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RESUMEN

Uno de los problemas mas importantes en la industria alimentaria lo constituye la
contaminacion de alimentos por una gran variedad de microorganismos tales como
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella sp., Penicillium sp. y
Aspergillus sp.

El incremento en el numero de brotes asociados a alimentos contaminados con
microorganismos patogenos, consumidores mas exigentes y regulaciones alimentarias cada
vez mas estrictas; han despertado el interé€s por encontrar alternativas para los preservantes
quimicos sintéticos, tales como los compuestos antimicrobianos naturales.

Estudios previos han analizado la actividad de especias como el clavo de olor, canela,
orégano, pimienta, ajo, entre otros productos naturales, sobre diversos microorganismos
asociados a alimentos, demostrando su capacidad antimicrobiana. Pese a esto, la efectividad
de la especias del pais ha sido poco estudiada.

En el presente proyecto se estudio el potencial inhibitorio de especias nacionales (canela,
clavo de olor, orégano y pimienta) sobre FEscherichia coli O15T:HT, Listeria
monocytogenes y Aspergillus niger, por medio de la técnica de difusion en agar. Ademas,
se comparo su efecto con respecto a especias importadas que son secadas con oxido de
etileno y se estudio si existia una diferencia significativa al utilizar diluciones de las
especias con respecto a la aplicacion de la especia en peso seco.

Tanto la canela como el clavo de olor y el orégano, mostraron cierto grado de inhibicion
sobre los microorganismos estudiados; en cambio la pimienta no fue capaz de inhibir el
crecimiento de ningin microorganismo. Si bien las especias importadas mostraron halos de
inhibicion mayores que los generados por las especias nacionales, las diferencias no fueron
significativas. Tampoco se obtuvo una gran diferencia al utilizar las especias en peso seco

con respecto al uso de diluciones de estas.

Palabras claves: especias nacionales, especias importadas, microorganismos, alimentos.



I. INTRODUCCION

La contaminacién de alimentos, tanto crudos como procesados, por una variedad de
microorganismos ha sido reconocida como uno de los problemas mas importantes en la
industria alimentaria, y en los ultimos afios se ha convertido en una amenaza para la salud
publica (Santoyo et al, 2006). En los Estados Unidos, se ha estimado que patogenos
asociados a alimentos causan alrededor de 7 millones de hospitalizados y mas de 9 mil
muertes al afio; ocasionando ademas pérdidas econémicas que rondan los seis billones de
dolares (Rivera et al, 2004).  Bacterias patogenas asociadas a alimentos tales como
Eschericha coli O157:H7, Salmonella, Campylobacter y Listeria monocytogenes han sido
reportadas como los principales agentes causales de una serie de brotes recientes en

América (Samadpour ef al, 2006).

Eschericha coli O157:H7 es un importante patogeno causante de enfermedades humanas
tales como diarrea, colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico y puarpura
trombocitopénica trombotica (Piyawam y Limsuwam, 2006). Esta ha sido implicada en mas
de 73500 casos de enfermedad al afio en los Estados Unidos (Gaysinsky ef al/, 2005).
Aunque la mayoria de brotes asociados a alimentos causados por esta bacteria se han
relacionado con carne de res cruda y leche no pasteurizada; recientemente se han visto
implicados una amplia variedad de alimentos considerados tradicionalmente de bajo
riesgo, entre los cuales se incluyen: salami, yogurt, mayonesa, jugos de frutas y ciertos

vegetales (Rhee et a/, 2003; Burt y Reinders, 2003).

Listeria monocytogenes es un patogeno ubicuo presente en el ambiente que se ha
relacionado con equipos de procesamiento de alimentos; y es ademas muy dificil de
controlar debido a que es relativamente termotolerante y es capaz de crecer en un amplio
rango de temperaturas que van desde los 2.5°C hasta los 44°C; también es capaz de crecer
en un amplio rango de pH, aunque generalmente el rango optimo de crecimiento es de 6-8;
e incluso es capaz de crecer a un bajo a. (Seaberg ef al, 2003). Ha sido asociada con
enfermedades transmitidas por alimentos desde hace mas de 20 afios y aun continua
causando problemas, de tal forma que es responsable de una cuarta parte de todas las
enfermedades transmitidas por microorganismos patogenos en los Estados Unidos (Osaili

et al, 2006). Esta bacteria puede causar meningitis, encefalitis o septicemia; con una
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elevada mortalidad en infantes, ancianos e individuos inmunosupresos (Leuschner y lelsch,
2003). Los brotes asociados con ella se han ligado al consumo de leches no pasteurizadas,

quesos, embutidos, pescado, frutas y vegetales (Greenwood et al, 1991).

