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Por cuestiones de confidencialidad el nombre de la planta bajo estudio, asi
como gran parte de la informacion referente a ella, ha quedado restringido en
esta tesis.
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l. INTRODUCCION

La actividad diaria de los consumidores se ha intensificado y el tiempo para
preparar alimentos ha disminuido, asi que la demanda de productos
empacados, conservados y procesados se ha incrementado. Por otra parte,
también hay una gran demanda de alimentos mas saludables (menos sal,
azucar, y quimicos) y producidos con nuevas tecnologias para prevenir el
crecimiento de bacterias patégenas.

Es bien conocido que las bacterias mas involucradas en las enfermedades
transmitidas por alimentos son: Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp.,
Listeria  monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Yersinia
enterocolytica, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, y Campilobacter
jejuni. Las toxinas de hongos mas encontradas en brotes de enfermedad han
sido las de Aspergillus flavus y Aspergillus paraciticus. Algunos virus implicados
en intoxicaciones por el consumo de alimentos son los rotavirus, adenovirus,
astrovirus, calicivirus y coronavirus.

La proteccion alimentaria contra microorganismos patdégenos y deterioradores
puede ser alcanzada por varios métodos, incluyendo manejo aséptico de los
alimentos para prevenir contaminacién, métodos fisicos como lavado,
calentamiento, irradiacion; o métodos para inhibir el crecimiento microbiano
tales como refrigeracion, congelacion, secado o adicibn de conservadores.
Desafortunadamente estas técnicas no pueden ser aplicadas a todos los
productos por los efectos indeseables que causarian en el alimento. En
consecuencia se investiga el efecto antimicrobiano de sustancias naturales,
con el fin de prevenir el desarrollo de microorganismos patdégenos en

alimentos, tales como derivados animales (lisozima, lactoferrina), derivados de
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plantas (hierbas, extractos, especias) y metabolitos microbianos (bacteriocinas,
peréxido de hidrégeno y acidos organicos). Los extractos vegetales constituyen
una fuente de sustancias antimicrobianas, que generalmente consisten en
fenoles o compuestos aromaticos que por sus propiedades redox, actian como
agentes reductores. El uso de aceites esenciales se considera una alternativa
natural a los conservadores quimicos debido a la actividad antimicrobiana de
distintas hierbas, especias y extractos. Algunos de los componentes vegetales
con actividad antimicrobiana son: compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes
alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonoides. Los acidos organicos y
sus sales son utilizados como aditivos en la conservacion de alimentos por su
efecto antimicrobiano y acidulante. Los acidos mas empleados en alimentos
son: acético, propioénico, lactico, citrico, benzoico y soérbico.

La carne constituye una matriz alimentaria compleja, con alto contenido de
proteinas y actividad de agua; condiciones que favorecen el desarrollo de
microorganismos. La carne de res en México es de las mas consumidas entre
la poblacién, con un consumo per capita superior al de carne de porcino (17.3
kg/afio vs 14.3 kg/afio) y es uno de los alimentos en los que se ha encontrado
con cierta frecuencia Salmonella y E.coli O157:H7; por lo que existe una
regulacion estricta para el control de estos patdgenos en carne cruda. Debido a
ello, se han propuesto diferentes procedimientos de desinfeccién de la carne
cruda en canal para eliminar o reducir la concentracion de los microorganismos
patdgenos a niveles no peligrosos.

En esta investigacion se probd el efecto antimicrobiano de distintas
concentraciones de extracto vegetal y de acido acético en carne cruda de res,

contra E.coli O157:H7 y Salmonella Typhimurium.
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II. ANTECEDENTES

2.1 Antimicrobianos naturales

Los antimicrobianos de origen vegetal se extraen de plantas, hojas, flores,

frutas, especias y hierbas (Naidu, 2000); la actividad antimicrobiana que

poseen se atribuye a la fraccion oleosa; sin embargo se limita el uso de aceites

esenciales en alimentos porque tienen propiedades saborizantes y se requieren

altas concentraciones para que sean efectivos (Saidana et al. 2007). Se

considera que especias como canela, semilla de mostaza, orégano, romero,

tomillo, vainilla y ajo, poseen actividad antimicrobiana (Bower, 2003).

Aceites esenciales de especias como orégano y canela, poseen carvacrol,

cinamaldehido y citral, compuestos que reducen la poblacion de bacterias

patdgenas tales como E. coli O157:H7 (Wen-Xian, 2008). Otras especias y sus

compuestos activos se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Especias y sus compuestos con actividad antimicrobiana

Hierba/espe- Compuesto activo Hierba/especia/ Compuesto activo
cia vegetal
Pimienta eugenol, metil eugenol Menta a-,p-pineno, limoneno,
1,8-cineol
Alcaravea Carvona Cebolla D-n-propil disulfuro,
metil-n-propil disulfuro
Canela cinamaldehido,eugenol Orégano Timol, carvacrol
Clavo eugenol, eugenol Pimienta monoterpenos
acetato
Cilantro D-linalol, D-a-pineno Romero Borneol, 1,8-cineol,
B-pineno bornil acetato
Comino cuminaldehido Salvia 1,8-cineol, borneol
Ajo dialil disulfuro, dialil Tomillo Timol,carvacrol,

trisulfuro, alil propil
disulfuro

mentol, mentona




Los compuestos fendlicos se encuentran en los tejidos vegetales como fenoles
simples o sustituidos, principalmente como glucésidos o formas mas complejas
como moléculas polimerizadas con altos pesos moleculares. Flavonoides,
acidos fendlicos, lignina y polimeros fenélicos complejos (taninos poliméricos)

son tipicos de fresas, frambuesas y moras (Peter, 2004).

Las saponinas son compuestos que protegen a las plantas de stress y también
poseen actividad antibacterial, antifangica y antiviral. Este amplio espectro de
actividad antimicrobiana puede ser utilizado en la protecciéon de los alimentos;
sin embargo, las diferentes formas de saponinas también difieren en su

actividad y su aislamiento en grandes cantidades sigue siendo un reto.

Los glucosinolatos son abundantes en varias hortalizas que pertenecen a la
familia de las cruciferas tales como coles de Bruselas, brdcoli, mostaza, rabano
y rutabaga. Los glucosinolatos volatiles tales como los isotiocianatos tienen un

amplio rango de actividad antimicrobiana y antifingica.

Probablemente los sistemas antimicrobianos mejor caracterizados se han
encontrado en el jugo de cebolla (Allium cepa) y ajo (Allium sativum) a causa
de que el crecimiento y la produccion de toxinas de muchos microorganismos
se han inhibido, al utilizar el jugo de estos vegetales, incluyendo Bacillus
cereus, Clostridium botulinum tipo A, E.coli, Lactobacillus plantarum,
Salmonella, Shigella y Staphylococcus aureus, y el hongo Aspergillus flavus, A.
parasiticus, Candida albicans, Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces,
Torulopsis, y Trichosporon. El mayor componente antimicrobiano del ajo es la
alicina (dialil tiosulfinato;tio-2-propeno-1-acido sulfinico-5-alil éster) (Mendoza,

2008) y es mas efectivo en Gram-positivas que en Gram-negativas (Bailey,
4



1944). La presencia de dialil sulfuro en carne de res reduce significativamente
microorganismos aerobios nativos e inhibe el crecimiento de bacterias
patégenas inoculadas (S. typhimurium, E. coli O157:H7, L. monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Campylobacter jejuni) los resultados de este estudio
sugieren que la aplicaciéon de estos compuestos organo sulfurados en carne o
en otros sistemas alimentarios pueden elevar la seguridad microbioldgica (Yiny

Cheng, 2001).

Las pasas por su alta concentracion de compuestos fendlicos tienen actividad
antimicrobiana. Al utilizar un extracto de estos frutos secos se observd
inhibicibn de S. choleraesuis, E.coli O157:H7 y Saccharomyces fermenti

(Bower, 2003).

