aerobias 0 NTS 0071 - riesgo
anaerobias 2008 =
MINSA 30
facultativas, son > 500
oxidasa negativa, UFCl/g
no forman esporas No apto
y presentan para el
actividad consumo
enzimatica de la B-
galactosidasa.?®
Recuento de | En este grupo se Mesofilos en < 10°UFC/g | Cualitativa
mesofilos encuentran todas | 98T PCA.Se | anto parael | ordinal
| _ considera la
as bacterias, norma técnica consumo
capaces de crecer | NTS 0071 —
en presencia de 2008 - 10% a 107
] MINSA.20
oxigeno a una UFC/g en
temperatura riesgo
adecuada entre
20°C y 45°C.3t >10" UFCl/g
No apto
para el
consumo
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2.3.Poblacion, muestra 'y muestreo
Muestra: 30 carnes de hamburguesas

Muestreo: No probabilistico, aleatorio por conveniencia.

2.4.Métodos de andlisis de datos
Prueba estadistica ANOVA para comparar los promedios de los recuentos de

bacterias obtenidos en las diferentes de aceite esencial de Origanum vulgare.

2.5.Aspectos éticos
e Veracidad de los datos

e Respeto a la propiedad intelectual
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. RESULTADOS

Presencia de Coliformes en carne de hamburguesa preparada artesanalmente segun

concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare

Concentracion
Coliformes Control|l Control Il 100% 75% 50% 25%
N° % N° % N° % N° % N° % N° %

No apto 4 100 4 100 4 100 4 100 4 100 4 100
Apto 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Total 4 100 4 100 4 100 4 100 4 100 4 100

En la tabla 1, se aprecia una totalidad de muestras con un resultado de no apto para
el consumo por la presencia de >1100 UFC/g de coliformes en carne de
hamburguesa preparada artesanalmente, segun concentraciones de aceite esencial

de Origanum vulgare.
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Presencia de Mesofilos en carne de hamburguesa preparada artesanalmente segun

concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare

Concentracion
Mesofilos  Control | Control Il 100% 75% 50% 25%
N° % N° % N° % N° % N° % N° %
Apta 4 100 4 100 2 50 2 50 4 100 4 100
Noapta O 0 0 0 2 50 2 50 O 0 0 0
Total 4 100 4 100 4 100 4 100 4 100 4 100

En la tabla 2, se aprecia 50% de muestras son aptas para consumo humano en
concentraciones de 75% y 100% con aceite esencial de Origanum vulgare y no apto
el otro 50% de las muestras restantes, por presentar >10’ UFC/g de mesofilos en

carne de hamburguesa preparada artesanalmente.
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Andlisis de varianza de las UFC de Mesdfilos segun concentraciones de aceite

esencial de Origamun vulgare

Fuentes de variacion ~ Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 226975,5 5 45395,1 4,059 0,012*
Dentro de grupos 201301,9 18 11183,4

Total 428277,5 23

*p<.05

En la tabla 3, se evidencia una diferencia estadistica significativa entre la presencia
de UFC de Mesdfilos segun concentraciones de aceite esencial de Origanum

vulgare.
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Tabla 4. Prueba de comparaciones multiples de Duncan de la presencia de UFC de

Mesdfilos segun concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare

Subconjunto para alfa = 0.05

Concentracion (%) N
1 2

75% 4 106,18

100% 4 126,58

50% 4 262,75
Control | 4 333,00
Control Il 4 333,00
25% 4 333,00
Sig. ,062 ,400

En la tabla 4, se observa una igualdad estadistica entre la UFC de Mesofilos con
concentraciones de 75% a 100% y una igualdad estadistica entre los controles 1 y Il y
los grupos para concentraciones de 25% - 50%, formandose dos grupos

estadisticamente diferentes.
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IV. DISCUSION

El objetivo general del presente trabajo de investigacion fue determinar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare (AEOV) sobre coliformes
y mesofilos en carnes de hamburguesas preparadas artesanalmente. Como se
puede observar en la tabla 1, se aprecia una totalidad de muestras con un
resultado de no apto para el consumo, porque hay presencia de >1100 UFC/g
de coliformes en carne de hamburguesa preparada artesanalmente, segun
concentraciones de AEOV, demostrando asi que no hay efecto del aceite
esencial sobre este tipo de bacterias. En general son mas efectivos los aceites
de las especias y hierbas frente a organismos Gram positivos, que frente a
bacterias Gram negativas®. Desde otro punto de vista en la investigacion de
Gomez A.33 donde demostraron el potencial antimicrobiano de los aceites
esenciales de orégano (Origanum vulgare), llegaron a la conclusién que la
accion antimicrobiana de los aceites esenciales se reduce considerablemente en
carnes, productos cérnicos y pescado con alto contenido de grasa.