Por otro lado, los hongos se consideran uno de los principales microorganismos causantes
del deterioro de los alimentos. Tanto Aspergillus sp. como Penicillium sp. tienen
importancia en el almacenamiento de los alimentos, ya que atacan productos como pescado
seco, leche condensada, granos de cereales, quesos y materiales de envasado (Portillo ef a/,

2005).

Actualmente en el campo alimentario existen diversos puntos a tomar en cuenta, tales como
el incremento en el numero de brotes asociados a alimentos contaminados con
microorganismos patdgenos, la presencia de un gran numero de cepas resistentes a
antibioticos, y el hecho de que las regulaciones internacionales son cada vez mas estrictas
en cuanto a los disposiciones establecidas para que las plantas alimentarias garanticen la
seguridad de los alimentos en cada uno de los pasos de su procesamiento y con ello
disminuyan el riesgo de enfermedades transmitidas por alimentos (Rivera er al, 2004).
También es de suma importancia tomar en cuenta el hecho de que la preservacion de los
alimentos es cada vez mas compleja debido a que el consumidor se preocupa mas por los
quimicos agregados a los alimentos para tal fin (Sabah et a/, 2004, Santoyo et al, 2006).
Debido a todo lo anterior, es que en los ultimos afios, se ha despertado un inter€s crectente
por encontrar alternativas para los preservantes quimicos sintéticos, tales como los
compuestos antimicrobianos naturales y en particular, aquellos derivados de plantas
(Guynot et al, 2003; Thongson ef al, 2005), ya que estos ultimos poseen entre otras
caracteristicas, su amplia disponibilidad, una mayor capacidad de ser biodegradados y
pocos efectos secundarios o téxicos, en comparacion con los preservantes y antibioticos

disponibles actualmente para tal fin (Kalemba y Kunicka, 2006).

Muchas especias, hierbas, condimentos y extractos de plantas se han utilizado comunmente
en la cocina para dar sabor, aroma y una apariencia agradable a las comidas; aunque
también se ha reconocido su potencial antioxidante y se han utilizado como medicinas

tradicionales en muchas partes del mundo durante generaciones, de forma tal que su papel
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medicinal ha sido comprobado en muchos paises desarrollados como Japon, Alemania,

Estados Unidos y Canada (L.ai y Roy, 2004).

Ademas del wvalor tradicional y terapéutico de estas sustancias, muchos autores han
reconocido el gran potencial antimicrobiano de las especias, demostrando su eficacia en la
inhibicion del crecimiento de una gran variedad de organismos, como: bacterias, hongos,

virus, protozoarios e insectos (Yuste y Fung, 2004).

La actividad antimicrobiana de estos productos se ha atribuido a sus aceites esenciales, los
cuales son mezclas complejas de metabolitos secundarios volatiles, lipofilicos, en su
mayoria no polares, que pueden ser obtenidos por destilacion o por extraccion con

solventes organicos a partir de plantas, hierbas y especias (Gaysinsky ez al, 2005).

Los principales constituyentes de estos aceites son los sesquiterpenos, incluyendo
carbohidratos, alcoholes, éteres, aldehidos, cetonas y fenoles; ademas de terpenos y
derivados oxigenados, los cuales se encuentran generalmente presentes en bajas

concentraciones (Kalemba y Kunicka, 2003).

Se ha reportado la presencia de fitofenoles como agentes antimicrobianos, principalmente,
el carvacrol (5-isopropyl-2-metil-fenol) del orégano, el aldehido cinamico de la canela y el
eugenol (4-alil-2-metoxifenol) del clavo de olor (Gaysinsky ef al, 2005). Se cree que su
accion antimicrobiana estd asociada con la capacidad de estos compuestos de romper la
membrana de los microorganismos, causando lisis y salida del ATP intracelular (Caillet es

al, 2005).