Los ardndanos contienen algunos &cidos organicos, &acidos fendlicos,
flavonoides y muchos otros compuestos polifendlicos (Kim y Lee, 2005). Acidos
organicos tales como el citrico y malico juegan papeles importantes en las
propiedades antimicrobianas de los ardndanos. Los &cidos fendlicos en
arandanos incluyen acido benzoico, &cido cafeico, acido p-cuméarico, acido
clorogénico y acido ursdlico (Chen et al. 2001). Un experimento en el que se
utilizé el extracto de este fruto en carne de res inoculada con patégenos, la cual
fue tratada con un concentrado de arandano y los resultados mostraron que
bacterias como S. Typhimurium se redujeron significativamente después de 3
dias a 21 °C, E.coli O157:H7, L. monocytogenes y S. aureus se redujeron de

2.3 - 4.1 log ufc/g a 7 °C (Xujian et al. 2007).



2.1.2 Mecanismo de accion bactericida

La membrana citoplasmatica en los microorganismos se compone de una
bicapa de fosfolipidos con proteinas embebidas. Es semipermeable y regula la
transferencia de solutos y metabolitos dentro y fuera del citoplasma. También
se asocia a importantes enzimas relacionadas a funciones metabdlicas. La
membrana citoplasmética es frecuentemente considerada como el mayor
objetivo para agentes biocidas (Maillard, 2002). El fenol o &cido carbdlico, y sus

derivados son microbicidas que actuan al nivel de la membrana (Paulus, 1993).

Los aceites esenciales dafian las propiedades estructurales y funcionales de
las membranas y esto se refleja en la disipacion de dos componentes de la
fuerza motriz de protones: el gradiente de pH (ApH) y el potencial eléctrico
(AW). El carvacrol, un compuesto activo de muchos aceites esenciales,
desestabiliza la membrana citoplasmatica y las membranas exteriores y actta
como un ‘“intercambiador de protones” resultando en una reduccion del
gradiente de pH. El colapso de la fuerza motriz de protones y el agotamiento de

la reserva de ATP eventualmente causan la muerte celular (Peter, 2004).

Se ha propuesto que el mecanismo de accidon antimicrobiano de los taninos
incluye la inactivacion de enzimas extracelulares y la privacion de sustancias
requeridas para el crecimiento microbiano a través de la inhibicion de la
fosforilacion oxidativa. Otro mecanismo antimicrobiano puede ser la unién de
los taninos con iones metdalicos, necesarios para el desarrollo bacteriano

(Scalbert, 1991).



En general el modo de accion de aceites esenciales es dependiente de la
concentracion; bajas concentraciones inhiben enzimas asociadas a la
produccion de energia mientras que cantidades mas altas son capaces de
precipitar proteinas. Sin embargo, es incierto si el dafio a la membrana esta
cuantitativamente relacionado a la cantidad del compuesto antimicrobiano al

cual la célula se expone (Peter, 2004).

En especies Gram-negativas, la membrana exterior es una barrera efectiva
contra sustancias hidrofobicas y macromoléculas. La permeabilidad de la
membrana exterior se regula por canales hidrofilicos conocidos como porinas.
Sin embargo, es posible debilitar especificamente a la membrana externa con
varios agentes que desintegran la capa de lipopolisacarido. Estos agentes se
llaman permeabilizantes. Se ha reportado que algunos compuestos de aceites
esenciales, tales como pequefios terpenoides y compuestos fendélicos tienen
actividad sobre la membrana externa (Poole 2004; Tegos et al. 2002; Nikaido,

2003).

En general bacterias Gram-positivas son mas sensibles que las Gram-

negativas a compuestos antimicrobianos presentes en especias (Peter, 2004).

2.2 Matriz alimentaria;: Carne de res

La carne se define como aquellos tejidos animales que pueden emplearse
como alimento y ha formado parte de la dieta humana desde la prehistoria y la
aparicion de la caza. El valor nutrimental de la carne es alto, pues se le
considera un alimento altamente proteico, ya que aproximadamente el 95% del

nitrogeno total del musculo es proteina y 5%: pequefios péptidos, aminoacidos



y otros compuestos. La carne es también una fuente de minerales y vitaminas

(Forrest,1979; Varnam, 1998).

En el mundo hay una variedad muy grande de mamiferos, aves e incluso
reptiles cuya carne es consumida por los humanos. Sin embargo,
comercialmente el pollo, vacuno, cerdo y ovino son los animales que tienen
mayor importancia en la produccion, por ello estos mamiferos se domestican y

crian especificamente para producir carne (Varnam, 1998).

La carne provee un ambiente ideal para el crecimiento microbiano tal como un
pH 6ptimo (5.8-6.8), una elevada actividad de agua (aw =0.99), una gran
variedad de compuestos nitrogenados y factores esenciales para el crecimiento

tales como minerales y vitaminas (Davies, 1998).

Por tal razén la carne esta asociada a una gran variedad de microorganismos
patégenos, pues ha habido varios brotes de enfermedades causadas por éstos;
relacionados al consumo de carne de pollo, res y otros animales (Ranken,

2000; Kerry, 2002).

Las carnes rojas y de pollo son las que provocan mas intoxicaciones en los
Estados Unidos y en otros paises, por ejemplo 47% de los brotes en Bélgica,
38% en Suiza y 45% en Reino Unido son atribuidos al consumo de este tipo de

carnes (Kerry, 2002).

2.2.1 Flora microbiana de la carne

La microbiologia de la carne roja se determina por las condiciones bajo las

cuales los animales son sacrificados y procesados, ya que una poblacion



bacteriana elevada en las canales es propia de rastros que operan con

deficientes précticas sanitarias.

Por lo tanto los contaminantes bacterianos de mayor interés en la carne
provienen del rumen, la piel, la materia fecal, el equipo y contaminacién por

parte de los operarios (Fernandez, 2000).

La biota que generalmente se encuentra en la carne después del sacrificio 0
del almacenamiento, se conforma por bacterias Gram-negativas tales como:
Pseudomonas, Moraxella, Psychrobacter, Acinetobacter, Aeromonas, Proteus,
Flavobacterium,  Escherichia, @ Enterobacter, Serratia, Psychrobacter,

Citrobacter, Salmonella y Campylobacter.

Entre las Gram-positivas se encuentran bacterias pertenecientes a los géneros:
Bacillus, Sarcina, Micrococcus, Clostridium, Enterococcus, Lactococcus,
Pediococcus, Kurthia, Staphylococcus, Lactobacillus, Carnobacterium,

Leuconostoc, Microbacterium y Brochotrix.

Por su ubicuidad un gran numero de hongos se encuentran en la carne,
incluyendo los géneros Penicillium, Mucor, Cladosporium, Thamnidium,
Sporotrichum, Monilia, Geotrichum, Mucor Penicilium, Rhizopus Fusarium,

Monascus y Alternaria (Fernandez, 2000).

En cuanto a las levaduras las que se encuentran en mayor cantidad en carne
son Candida, Rhodotorula, Torulopsis, Debaromyces y Cryptococcus (Jay,

2002).



Un grupo de especial importancia son las bacterias psicrotrofas debido a que

ordinariamente la carne se mantiene bajo refrigeracién. (Fernandez, 2000).

2.2.2 Técnicas de descontaminacién en la carne

La descontaminacion es un tratamiento microbicida aplicado a la carne fresca
con dos objetivos: reducir el numero de patdégenos en la carne y el segundo

reducir la carga microbiana total (Garcia, 2006).

Existen distintos procedimientos de descontaminacién, los métodos fisicos son:

1.- Lavado: para lavar la carne se utiliza agua, sin embargo, esta sélo sirve
para remover suciedad, ya que no reduce significativamente la carga
microbiana en la carne. Si el agua se utiliza a una alta temperatura la reduccién
de microorganismos es mayor, sin embargo, las altas temperaturas pueden
afectar la apariencia de los tejidos. Por otro lado, se creia que el lavado con
agua distribuia los microorganismos por todo el canal, pero estudios han
encontrado que hay muy poca diferencia en la distribuciébn de coliformes

fecales antes y después del lavado en canales de res (Kerry, 2002).

2.- Tratamientos con vapor: se aplica vapor de 5 a 10 segundos a temperaturas
de 80°C o méas, seguido del enfriamiento rapido de la superficie, para lograr

altas reducciones de bacterias en la carne sin afectar su apariencia.