En la tabla 2, se aprecia 50% de muestras son aptas para consumo humano en
concentraciones de 75% y 100% con aceite esencial de Origanum vulgare y no
apto las muestras restantes, por presentar >107 UFC/g de mesdfilos en carne de
hamburguesa preparada artesanalmente, por lo tanto hay efecto del AEOV
sobre mesofilos, reduciendo la carga microbiana. Estos datos son semejantes a
los que reporto Hilbay L. 34 que al realizar la estimacién de tiempo de vida util de
la carne de cuy sometida a un tratamiento con aceite de orégano al 30%, por
medio del desarrollo de Aerobios mesdfilos. Obteniendo como resultado 1.5x102
Ufc/g; logrando mantener un color, olor, sabor, aceptable y una vida util de 40
dias mantenida a 4°C.

En la tabla N° 3, Analisis de varianza de las UFC de Mesofilos segun
concentraciones de aceite esencial de Origamun vulgare, se evidencia una
diferencia estadistica significativa entre la presencia de UFC segun

concentraciones. Y en la tabla 4, se observa una igualdad estadistica entre la
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UFC de Mesdfilos con concentraciones de 75% a 100%. En un estudio realizado
por Solis P.2! en carne de pollo, utilizando aceite esencial de orégano vy
tomillo, presentd un efecto antibacteriano sobre Salmonella spp. y S.
aureus, en concentracion total (100 %), logrado reducir la carga microbiana.
Por lo tanto las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) requeridas en

alimentos son mayores a las registradas in vitro32,
El presente estudio también demuestra que el aceite esencial de Origanum

vulgare es efectivo como bioconservador en carnes de hamburguesas

preparadas artesanalmente.
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V.

CONCLUSION

Mediante el estudio realizado se evalud el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Origanum vulgare sobre coliformes y mesofilos en carnes de
hamburguesas preparadas artesanalmente, logrando asi el desarrollo de
un método de conservacion, mejorando el tiempo de vida util del alimento
en comparaciéon al grupo control.

En la evaluacion del recuento de bacterias coliformes totales, todas las
pruebas dieron resultaron negativos en las diferentes concentraciones., al
presentar muestras con un resultado de no apto para el consumo por la
presencia de >1100 UFC/g de coliformes en carne de hamburguesa
preparada artesanalmente, segun concentraciones de aceite esencial de
Origanum vulgare.

Se determind el recuento de bacterias mesdfilas viables en carnes de
hamburguesas preparadas artesanalmente con aceite esencial de
Origanum vulgare en las diferentes concentraciones, demostrando asi
que ha concentraciones del 75y 100% hubo una reduccién notable de la
carga microbiana.

No hay efecto antibacteriano del aceite esencial de Origamun vulgare
sobre las bacterias coliformes totales.

Hay efecto antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare sobre

las bacterias mesofilos viables.
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VI.

RECOMENDACIONES

Capacitar a los vendedores de hamburguesas sobre los métodos
naturales de conservacion de las carnes.

Educar a los vendedores sobre las buenas practicas de manipulacion de
alimentos

Estudiar y Realizar trabajos de investigacion sobre el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Origanum vulgare en las bacterias
coliformes totales presentes en la carnes de hamburguesas preparadas
artesanalmente.

Estudiar el comportamiento del aceite esencial en otros tipos de carnes y
alimentos perecederos para prolongar el tiempo de vida util.

Identificar cuales son las bacterias que reaccionan frente al aceite
esencial de Origanum vulgare.
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ANEXOS
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Figura 1. Presencia de Coliformes en carne de hamburguesa preparada

artesanalmente segun concentraciones de aceite esencial de Origanum

vulgare. Fuente: Tabla 1
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Figura 2. Presencia de Mesofilos en carne de hamburguesa preparada

artesanalmente segun concentraciones de aceite esencial de Origanum
vulgare. Fuente: Tabla 2.
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Extraccion del Aceite Esencial

Preparando medios de cultivos
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Pesando las muestras de carde de
hamburguesa

Agregando el aceite esencial de
Origanum vulgare a las muestras
de carne

34



Siembras de muestras

Siembras de muestras
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