Los terpenoides constituyen un agente soluble en lipidos que afecta la actividad de las
enzimas de membrana, interfiriendo por ejemplo en la cadena respiratoria. Los terpenoides
especificos con grupos funcionales tales como alcoholes o aldehidos fenolicos, interfieren
con la integridad de la membrana o con enzimas asociadas, bloqueando su actividad.
Algunos componentes de naturaleza fen(')l’ica como el carvacrol y el timol causan una
disrupcion de lipopolisacaridos, seguido por una desintegracion parcial de la membrana

externa (Oussalah ez al, 2006). Otros componentes de los aceites esenciales pueden actuar
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como desacoplantes, interfiriendo con la traslocacion de protones e interrumpiendo

subsecuentemente la fosforilacion del ADP (Kalemba y Kunicka, 2003).

El modo de accion de los agentes antimicrobianos depende del tipo de microorganismo
afectado y se relaciona principalmente con la estructura de su pared celular y el arreglo de
la membrana externa. Las bacterias Gram-negativas poseen una resistencia intrinseca a una
amplia variedad de aceites esenciales, la cual se asocia con la superficie hidrofilica de su
membrana externa, rica en lipopolisacaridos, la cual crea una barrera contra agentes
téxicoé; por lo que macromoléculas hidrofobicas tales como ciertos constituyentes de los
aceites esenciales son incapaces de penetrar al microorganismo (Pierre y Ryser, 2006).
Algunos aceites, como por ejemplo el del té, son utilizados contra Escherichia coli, ya que
se ha visto que ocasionan la desnaturalizacion de las proteinas de membrana, resultando en
la disrupcion de la membrana externa, inhibicion de la cadena respiratoria y lisis celular.
(Hugo, 1991). El mecanismo de accion de los aceites esenciales contra bacterias Gram-
positivas y hongos es similar; los componentes del aceite destruyen la pared y la membrana
citoplasmatica de la célula bacteriana o flingica, lo cual resuita en el escape del citoplasma
y su coagulacion. Ademas, inhiben la sintesis de ADN, ARN, proteinas o lipopolisacaridos

de la célula bacteriana o fungica (Kalemba y Kunicka, 2003).

La canela molida es quizas de las especias mas utilizadas en todo el mundo. En Ia
antigiedad era utilizada con fines medicinales, mientras que hoy en dia su uso se
fundamenta en su aceite esencial, el cual posee propiedades antisépticas y antimicrobianas.
El principio activo de la canela es el aldehido cinamico, el cual la hace ser de las especias

mas bacteriostaticas junto al clavo de olor (Lai y Roy, 2004).

El clavo de olor es otra especia que ha mostrado efectos importantes sobre diversos
microorganismos patogenos. Durante siglos este arbol fue considerado “el curalo todo“ . En
el siglo XIII, se utilizaba el clavo y su aceite esencial (el eugenol) conseguido mediante

destilacion; por sus propiedades germicidas, antisépticas y carminativas (Arpidae, 2005).

La pimienta es una planta perenne, nativa de la India, la cual también ha sido objeto de

estudio por un posible efecto antimicrobiano. Entre sus componentes figuran la ericolina,
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materias nitrogenadas v otras sustancias. Ademas posee propiedades como un antioxidante

natural (Nakatani, 1992).

El orégano es una planta herbacea nativa de las regiones del Mediterraneo que ha sido
ampliamente utilizada por siglos para darle sabor y aroma a las comidas: ademas se le ha
atribuido un potencial antimicrobiano importante contra patégenos asociados a alimentos,
microorganismos causantes de deterioro y microorganismos de origen fecal. Su poder
inhibitorio se ha relacionado con el alto contenido de fenoles presentes en su aceite
esencial, particularmente carvacrol y timol, aunque el mecanismo especifico por el que
actian estoé compuestos no se conoce con exactitud (Caillet et al, 2005 Sivropoulou ef al,

1996).