3.- Pasteurizacion por vapor. Este sistema consiste en una cabina de
pasteurizacion por vapor situado al final de la linea de faenado. En la primera
etapa la superficie de las medias canales se seca con chorros de aire
comprimido. A continuacion, se somete al tratamiento en una camara de vapor

de baja presion a una temperatura de 90.5 °C. Finalmente se enfria por
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aspersion de agua fria a 4.5 °C. La duracién del proceso es de unos 30

segundos.

4.- Radiaciones ionizantes. Las radiaciones del orden de 2.5-3 kGy permiten
eliminar los microorganismos patégenos no esporulados de procedencia
entérica, y todo esto de forma inocua para el consumidor en términos de
radioactividad inducida y de formacion de sustancias toxicas, sin efectos
desfavorables en los caracteres organolépticos del producto. Su mayor
inconveniente radica en que penetran sélo 1-2 cm, por lo que no pueden

utilizarse para piezas grandes (Garcia, 2006).

5.- Altas presiones. Esta tecnologia se ha ensayado con cortes de carne
pequefios y carne molida, en las cuales inactiva las formas vegetativas, pero no

es eficaz frente a las esporas (Garcia, 2006).

Algunos de los procedimientos quimicos son:

1.- Acidos organicos: los 4&cidos organicos son utilizados en la
descontaminacion de la carne debido a que inhiben el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos (Theron et al. 2007); la accion de los acidos
organicos como bactericidas depende de tres factores: el pH, la disociaciéon del
acido y el efecto especifico relacionado a la molécula acida (Price et al. 1994;

Kerry, 2002).

Se piensa que la accion inhibitoria es el resultado de que la forma no disociada
cruza la membrana plasmatica y entra a la célula bacteriana. Una vez dentro de

la célula el acido se disocia porque hay un pH mas alto (Theron, 2007).
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El &cido acético y el lactico han sido los mas aceptados para la sanitizacion de
canales (Berry et al. 2000) y se encuentran en la formulacion de varios
compuestos empleados en la sanitizacion de canales de carne, como el Activin
que es una combinacién de lactoferrina y acido lactico la cual resulta muy
efectiva (Russell, 2003). La aplicacion de este tipo de soluciones se aconseja

gue sea antes del enfriamiento, por duchado en cabinas especiales.

La eficacia de los acidos organicos es mayor a temperaturas de 50-55°C. Las
repercusiones negativas (cambio de color, la grasa adquiere un tono gris
oscuro, sabores y olores anormales) parece que so6lo se producen a
concentraciones mayores del 2%. Existen dos hechos negativos: los acidos
organicos producen dafos de los que las bacterias se pueden recuperar y el

segundo es resistencia a estos acidos (Garcia, 2006).

Los acidos organicos utilizados como bactericidas en carne para salchichas
hacen que las cuentas totales disminuyan de 0.8 a 1.3 log 10 UFC/cm? cuando
se usa L-acido lactico al 1.25%.En carne desinfectada con &cido acético las
cuentas microbianas de la superficie de la carne descienden en nivel de 1.4710

UFC/cm?(Wan et al., 2007).

2.- Agentes quimicos: el cloro es el desinfectante mas utilizado en la industria
alimenticia; las formas en las que se utiliza son cloro gaseoso (Cl2), hipoclorito

de sodio (NaOCI), hipoclorito de calcio (Ca (OCI)2) y diéxido de cloro (ClO2).

La utilizaciobn de soluciones con altas concentraciones de cloro en el rastro

tiene los inconvenientes de: olores intensos, corrosion del equipo, irritacion de
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los ojos de los operarios y posible formacion de cloraminas, al reaccionar con

los compuestos nitrogenados de la carne (Garcia, 2006).

Cabe mencionar que en Estados Unidos no se permite el tratamiento de carne
con este tipo de compuestos, no obstante, se han hecho estudios en los que se
ha aplicado cloro en canales a una concentracion de 200 ppm o mas altas;
dando como resultado una disminucion de 2 log en el nimero de bacterias

totales (Kerry, 2002).

El ozono es otra sustancia quimica utilizada por su efecto antimicrobiano. El
ozono es soluble en agua, generalmente se encuentra como gas y es un
poderoso agente oxidante. Se sabe que distintos factores como la temperatura,
la humedad relativa, pH, etapa de desarrollo microbiano y materia organica
presente afectan la accion antimicrobiana del ozono. Aunque puede ser usado
como antimicrobiano puede afectar algunas caracteristicas de la carne, tales
como el color, pues los pigmentos de la carne son sensibles a la oxidacion por

altas concentraciones de ozono (>10 ppm) (Kerry, 2002).

Otros procedimientos para la descontaminacién de la carne son:

1.- Combinaciones: Es el uso de dos o mas de los tratamientos antes
mencionados. Por ejemplo, en un estudio se utilizé6 un acido organico junto con
un proceso de irradiacion para controlar el crecimiento de microorganismos
patogenos y bacterias deterioradoras como L. monocytogenes, E.coli O157:H7
y Yersinia enterocolitica. En dicho estudio se demostro que el uso de acidos
organicos (acido ascorbico), en concentraciones de 0.5% p/p antes de un

tratamiento de irradiacion estabilizan el color de la carne durante el
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almacenamiento incrementando su vida de anaquel sin afectar el color (Giroux

et al. 2001)

2.- Otros métodos: El efecto antimicrobiano de las bacterias acido lacticas ha
sido usado por afios para extender la vida de anaquel de los alimentos. Las
bacterias acido lacticas pueden producir un alto rango de metabolitos
antimicrobianos los cuales incluyen acidos organicos, diacetil, acetoina,

perdxido de hidrégeno y bacteriocinas.

Se ha probado que las cepas de bacterias &cido lactica incluyendo Lactobacilus
sakei y Lactobacillus curvatus han mostrado tener habilidad para reducir

significativamente la descomposicion de la carne (Katikou et al. 2005).

2.3 Microorganismos utilizados
2.3.1Salmonella Typhimurium

Salmonella es un género bacteriano, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae integrado por gérmenes de forma bacilar, no esporulados,
habitualmente moviles mediante flagelos peritricos que fermentan la glucosa
con produccion de gas. No fermentan la lactosa. (Anderson et al. 2000). Son
bacterias Gram-negativas, aerébicos facultativos relacionadas con E.coli,
Shigella spp y otras bacterias entéricas (Madigan, 1997). El intervalo de pH en
el que puede crecer esta comprendido entre 4.1 y 9.0, multiplicAndose en

alimentos de baja acidez (Fernandez, 2000).

Virtualmente, todas las Salmonella son patdégenas para los humanos, mas de

1400 serotipos son conocidos y clasificados como patégenos dentro de las

14



especies de Salmonella. S. Typhimurium es la causa mas comun de

salmonelosis en humanos.

La salmonelosis mas comun es la enterocolitis producida por Salmonella. La
ingestion de alimentos conteniendo 10° - 108 células de Salmonella viables
deriva en la colonizacion del intestino delgado y grueso. La aparicion de la
enfermedad ocurre 8 a 48 horas después de la ingesta. Los sintomas incluyen
un repentino dolor de cabeza, escalofrios, vomitos y diarrea, seguido de fiebre

durante varios dias. (Madigan, 1997)

Animales productores de alimento como los pollos y el ganado pueden también
ser portadores de Salmonella patégena para humanos, que pueden pasar a los

alimentos frescos como huevos, carne y productos lacteos.

Otros alimentos comunmente implicados en los brotes de salmonelosis son las
natillas, pasteles con crema, merengues y productos que incluyen huevo sin

cocinar (Madigan, 1997).

2.3.2 Escherichia coli

Escherichia coli, es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo y es la
bacteria mas abundante en el intestino grueso del ser humano. La mayoria de
las cepas actian como comensales que protegen frente a la infeccion al
competir con patdgenos intestinales. Algunas cepas de E.coli son patégenas y
constituyen la principal causa de diarrea en nifios en paises en vias de
desarrollo. Las cepas patégenas de E.coli poseen una serie de factores de
virulencia de los que carecen las cepas no patogenas; asi las primeras pueden

adherirse a las células humanas, invadir los tejidos y producir toxinas. Segun
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qué tipos de factores de virulencia posea una determinada cepa patdgena, las
que afectan al tracto intestinal pueden clasificarse en: cepas enterotoxigenas
(ECET), enteroinvasivas (ECEI),enteropatdgenas (ECEP), enterohemorragica
(ECEH), enteroadherente (ECEA) y enteroagregativa (ECEG) (Ingraham,

1998).

Las cepas enterotoxigenas poseen adhesinas que les permiten fijarse al
epitelio intesinal. Las cepas enteroinvasivas causan un sindrome disentérico;
estas cepas ademas de las adhesinas y las toxinas, producen proteinas
codificadas por plasmidos que permiten que la bacteria invada las células del
cuerpo humano. Esta toxina provoca la inhibicion de la sintesis proteica y

destruye las células de la mucosa intestinal, lo que produce disenteria y colitis.

Las cepas enteropatdgenas probablemente produzcan una toxina que destruye
las microvellosidades del epitelio intestinal. En este tipo de cepa las adhesinas

se encuentran en la membrana externa de su pared celular (Ingraham, 1998).

2.3.2.1 E coli O157:H7

E coli serotipo O157:H7 es una rara variedad de E.coli, un habitante normal en
el intestino animal y humano. El patégeno produce grandes cantidades de una
0 varias toxinas, llamadas Shiga toxinas, que causan serios dafos al tejido del
intestino y a otros érganos. E.coli 0157: H7 fue descubierta en 1982 durante un

brote de diarrea sanguinolenta causada por hamburguesas contaminadas.

Los bovinos y otros rumiantes son considerados los principales reservorios de
E.coli O157:H7, y es comunmente aislado de materia fecal de bovinos y ovinos

(Roldan et al. 2007).
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En Estados Unidos se ha estimado que las infecciones por E.coli O157:H7 son
responsables de al menos 20.000 casos de enfermedad y 250 muertes por
afo, con un costo financiero de entre 250 y 500 millones de délares (Roldan et

al. 2007).

Las infecciones por E.coli O157:H7 pueden ser una consecuencia del consumo
de leche cruda o carne poco cocida. La contaminacién de la carne durante la
faena es el principal modo de transmision de E. coli O157:H7 a los alimentos;
asi que los productos elaborados con carne picada han estado implicados en la
mayoria de los brotes, fundamentalmente asociados al consumo de
hamburguesas.

El consumo de leche cruda, inadecuadamente pasteurizada o contaminada
después del proceso térmico, de crema de leche y de quesos elaborados con
leche cruda ha sido asociado con brotes severos de enfermedades causadas

por E.coli 0157:H7(Roldan et al. 2007).

Otros alimentos identificados como vehiculo de E. coli O157:H7 son carne
asada, carne de venado ahumada, salami, yogurt, jugo de manzana no

pasteurizado, melén, papas, brotes de rdbanos y brotes de alfalfa.
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[ll. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

e Evaluar la potencia de una solucidén a base de un extracto fitoquimico y

acido acético en la desinfeccion de carne cruda de res.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto fitoquimico en carne cruda

de res contaminada con Salmonella Typhimurium y E. coli O157:H7.

e Evaluar el efecto antimicrobiano de una mezcla de extracto fitoquimico y
acido acético en carne cruda de res contaminada con Salmonella
Typhimurium y E. coli O157:H7.

e Comparar estadisticamente el efecto antimicrobiano de las distintas

soluciones utilizadas.
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IV. MATERIALES
4.1 Equipo
El material utilizado en esta investigacion fue el siguiente:
Agitador Vortex-Genie 2 (Scientific Industries, U.S.A)
Autoclave eléctrica SM 200 (Yamato Scientific, U.S.A)
Balanza analitica (Ohaus, U.S.A)
Campana de flujo laminar
Cuenta colonias (Darkfield Québex, Cta. American Optical, U.S.A)
Incubadora bacteriologica (Blue M, U.S.A)
Parrilla eléctrica (Thermolyne Cimarec, U.S.A)
Refrigerador (Lab-line Environeers Inc., U.S.A)
Rotavapor
4.1.2 Reactivos
Agua destilada
Antibiético Rifampicina
Etanol
Acido acético
4.1.3 Medios de cultivo
Medios de cultivo marca Bioxon
Agar cuenta estandar (ACE)
Diluyente peptona de caseina (DP)
Caldo Soya Tripticaseina (CST)

Agar Base Sangre (ABS)
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V. METODOS
5.1 Obtencion del extracto vegetal

Se pesaron 250 gr del vegetal y se licuaron con 500 mL de etanol. La mezcla
se colocé en un matraz y se dej6 a temperatura ambiente por 48 h
Posteriormente se tamiz6 en una malla de abertura 200 para remover todos los
tejidos vegetales; el liquido obtenido se colocdé en el rotavapor con una
temperatura de bafio de 60°C por 3 h a fin de eliminar el etanol. Se obtuvieron
29.04 gr de extracto de consistencia viscosa y olor agradable, lo que equivale a

un 11.61% de rendimiento.

5.2 Preparacién de la carne

Se utilizé pulpa de res, adquirida en una tienda departamental (Aurrerd) en
Pachuca, Hgo. La carne se corté en trozos de 2cm de largo por 1cm de ancho
y 1 cm de profundidad aproximadamente, en un ambiente no estéril y se coloco

en charolas de plastico.

5.3 Contaminacién de la carne

5.3.1Cepas

Se utilizaron 2 cepas resistentes al antibiotico Rifampicina: E. coli O157:H7 y
Salmonella Typhimurium. Para seleccionar las cepas resistentes a Rifampicina
se inicio con un cultivo incubado por 12 h a 35° C en CST, el cual se centrifugo
por 20 min a 3000 rpm, posteriormente se desecho el liquido de los tubos
centrifugados y la parte restante se suspendié en 1 mL de solucidon salina
isotonica. Un mL de la suspension obtenida se colocd en cajas petri que

contenian ACE y Rifampicina al 0.01%.
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Las placas inoculadas se incubaron a 35°C por 48-72 h. Las colonias que se
desarrollaron en el medio se estriaron en nuevas placas de ACE con
rifampicina. Las cepas se mantuvieron a 4-7°C en ABS inclinado y se activaron

inoculandolas en CST, 48 h antes de utilizarlas.

5.3.2 Inoculaciéon de la carne

Del cultivo de la cepa con una concentracién aproximada de 10° UFC/mL se
realizaron cuatro diluciones decimales en tubos con 9 mL de DP. Del cuarto
tubo de dilucion se tomaron 20 uL y se colocaron sobre el trozo de carne, la

carne inoculada se secé 1 h en la campana de flujo laminar.

5.4Tratamiento con la solucion de extracto vegetal y acido acético

Se utilizaron dos concentraciones de extracto vegetal: 0.1 g/mL y 0.05 g/mL,
que se colocaron en charolas de papel aluminio. La carne inoculada se
introdujo en estas charolas por 10 min. Posteriormente los trozos de carne se
retiraron de la charola con solucién y se colocaban en una charola de pléastico,

la cual se almacenoé a 4°C (esquema 1).

Se utilizaron tres concentraciones de acido acético: 0.1%, 0.5% y 1%v/v. El
tratamiento de la carne con las soluciones de &cido fue el mismo que con la
solucion de extracto. Cuando se testaba la solucién con acido acético y
extracto, el extracto se solubilizaba en la solucion de acido acético y se

procedia al tratamiento ya explicado.

Todos los estudios se realizaron por triplicado y el control se realizé poniendo

los trozos de carne con agua destilada.
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5.5 Recuento en placa

Cada trozo de carne sometido a un tratamiento se colocdé en una bolsa de
plastico con 20 mL de DP y se masaje0 por 2 minutos, con el fin de extraer las
células que se adhirieron a la carne. Se coloc6 1 mL del DP de la bolsa, en una
caja petri con AME vy rifampicina al 0.01%. Las placas se incubaron durante 48

h a 35°C.

El recuento se realizé a tiempos de 0, 24, 48, 72y 92 h.