Debido a la creciente necesidad por encontrar nuevas alternativas que permitan proteger
los alimentos contra microorganismos patogenos, es posible encontrar en la literatura una
serie de investigaciones resientes orientadas a descubrir y explotar el potencial efecto

antimicrobiano de las hierbas vy las especias naturales.

Un estudio realizado en la India en 2004 indicé que el clavo de olor, la canela, el comino v
el ajo tienen una potente actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis. Escherichia coli

y Sacharomyces cerevisiae (Lai v Rov, 2004).

Varios investigadores han estudiado la actividad antimicrobiana de las plantas.
determinando que la canela posee efecto contra patdgenos tales como Salmonella v E.coli.
encontrandose ademas que presenta un mayor efecto sobre microorganismos Gram

positivos en comparacion con los Gram negativos (Yuste, 2004).

Gaisinsky er al(2005) estudiaron el efecto inhibitorio del carvacrol v el eugenol.
encapsulados en un sistema micelar con surfactantes no 16nicos. contra cuatro cepas de
Escherichia coli O15T:H7 y Listeria monocytogenes. Sus resultados demostraron que el
sistema surfactante — eugenol fue mas efectivo para inhibir ambos tipos de
microorganismos en comparacién con el sistema surfactante-carvacrol. Ademas vieron
que para la inhibicion del crecimiento de Listeria monocytogenes se requiere una mayor

concentracion del aceite esencial que para la inhibicion de Escherichia coli O157:H7.
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Blaszyk v Holley encontraron que el eugenol inhibe completamente el crecimiento de £

coli O157: H7 y Listeria monocytogenes en un sistema microbiologico modelo a
concentraciones mayores de 1, 000ug/ml; pero que para la inhibicién de patégenos en
sistemas alimentarios, se requerian concentraciones mayores a ésta; lo cual limita su uso

como agente antimicrobiano (Gaysinsky et al. 2005).

Stonsaovapak estudio el efecto de nueve especias de Tailandia, entre las que se incluia
canela, pimienta negra, pimienta blanca, clavo de olor, anis. entre otras; y se determind que
el clavo de olor fue el que presentdé un mavor efecto inhibitorio sobre [Listeria

monocytogenes (Thongson et al, 2005).

Caillet et al. (2005) evaluaron el efecto que ocasiona, la radiacion sola v en combinacion
con el aceite esencial del orégano, sobre la composicion de la membrana de Escherichia
coli O157:H7, determinando ademas el contenido de ATP intra y extracelular. Observaron
que tanto la radiaciéon como el aceite del orégano afectan la estructura de la pared celular.
Ademas encontraron que la reduccion del ATP intracelular es mavor cuando se combinan

ambos factores con respecto a la utilizacion de radiacion Ginicamente.

Nielsen v Rios (2000) probaron la eficacia de compuestos antimicrobianos volatiles
provenientes del clavo de olor, la canela v el ajo para el control del deterioro del pan
ocasionado por hongos. Otros investigadores tales como Bullerman et al. (1977) reportaron
la actividad antifungica de algunos aceites tales como eugenol, geraniol. thvmol v el
aldehido cinamico. También se ha reportado acerca de la actividad antifiingica del aceite
esencial del orégano, observandose que una concentracion de 1000 ppm de su aceite es
capaz de inhibir el crecimiento micelial v la produccion de micotoxinas de Aspergillus
ochraceus vy que una concentracion de 250-400 pg/ml. inhibe el crecimiento v la

germinacion de conidias de Penicillium digitatum (Portillo. 2005).

Para el ensayo antimcrobiano de los aceites esenciales se han utilizado métodos
convencionales aplicados usualmente para los antibidticos (Kalemba y Kunicka. 2003).
entre los cuales destacan principalmente dos técnicas basicas que consisten en el método de

difusion en agar y el método de dilucion en agar o en caldo.

Para la técnica de difusion en agar se utilizan placas de petri con agar donde se inoculan los

microorganismos. El aceite esencial se incorpora ya sea mediante discos de papel inmersos



en el aceite o en pocillos hechos en el agar. Posterior a la incubacién se estima la
efectividad del aceite esencial midiendo la zona de inhibicion del crecimiento del
microorganismo v usualmente se expresa el diametro de la zona en centimetros o en
milimetros. Esta es la técnica mas comunmente utilizada para medir la actividad
antibacteriana v antifungica de los aceites esenciales debido a que es sencilla v requiere

pequeiias cantidades del aceite (Kalemba y Kunicka, 2003).