Las colonias observadas se contaron y el valor obtenido se expres6 como

UFC/mL

5.6 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con el procedimiento de andlisis de varianza
(SAS version 8.0; SAS Institute Inc., Cary, N.C.). Se utiliz6 un disefio
completamente al azar con tres repeticiones. Se realiz6 la prueba de
comparacion de medias con el estadistico de la Diferencia Minima Significativa

al nivel de 5% de probabilidad de error.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Comparacion del efecto antimicrobiano de dos concentraciones de

extracto vegetal en E.coli O157:H7.

Se evalud el efecto antimicrobiano de dos concentraciones de extracto: 0.1
g/mL y 0.05 g/mL en trozos de carne de res inoculados con aproximadamente
2000 UFC de E.coli O157:H7. Los recuentos se realizaron en tres periodos de

tiempo (0, 24 y 120 h), las pruebas se realizaron por triplicado.

De los resultados obtenidos se realiz6 un andlisis estadistico (Tabla 1A de
anexos y Tabla 2) para obtener la diferencia minima significativa (DMS) entre el
efecto antimicrobiano de las dos concentraciones de extracto y los tres

periodos de tiempo.

Tabla 2. Comparaciéon de medias de log UFC/mL de E.coli O157:H7 al
utilizar dos concentraciones de extracto vegetal y su nivel de significancia

Concentracion de extracto Media de log UFC/mL
Control 1.30@
0.05 g/mL 1.232
0.1g/mL 0.86 P

Las medias con letra distinta son significativamente diferentes, DMS =0.2386
Por los resultados del andlisis estadistico, se infiere que la concentracion de
0.1g/mL es la més efectiva, porque tiene un efecto estadisticamente diferente a
la otra concentracion y la media mas baja de log UFC/mL en todo el
experimento. Este efecto se observa en la grafica 1, en la que el efecto
antimicrobiano se observa desde la hora 0 y se mantiene hasta las 120 horas;
en comparacion con el estudio hecho por Cutter (2000) en el cual el

antimicrobiano herbal utilizado tuvo efecto hasta los 7 dias de aplicado.
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Grafica 1. Comportamiento de E.coli O157:H7 en tres concentraciones y tres

periodos de tiempo.

—&— concentracion 0.1
4 - —#— concentracion 0.05
—&— control
—d
£ |
(@)
.
>
S
o 2
°
1
0+
0 24 48 72 96 120 144 168

Tiempo (horas)

Con lo anterior se infiere que el extracto vegetal utilizado posee sustancias
capaces de afectar el desarrollo de microorganismos inoculados en la carne al
momento de su aplicacion, y que el efecto antimicrobiano es proporcional a la

concentracion utilizada.

6.2 Comparacion del efecto antimicrobiano de dos concentraciones de
extracto vegetal en S. Typhimurium.

Se realiz6 un analisis estadistico (tabla 2A de anexos y tabla 3) de los
recuentos obtenidos, para obtener la diferencia minima significativa (DMS) de
los efectos de 0.1g/mL y 0.05g/mL de extracto en cinco periodos de tiempo

contra S.Typhimurium.
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Tabla 3. Comparacion de medias de log UFC de S. Typhimurium al
utilizar dos concentraciones de extracto vegetal y su nivel de

significancia
Concentracion de extracto Media de log UFC/mL
Control 1.892812
Extracto 0.05g/mL 1.882572
Extracto 0.1 g/mL 1.75011P

Las medias con letra diferente son significativamente diferentes, DMS 0.1256
En este experimento se reafirma la proposicion de que a mayor concentracion
del extracto vegetal utilizado en esta investigacion hay una mayor reduccion en
los microorganismos inoculados, ya que el efecto de 0.1lg/mL es

estadisticamente diferente a los demas.

Existen otros extractos que tiene efecto antimicrobiano contra este patégeno
en concentraciones menores (4.5mg/mL), tal como el aceite esencial de salvia

(Hayouni, 2008).

Es probable que las sustancias presentes en el extracto hayan causado un
stress en las células, lo cual debilita su desarrollo a lo largo del tiempo y

provoque su muerte, tal como se observa en la grafica 2.

Este experimento prueba que el extracto fitoquimico posee sustancias
antimicrobianas contra microorganismos Gram-negativos, cuando se utiliza a

una concentracion de 0.1g/mL.
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Grafica 2: Comportamiento de S. Typhimurium en dos concentraciones de

extracto vegetal y cinco periodos de tiempo.
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Tabla 4. Comparacion de medias de UFC de S. Typhimurium en tres

concentraciones de extracto durante cinco periodos de tiempo.

Concentracion

Tiempo(hora) Control 0.1g/mL 0.05g/ml

0 2.2727 2 2.017932 1.89804 ¢
24 2.16275b 1.73358 ¢ 1.96856 P
48 1.74191 ¢ 1.80427" 2.03726 2
72 1.60554 ¢ 1.72356 ¢ 1.72917 ¢
144 1.22671¢ 1471219 1.77782 ¢

Las medias con letra diferente son significativamente diferentes E estandar = 0.0390777

Los resultados de la tabla 4 indican que el efecto antimicrobiano permanece en

la carne a lo largo del tiempo, y que los recuentos mas bajos se obtienen a la
27



hora 144, lo cual ha sucedido al utilizar extractos de semilla de uva, de pino y
romero pues las mayores reducciones se midieron después de 9 dias de haber

refrigerado la carne con el tratamiento antimicrobiano (Ahn et al. 2007)

6.3 Evaluacion del efecto bactericida de tres concentraciones de acido
acético sobre E.coli O157:H7.

Estudios han demostrado que los lavados con acidos organicos reducen
poblaciones de bacterias mesofilicas aerobias y disminuyen o suprimen el
crecimiento de este grupo de bacterias durante el almacenamiento. El
crecimiento de los microorganismos es mas rapido en tejidos sin un tratamiento

o lavados con agua (Berry, 1999).

De los resultados obtenidos de los recuentos se realizé un analisis estadistico
(tabla 3A de anexos y tabla 5) para obtener la diferencia minima significativa
(DMS) de los efectos de tres concentraciones de acido acético en cinco

periodos de tiempo.

Tabla 5. Comparacién de medias de UFC de E. coli O157:H7
al utilizar tres concentraciones de acido acético y su nivel de

significancia.
Concentracion de Media de log UFC/mL
extracto
Acido acético 0.1% 1.972
Acido acético 0.5% 1.922
Control 1.922
Acido acético 1% 1.78P

Las medias con letra distinta son significativamente diferentes, DMS=0.08
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El tratamiento mas efectivo fue el 4cido acético al 1% porque obtuvo una media
mas baja de log UFC/mL, como se observa en la grafica 3 al tiempo 0, y su

efecto es estadisticamente distinto a los demas tratamientos.

Gréfica 3. Comportamiento de E.coli O157:H7 ante cuatro concentraciones de
acido acético.
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Estudios indican que al usar concentraciones de 1.5% a 3.0% de A&cidos
organicos se logran reducciones de 1.3 a 2.0 log UFC/cm? (Dorsa et al, 1997);
esto comprueba que el efecto antimicrobiano del acido acético es también
proporcional a su concentracién. Sin embargo no se utilizan concentraciones

muy elevadas por el cambio sensorial que se produce en la carne.

En un estudio similar (Berry, 1999) la reduccién de poblacién de E.coli O157:H7
tuvo un comportamiento semejante al mostrado en este estudio. Al aplicar una

solucion de 2% v/v de acido acético en spray, la mayor reduccién se obtiene al
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momento de aplicar el tratamiento y al paso del tiempo no hay diferencias en la
reduccion de log de UFC, como se observa en la grafica 3 donde la poblacion

de E.coli 0157:H7 es estable a lo largo del tiempo.

Se infiere que esto es producto de la resistencia de E.coli a ambientes acidos,
debido a que en brotes de enfermedad causados por esta cepa, los alimentos
implicados son &cidos, tales como el jugo de manzana (pH 3.4) y salami

fermentado (pH 5.0) (Leyer, 1995).

Se destaca que las células de E. coli sobreviven aun a las 144 horas y no
tienden a morir como se observa en graficas anteriores, esto puede deberse a
un factor como la temperatura, ya que Conner y Kotrola (1995) reportaron que
la presencia de acidos organicos incluyendo acético, citrico y lactico en un
medio de cultivo a 4°C, mantiene la sobrevivencia de E.coli O157:H7,
comparada con la que hay en medios sin acidificar mantenidos a la misma

temperatura.

6.4 Efecto antimicrobiano de 0.05g/mL de extracto vegetal sobre E.coli
0O157:H7, s6lo y combinado con tres concentraciones de acido acético.

Se mezcl6 el acido acético y el extracto vegetal para obtener un mayor efecto

en la reduccion de UFC en la carne.

De los resultados obtenidos en este experimento se realizé un analisis
estadistico (tabla 4A de anexos y tabla 6) para obtener la diferencia minima
significativa (DMS) de los efectos de: 0.05g/mL de extracto vegetal y su
combinacion con tres concentraciones de acido acético en cinco periodos de

tiempo.
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Tabla 6. Comparacién de medias de E.coli O157:H7 al utilizar
0.05g/ mL de extracto solo y mezclado con tres concentraciones
de &cido acético.

Concentracion de extracto Media de log UFC/mL
Control 2.128
Extracto 0.05g/mL 2.112
Mezcla 0.05g/mL extracto + 0.5% 2.013

acido acético

Mezcla 0.05g/mL extracto + 1% 1.920
acido acético

Mezcla 0.05 g/mL extracto + 0.1% 1.76°
acido acético

Las medias con letra diferente son significativamente diferentes, DMS = 0.1563
Con este experimento se comprob6 que el extracto fitoquimico complementado
con &cido acético posee mayor efecto antimicrobiano, pues el tratamiento mas
efectivo fue la mezcla de 0.05g/mL de extracto mas 0.1% de acido acético y al
utilizar sélo 0.05g/mL de extracto el efecto es el mismo que poner la carne en

contacto con agua.

En este experimento existe significancia en la interaccion concentracion-hora,

la diferencia significativa entre la interaccion se encuentra en la tabla 7.
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Tabla 7. Comparacion de medias de UFC de E.coli O157:H7 en 0.05 g/mL de
extracto sélo y mezclado con tres concentraciones de &cido acético durante

cinco periodos de tiempo.

Concentracion
0.05¢g/mL 0.05g/mL+ 0.05g/mL+ 0.05¢g/mL+0.1

Tiempo(horas) Control ext 1% 0.5% %
0 2252 2052 1.92°b 2.032 1.93°
24 1.99°b 2012 1.96° 2.042 2062
48 212°¢ 2.032 2132 2002 2.042
72 2.19°¢ 2.042 164° 2002 1.94°b
144 2.03 ¢ 2.072 1.95° 2002 0.82°¢

Las medias con letra diferente son significativamente diferentes Error estandar= 0.0550
Los resultados de la interaccién concentracién-hora, indican que el efecto de
0.05g/mL es bacteriostatico (grafica 4); lo mismo se observa en la mezcla de

extracto con 0.5% de acido acético.

Las mezclas que tienen un efecto diferente a lo largo del tiempo son: la que
tiene 1% y 0.1% de &cido acético. Esto puede deberse a que sustancias que
sustancias presentes en el extracto vegetal en adicion con el &cido acético,
logren una mayor desestabilizacion de la membrana exterior de las células
(Alakomi, 2007) provocando un desequilibrio en el interior de la misma que

afecta sus funciones vitales.
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Grafica 4. Comportamiento de E.coli O157:H7 ante 0.05g/mL de extracto

vegetal s6lo y con tres concentraciones de acido aceético.
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Al poner la carne en contacto con la mezcla con 0.1% de &cido acético y
0.05¢g/mL de extracto se observa que al tiempo 144 es el recuento mas bajo
comparado con los demas tratamientos, esto pudo deberse a que las
condiciones de la carne como la aw fuera mas baja en esos trozos que en los

demas afectando al desarrollo de los microorganismos.

6.5 Evaluacion de efecto antimicrobiano de 0.1 g/mL de extracto sélo y
mezclado con tres concentraciones distintas de acido acético, sobre
E.coli O157:H7

En la bibliografia se indica que se utilizan acidos organicos para realizar

desinfecciones en canales de res (Mohamed et al. 2008); en éstos
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experimentos se probd el efecto de tres concentraciones de acido en

combinacion con 0.1g/mL de extracto vegetal.

De los resultados obtenidos se realizé un analisis estadistico (tabla 5A de
anexos y Tabla 8) para obtener la diferencia minima significativa (DMS) de los
efectos de 0.1g/mL de extracto y su combinacion con tres concentraciones de

acido acético, en cinco periodos de tiempo.

Tabla 8. Comparacién de medias de UFC de E.coli O157:H7 con una
concentracion de extracto de 0.1 g/mL y tres de &cido acético, y su nivel
de significancia.

Concentracion de extracto Media de log UFC/mL
Control 1.922
Extracto 0.1g/mL + acéticol% 1.58P
Extracto 0.1g/mL 1.57°
Extracto 0.1g/mL+acético 0.5% 1.51P
Extracto 0.1g/mL+acético 0.1% 1.48P

Las medias con letra distinta son significativamente diferentes, DMS =0.1443
Al poner los trozos de carne en contacto con una solucion con extracto y acido

acético se obtienen recuentos estadisticamente distintos al control.

En este experimento al aumentar a la solucion de 0.1g/mL de extracto, ciertas
concentraciones de acido acético, se logra una mayor reduccion que las
obtenidas con 0.05 g/mL de extracto y sus combinaciones con acido acético
(Tabla 8 y tabla 9A de anexos). Por lo tanto se comprueba el efecto sinérgico
del acido acético con los componentes del extracto vegetal y se infiere que es
mejor utilizar una concentracion de 0.1g/mL con acido acético para reducir

E.coli O157:H7 en carne de res.
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Al tiempo 0 en la gréafica 5 se observa que la mezcla de extracto con 0.1% de
acido acético fue uno de los tratamientos que lograron la mayor reduccion de

UFC comparado con los demas.

La interaccion entre tratamiento y tiempo no tuvo efecto significativo.

Grafica 5. Comportamiento de E.coli 0157:H7 ante 0.1g/mL de extracto solo y

combinado con tres concentraciones de acido acético en cinco horas.
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Se sabe que los &cidos organicos causan dafios subletales en bacterias Gram-

negativas y que su viabilidad es menor (Alakomi, 2007), es por eso que en la

grafica 5 se observa que la tendencia en la poblacion microbiana al utilizar

cualquier tratamiento es a morir, en comparacion con el control en la que el

crecimiento no tiene disminuciones drasticas.
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6.6 Evaluacion del efecto bactericida de tres concentraciones de acido

acético sobre S. Typhimurium.

Todos los tratamientos utilizados contra E.coli O157:H7 se utilizaron con S.
Typhimurium para comparar la efectividad tanto del acido acético como del

extracto y sus mezclas entre los dos microorganismos.

De los recuentos obtenidos se realiz6 un andlisis estadistico (tabla 6A de
anexos Yy tabla 9) para obtener la diferencia minima significativa (DMS) de los

efectos de tres concentraciones de acido acético en cinco periodos de tiempo.

Tabla 9. Comparacion de medias de UFC de
S.Typhimurium al utilizar tres concentraciones de acido

acetico.
Concentracion de Media de log UFC/mL
extracto
Control 2.272
Acido acético 0.1% 2.09°
Acido acético 0.5% 2.07°
Acido acético 1% 1.77¢

Las medias con letra distinta son significativamente diferentes, DMS= 0.075
Las concentraciones de acido acético utilizadas tienen efecto antimicrobiano y
reducen la poblacién de microorganismos en comparacion con el control. Se
considera a 1%v/v la concentracion mas efectiva por tener la media de UFC

mas baja.