En la técnica de difusion en tubo o en placa, el efecto del aceite esencial es medido
turbidométricamente o por medio del conteo de colonias. El resultado se expresa va sea
mediante un indice de inhibicion del crecimiento o por medio de la concentracion

minima inhibitoria o la concentracion minima letal (Kalemba v Kunicka, 2003).

Ademas de estas dos técnicas, los investigadores han utilizado otras técnicas no
convencionales para evaluar la actividad antimicrobiana de las especias, tales como: el
método de microatmosfera que consiste en una ligera modificacion del método de
difusion en agar, donde el resultado se presenta como el diametro de la zona de
inhibicion del crecimiento del microorganismo o cuantificando la concentracion minima
de aceite esencial que inhibe el crecimiento total del microorganismo. También se ha
utilizado la turbidometria, sistemas de monitoreo de bioimpedancia, medicion del
contenido de ATP intra v extracelular, microscopia electronica para la observacion del
contenido celular. medicion de pH intracelular, entre otros (Lambert er al. 2001:

Oussalah er al. 2006).



JUSTIFICACION

La salud publica es una de las razones que han hecho del analisis de la actividad biolégica
de los aceites esenciales presentes en plantas, hierbas y especias; uno de los temas de mayor
interés para una serie de investigadores; principalmente en lo que se refiere a alimentos de

consumo humano.

Algunos de los quimicos y preservantes utilizados actualmente en una gran variedad de
alimentos, son consideradas como sustancias teratogenicas, carcinogénicas y con toxicidad
residual. Los consumidores tienden cada vez mas a cuestionarse acerca de los aditivos
quimicos y sintéticos agregados a los alimentos, lo cual ha intensificado la demanda de
productos naturales que constituyan una alternativa para la preservacion de los alimentos

frente a microorganismos patogenos que atentan contra la salud humana.

A pesar de que muchos estudios han determinado que las especias naturales poseen efectos
inhibitorios sobre microorganismos patdgenos asociados a alimentos; en Costa Rica no se
ha estudiado el potencial de las especias propias del pais. Es de suma importancia el
analisis y comparacion de las especias propias con las especias importadas, para determinar
asi si los diferentes procesamientos que éstas sufren, influye significativamente en su

potencial efecto inhibitorio, ya sea aumentandolo o disminuyéndolo.

La demostracion de una franca actividad antimicrobiana por parte de las especias, permitira
la implementacion de éstas en la industria alimentaria; constituyendo una herramienta
alternativa para disminuir el dafio y la contaminacion de alimentos dada por
microorganismos asociados a éstos; y asi evitar en cierto grado el uso de sustancias y
preservantes quimicos artificiales que pudieran tener efectos secundarios perjudiciales para

la salud de los consumidores.



II. OBJETIVOS

IL. 1.0bjetivo general
Determinar la actividad antimicrobiana de la canela, clavo de olor, pimienta y orégano,

tanto nacionales como importadas, sobre Escherichia coli O15THT, Listeria

monocytogenes y Aspergillus niger.

IL2. Objetivos especificos

1. Establecer el potencial efecto inhibidor de especias nacionales e importadas sobre

Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes y Aspergillus niger.

2. Comparar el grado de inhibicion obtenido por las diferentes especias ensayadas.

. Comparar el grado de inhibicion obtenido seglin el origen de la especia.

I

LN

. Comparar el efecto obtenido de utilizar las especias en disolucion o en peso seco.
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IIIl. MATERIALES Y METODOS

IIL 1. Técnica de Difusion en Agar/ Volumen

Las especias importadas fueron adquiridas en un tramo del Mercado Central de San Jose y
las nativas del pais en un supermercado ubicado en Naranjo Centro. A partir de las especias
en polvo se realizaron diluciones al 100, 75, 50, 25, 12 por ciento en 5ml de agua
peptonada estéril al 0.1%. Las especias utilizadas fueron canela, clavo de olor, orégano y

pimienta.

Los cultivos de las cepas de Escherichia coli O157TH7 y Listeria monocytogenes se
solicitaron en la Bacterioteca de la Facultad de Microbiologia. A partir de dichos cultivos,
se tomaron colonias que se inocularon en botellas con 5ml de caldo nutritivo y se
incubaron por 24 horas a 37 °C con el fin multiplicar las bacterias. Posteriormente se hizo
una suspension de cada bacteria en agua peptonada estéril al 0.1% equivalente al estandar

0.5 de McFarland.

El cultivo de Aspergillus niger (N.6) fue obtenido de la Micoteca de la Facultad de
Microbiologia. Dicho cultivo se raspé suavemente con un asa bacteriologica, con el
objetivo de obtener las conidias, las cuales se resuspendieron en agua peptonada estéril al

0.1% y se centrifugo el tubo, obteniéndose asi el sobrenadante a partir del cual se trabajo.

Se hicieron cinco hoyos de 5Smm de diametro en placas de Agar Sangre. Cada
microorganismo se rayo en tres direcciones con una torunda de algodon, en dichas placas.
Posteriormente se inocularon 40ul de cada una de las diluciones de las especias en los

distintos hoyos.

Las placas inoculadas con bacterias se incubaron a 37 °C por 24 horas; mientras que las

placas con hongos se incubaron a temperatura ambiente por 72 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se mididé con una regla el halo de inhibicién de

aquellas placas que lo presentaban.
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El procedimiento se realizé por triplicado para los dos tipos de especias.

[IL.2. Técnica de difusion en agar /Peso

Para la preparacion de los microorganismos se utilizo el procedimiento descrito

anteriormente.

Se procedi6 a pesar un gramo de cada una de las especias, para utilizar la cantidad pesada

como el inéculo.

A cada placa de Agar Sangre de le hizo un hoyo de 46 mm de diametro. Se rayo cada
microorganismo y se colocaron las especias anteriormente pesadas. Se incubaron bajo las
mismas condiciones mencionadas y se midieron los halos de inhibicion.

III. 3.Método estadistico

Para comparar los datos obtenidos se aplicé una T-student, utilizando una P = 0.05
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IV. RESULTADOS

En el Cuadro 1 se observa el promedio de los halos de inhibicion generados por las

diluciones de las especias importadas sobre los tres microorganismos estudiados.

Cuadro 1. Diametro promedio en milimetros de los halos de inhibicion mostrados por los
microorganismos en estudio frente a las distintas diluciones de las especias importadas
ensayadas.

Dilucion de la especia  E.coli O157:H7 L. monocytogenes  Aspergillus niger
Canela
100 0 0 16.7
75 0 0 13.7
50 0 0 11.7
25 0 0 0
12 0 0 0
Clavo olor
100 83 0 17.3
75 7.9 0 13.3
50 6.1 0 10.3
25 0 0 0
12 0 0 0
Orégano
100 0 9 0
75 0 8 0
50 0 0 0
25 0 0 0
12 0 0 0
Pimienta

100 0 0 0
75 0 0 0
50 0 0 0
25 0 0 0
12 0 0 0
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En el Cuadro 2 se observa el promedio de los halos de inhibicion generados por las

diluciones de las especias nativas del pais sobre los tres microorganismos estudiados.

Cuadro 2. Diametro promedio en milimetros de los halos de inhibicion mostrados por los
microorganismos en estudio frente a las distintas diluciones de las especias nativas del pais
ensayadas.

Dilucion de la especia  £.coli O157T:H7 L. monocytogenes — Aspergillus niger
Canela |
100 0 0 11.3
75 0 0 0
50 0 0 0
25 0 0 0
12 0 0 0
Clavo olor
100 7.8 0 15.3
75 6.0 0 0
50 0 0 0
25 0 0 0
12 0 0 0
Orégano
100 0 9.5 0
75 0 7.8 0
50 0 7 0
25 0 0 0
12 0 0 0
B Pimienta
100 0 0 0
75 0 0 0
50 0 0 0
25 0 0 0
12 0 0 0
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En el Cuadro 3 se observa el promedio de los halos de inhibicion generados por las especias

importadas en peso seco sobre los tres microorganismos estudiados.