La concentracion de acido acético es proporcional a la reduccion de
microorganismos debido a que al utilizar concentraciones del 2% al 4% de

acidos organicos se miden reducciones de 1.5 log en trozos de carne inoculada
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con S. Typhimurium, aun en refrigeracion (Harris et al. 2006), comparada con la

reduccion obtenida de 0.5 log al utilizar 1% de &cido acético en este estudio.

Existe significancia estadistica en la interaccion concentracion-hora, los

resultados se encuentran en la tabla 10.

Tabla 10. Comparacion de medias de UFC de S. Typhimurium en tres

concentraciones de acido acético durante cinco periodos de tiempo.

Concentracion

acetico
Tiempo(horas) Control 1% acético0.5% aceético 0.1%
0 2.13¢ 2102 2.04°¢ 2.11°
24 2.28 b 1.88¢ 2.06° 2132
48 2302 1.91°b 2.11°b 2.11°
72 2322 1.91°b 1.98¢ 1.98¢
144 219°¢ 1.05¢ 21442 2142

Error estdndar= 0.02640
En los resultados de la interaccion hora-concentracion al usar acido acético se
observan semejanzas a lo largo del tiempo, lo que indica que los
microorganismos pueden desarrollarse adn al haber tenido contacto con estas

concentraciones de acido.

El comportamiento de la poblacion que se sometié a un tratamiento con acido
acético es distinto al control, en el que se observa una tendencia creciente
(grafica 6) y las sometidas a un tratamiento con acido acético se mantienen o

disminuyen.
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Grafica 6. Comportamiento de S. Typhimurium ante tres concentraciones de
acido acetico.
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Esto puede ser causa de que las moléculas de &cido acético penetran la
membrana celular, acidifican el citoplasma e inactivan ciertas enzimas
sensibles al acido (Hirshfield et al. 2003), afectando el metabolismo y desarrollo

del microorganismo.

En la gréfica 6 a la hora 144 cuando se utiliza una concentracion de &cido
acético 1%v/v hay una disminucibn que no se observa con los otros
tratamientos; esto pudo ocurrir por el crecimiento de bacterias del acido lactico,
las cuales contribuyeron a la muerte de S. Typhimurium. Estas bacterias
pueden estar presentes como flora natural de la carne y se desarrollan en
medios con un pH bajo; el metabolismo de estas bacterias les permite
fermentar azucares y producir cantidades elevadas de acido lactico que inhibe

el crecimiento de otros microorganismos (Ingraham, 1998).
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6.7 Evaluacion del efecto antimicrobiano de 0.05 g/mL de extracto vegetal
s6lo y combinado con tres concentraciones de acido acético sobre S.

Typhimurium.

El objetivo de combinar 4cido acético y extracto vegetal es provocar un mayor
efecto antimicrobiano del extracto potenciado por el &cido acético. En este caso

se utilizaron tres concentraciones de acido acético y 0.05g/mL de extracto.

De los resultados obtenidos se realizé un andlisis estadistico (tabla 7A de
anexos y tabla 11) para obtener la diferencia minima significativa (DMS) de los
efectos de tres concentraciones de acido acético y sus mezclas con extracto en
cinco periodos de tiempo.

Tabla 11. Comparacion de medias de UFC de S.

Typhimurium de 0.05g/mL de extracto solo y con tres
concentraciones de &cido acético.

Concentracion de extracto Media de log
UFC/mL

Control 2.022

Extracto 0.05g/mL 1.58P

Extracto 0.05g/mL + 0.1% &acido 1.48bc
acético

Extracto 0.05g/mL + 0.5% acido 1.40¢
acético

Extracto 0.05g/mL + 1% &cido 1.19¢
aceético

Las medias con letra diferente son significativamente diferentes DMS = 0.0125
En este estudio se infiere que el tratamiento mas efectivo fue 0.05g/mL de
extracto mas acido acético al 1% pues su efecto es estadisticamente diferente
al de los demas y que al mezclar el extracto con el acido se aumenta el efecto

antimicrobiano, pues se reduce en mayor cantidad la poblacion de
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microorganismos. En otros estudios se han probado distintos acidos organicos
(citrico, acético, lactico y propidnico) con compuestos aromaticos presentes en
extractos vegetales, sin embargo se determind que eran mas efectivos cuando

se utilizaban por separado (Nazer et al. 2005).

Existe significancia en la interaccion hora y concentracion. Los resultados se

encuentran en la tabla 12.

Tabla 12. Comparacion de medias de UFC de S.Typhimurium en durante cinco

periodos de tiempo.

Concentracion
0.05g/mL  0.05g/mL  0.05g/mL

Tiempo(horas) control 0.05g/mL ex ex+ 1%ac. ex+ 0.5%ac. ex+ 0.1%ac.

0 2172 1.982 1722 1.862 1.792
24 2.02° 1.74° 1.414 1.44° 1.68°
48 2.00° 1.75° 1.55° 1.33°¢ 1.762
72 1.90 ¢ 1.538°¢ 1.14¢ 1.30°¢ 1.48°¢
144 2.01° 0.97¢ 0.16 ¢ 0.88¢ 0.69¢

Las medias con letra diferente son significativamente diferentes Error estandar= 0.0442
En la grafica 7 se observa que la tendencia de la poblacion en la carne que fue
sometida a algun tratamiento es a morir; esto se refuerza con los resultados de

la tabla 12, pues las medias mas bajas se obtienen a las144 h.
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Grafica 7 Comportamiento de S. Typhimurium ante 0.05 g/mL de extracto

vegetal s6lo y mezclado con tres concentraciones de acido acético.
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Todos los tratamientos provocan una reduccion en la poblacion inoculada,
comparada con el control, esto puede ser por el dafio a la membrana que
causan sustancias presentes en el extracto, dado que en otros estudios se ha
probado que los &cidos organicos presentes en extractos vegetales
desestabilizan la membrana exterior de S. Typhimurium actuando como
agentes permeabilizantes (Alakomi et al. 2007), permitiendo la entrada de

sustancias que desequilibran el metabolismo de la célula.

6.8 Efecto antimicrobiano de 0.1 g/mL de extracto vegetal sélo y
combinado con tres concentraciones de acido aceético sobre S.
Typhimurium,

De los recuentos obtenidos se realizé un analisis estadistico (tabla 8A de

anexos y tabla 13) para obtener la diferencia minima significativa (DMS) de los
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efectos de 0.1 g/mL de extracto vegetal y tres concentraciones de acido acético
en cinco periodos de tiempo.
Tabla 13. Comparacion de medias de UFC de S.Typhimurium en

0.1g/mL de extracto solo y mezclado con tres concentraciones de
acido acetico.

Concentracion de extracto Media de log UFC/mL

Control 2.272

Extracto 0.1g/mL 1.50P

Extracto 0.1g/mL+ 0.5% &cido 1.45b¢
aceético

Extracto 0.1g/mL+0.1%écido 1.43b¢
acetico

Extracto 0.1g/mL+1%écido 1.34¢
acetico

Las medias con letra diferente son significativamente diferentes DMS= 0.14
En la grafica 8 se observa que las medias de log UFC/mL de los trozos de
carne que recibieron un tratamiento, fueron menores a las del control, esto
significa que el extracto y las mezclas con é&cido acético poseen efecto
antimicrobiano contra S. Typhimurium, ademéds que su efecto es

estadisticamente distinto al obtenido con el control (Tabla 13).

Se considera que el tratamiento mas efectivo es la mezcla de 0.1g/mL de
extracto con 1% de acido acético pues logré una reduccién de 1.73 log
UFC/mL; ésta reduccion es similar a la obtenida con altas concentraciones de
acido acético (2 a 4%) (Harris et al. 2006), por lo tanto el uso de extractos
vegetales como el utilizado en esta investigacion combinado con tratamientos
convencionales puede ser una alternativa en tratamientos de descontaminacién

de carne de res (Zhou et al. 2007).
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Grafica 8. Comportamiento de S. Typhimurium ante 0.1 g/mL de extracto y su

combinacion con tres concentraciones de acido acético en cinco periodos de

tiempo.
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La tendencia de la poblacién cuando se sometié a un tratamiento es a morir
(grafica 6), en comparacién con el control que mantiene un comportamiento
estable, lo que indica que los tratamientos utilizados provocan dafios

irreversibles en las células inoculadas.

Existe significancia entre la interaccion hora-concentracion, y los resultados se

encuentran en la tabla 14
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Tabla 14. Comparacion de medias de UFC de S.Typhimurium en 0.1 g/mL de
extracto sélo y mezclado con tres concentraciones de &cido acético durante

cinco periodos de tiempo.

Concentracion
0.1g/mL+1%

Tiempo(horas) Control  0.1g/mL ac. 0.1g/mL+0.5%ac. 0.1g/mL+0.1%ac.
0 2.13°¢ 1.80° 1832 1.71° 1712
24 2.282 196 2 162° 1.544 1.58 b
48 2.302 1.64¢ 1.449 1.66° 151°¢
72 23232 1.554 1.71° 1.822 1662
144 2.20P 0.58 ¢ 0.10°¢ 0.54 ¢ 0.614d

Error estandar= 0.04994

Las reducciones en los log UFC/mL a lo largo del tiempo indican que el efecto
antimicrobiano del extracto y sus mezclas con acido acético permanece en la

carne.
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VII. CONCLUSIONES
El extracto vegetal obtenido fue capaz de reducir la poblacion de E. coli
y S. Typhimurium en carne cruda de res, de forma proporcional a la

concentracion utilizada.

La mezcla de extracto vegetal y acido acético presentd un efecto
sinérgico en la reduccion de la poblacion de microorganismos y fue mas

efectiva que el observado con el extracto y acido acético por separado.

La mayor reduccién de E.coli O157:H7 se obtuvo con la mezcla de &cido

acético al 0.1% y 0.1g/mL de extracto.

El mejor tratamiento antimicrobiano para S. Typhimurium es la mezcla

de 1% de acido acético y 0.1 g/mL de extracto.

Es posible considerar el uso de extractos vegetales junto con &cidos
organicos como alternativas de descontaminacion de carne cruda de

res.
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ANEXOS

TablalA. Andlisis de varianza para E.coli O157:H7 con dos concentraciones de
extracto.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado Valor F Pr F
variacion libertad cuadrados medio
Concentracion 2 0.99 0.49 8.50 0.0025
Tiempo 2 1.36 0.68 11.74 0.0005
Interaccioén 4 0.08 0.02 0.33 0.8522
concentracion-
tiempo

Coeficiente de variacion = 21.32

Tabla 2A. Analisis de varianza para log UFC de S. Typhimurium con dos
concentraciones de extracto

Fuente de Gradosde Suma de Cuadrado Valor F Pr F
variacion libertad cuadrados medio
Concentracion 2 0.19 0.09 4.15 0.0257
Tiempo 4 2.13 0.53 23.21 0.0001
Interaccion 8 1.04 0.13 5.66 0.0002
concentracion-
tiempo

Coeficiente de variacion= 8.21
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Tabla 3A. Analisis de varianza para UFC de E. coli O157:H7 en tres

concentraciones de acido acético.

Fuente Grados Suma de Cuadrado Valor F Pr F
de cuadrados medio
libertad
Concentracion 3 1.90 0.47 12.26 0.0001
Hora 4 0.82 0.21 5.31 0.0012
Interaccioén 16 0.57 0.04 0.93 0.5464
concentracion-
tiempo

Coeficiente de variacion 5.781

Tabla 4A. Analisis de varianza para UFC de E.coli O157:H7 en 0.05g/mL de
extracto vegetal y tres combinaciones con acido acético.

Fuente Grados Suma de Cuadrado F Pr F
de cuadrados medio
libertad
Concentracion 3 1.34 0.33 7.38 0.0001
Tiempo 4 1.02 0.25 5.61 0.0008
Interaccion 16 3.10 0.19 4.27 0.0001
concentracion-
tiempo

Coeficiente de variacion 10.749
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Tabla 5A. Analisis de varianza para UFC de E.coli O157:H7 en 0.1g/mL de
extracto vegetal y tres combinaciones con acido acético.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado Valor F Pr F
variacion de cuadrados medio
libertad
Concentracion 3 1.89 0.47 12.26 <0.0001
Hora 4 0.82 0.21 5.31 0.0012

Interaccion 16 0.57 0.036 0.93 0.5464

concentracion-
tiempo

Coeficiente de variacion 12.21

Tabla 6A. Analisis de varianza para UFC de S. Typhimurium en tres
concentraciones de acido acético

Fuente Grados Suma de Cuadrado Valor F Pr F
de cuadrados medio
libertad
Concentracion 3 1.94 0.65 61.79 0.0001
Hora 4 0.30 0.07 7.06 0.0002
Interaccion 12 1.92 0.16 15.33 0.0001
concentracion-
hora

Coeficiente de variacion = 4.9880

Tabla 7A.Analisis de varianza para UFC de S. Typhimurium en 0.05g/mL de
extracto vegetal y tres combinaciones con &acido acético.

Fuente Grados Suma de Cuadrado Valor F Pr F
de cuadrados medio
libertad
Concentracion 4 5.86 1.46 49.94 0.0001
Tiempo 4 7.91 1.98 67.49 0.0001
Interaccion 16 2.52 0.16 5.37 0.0001

concentracion-tiempo

Coeficiente de variacién 11.183
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Tabla 8A. Analisis de varianza para log de S. Typhimurium en 0.1g/mL de
extracto y tres combinaciones con acido acético

Fuente Grados Suma de Cuadrado Valor F Pr F
de cuadrados medio
libertad

Concentracion 4 8.59 2.15 57.36 0.0001

Tiempo 4 11.24 2.81 75.07 0.0001

Interaccién 16 4.23 0.26 7.07 0.0001

concentracion-

tiempo

Coeficiente de variacion 12.077
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Tabla 9A. Comparacion de medias de UFC de E. coli O157:H7 entre el efecto de
todos los tratamientos utilizados al tiempo 0

Tratamiento Media de log UFC

Control en el experimento de 0.05g/mL mezclado 178.00 2
con acido acético

0.05g/mL de extracto en el experimento con 4cido 118.33°
aceético

0.05 g/mL de extracto con 0.5% de acido acético 107.33°¢

Acido acético 0.1% 105.00%°

Control del experimento de 0.1g/mL de extracto 98.33™

con acido acético

Acido acético 0.5% 93.33%

0.05g/mL de extracto con 0.1% de acido acético 87.00°
0.05g/mL de extracto con 1% de &cido acético 83.33%
Acido acético 1% 56.67%

0.1g/mL de extracto con 1% de &cido acético 56.00%
0.1 g/mL de extracto 56.00%

0.1 g/mL de extracto con 0.5% de acido acético 43.67"
Control en la comparacién entre dos 32.009%

concentraciones de extracto

0.05 g/mL de extracto en el experimento de 27.33¢
comparacion de concentraciones

0.1 g/mL de extracto con 0.1% de acido acético 25.00¢f

0.1g/mL de extracto en el experimento de 9.33¢
comparacion de concentraciones
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Tabla 10A.Comparacion de medias de UFC de S. Typhimurium entre el efecto
de todos los tratamientos utilizados al tiempo 0

Tratamiento Media de log UFC
Control en el experimento de 188.00?
comparacion de concentraciones
Control en el experimento de 0.05g/mL 152.97%
de extracto
Control en el experimento de 0.1 g/mL de 135.00
extracto
Acido acético 0.1% 132.67%°
Acido acético 1% 128.00°
Acido acético 0.5% 1171.33¢dced
0.1g/mL de extracto en experimento de 108.33dced
comparacion de concentraciones
0.05g/mL de extracto en experimento con 96.00dcef
acido acético
0.05g/mL de extracto en experimento de 83.330%f
comparacion de concentraciones
0.05g/mL de extracto con 0.1% de acido 75.67°¢
acético
0.1g/mL con 1% de &cido acético 75.33¢
0.05g/mL de extracto con 0.5% de &cido 74.00°
acético
0.1g/mL de extracto en experimento con 65.67°
acido acético
0.05g/mL con 1% de acido acético 56.00'
0.1g/mL con 0.5% de acido acético 54.33f
0.1 g/mL de extracto con 0.1% de acido 51.67f
acético
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