Cuadro 3. Diametro promedio en milimetros de los halos de inhibicion mostrados por los
microorganismos en estudio frente a las especias importadas en peso seco.

Cantidad de especia  E.coli O15T:H7 L. monocytogenes  Aspergillus niger
Canela
lg 62 59 67
Clavo olor

g 56 0 >84
Orégano

lg 0 51 58
Pimienta

lg 0 0 0

En el Cuadro 4 se observa el promedio de los halos de inhibicion generados por las especias

nativas del pais en peso seco sobre los tres microorganismos estudiados.

Cuadro 4. Diametro promedio en milimetros de los halos de inhibicion mostrados por los
microorganismos en estudio frente a las especias nativas del pais ensayadas en peso seco.

Cantidad de especia  E.coli O157T:H7 L. monocytogenes  Aspergillus niger
Canela
g 54 54 58
Clavo olor
g 51 0 56
Orégano
1g 0 50 49
Pimienta
% lg 0 0 0
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V. DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar que tanto la canela como el clavo
de olor y el orégano muestran cierto grado de actividad antimicrobiana contra los distintos
microorganismos ensayados; mientras que la pimienta no manifesto poder inhibitorio

alguno.

A pesar de que estadisticamente no existe una diferencia significativa en cuanto al origen
de las especias utilizadas; al comparar los halos de inhibicion generados por los cuatro tipos
de especias importadas con respecto a las especias nativas, se pudo constatar que las
especias importadas presentan un grado de inhibicion ligeramente mayor. Lo anterior
concuerda con el resultado que se esperaba debido a que las especias importadas
pertenecen a una gama de productos elaborados bajo estrictas normas de calidad,
incluyendo el tratamiento con oxido de etileno en el proceso de secado con el fin de obtener
un producto final libre de microorganismos;, ademas un proceso de molido al vacio que
asegura una mayor retencion de las sustancias volatiles. (www.baltimorespice.net). En
contraste a lo anterior, las especias nativas son secadas al sol, lo cual podria disminuir el
poder inhibitorio que estas presentan, pues como ya se ha comprobado, la actividad
antimicrobiana de las especias radica en sus aceites esenciales, los cuales son volatiles, por
lo que probablemente estas especias contengan una menor cantidad del aceite esencial, en

comparacion con las importadas.

En base a los resultados obtenidos, las especias que mostraron una mayor actividad
antimicrobiana fueron la canela y el clavo de olor, independientemente de su procedencia

(importadas o nativas) y de la técnica aplicada (volumen vrs peso seco)

En el caso de la canela aplicada en dilucion, unicamente mostro efecto contra Aspergillus
niger. Esto concuerda con un estudio realizado por Kalemba y Kunicka (2003) donde
observaron que los hongos son mas susceptibles que las bacterias a algunos aceites
esenciales tales como el de la canela, pimienta, milenrama, entre otros. Sin embargo,
cuando se utilizdo como inéculo un gramo de canela sin diluir, se observo que fue capaz de

inhibir a los tres microorganismos en estudio.
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El clavo de olor fue capaz de inhibir el crecimiento de £. coli O157H:7 y en mayor grado el
de Aspergillus niger, tanto en la técnica de difusion en agar/ volumen como con la de

difusion en agar /peso.

Al comparar estas dos especias se puede apreciar que para obtener un efecto inhibitorio
sobre las bacterias por parte de la canela, se requiere una mayor cantidad de esta; en cambio
el clavo de olor fue capaz de inhibir tanto a £ coli como a Aspergillus niger a menores
concentraciones. Esto concuerda con algunas publicaciones en las que se ha analizado el
poder antimicrobiano de varias especias entre ellas el clavo de olor y la canela,
encontrandose que el clavo es el unico capaz de inhibir el crecimiento de todos los
microorganismos en estudio. (Gonzalez et al, 2005) No obstante, en otras investigaciones
se ha encontrado mayor actividad en el aceite de la canela. En vista de las discrepancias
entre los distintos estudios incluyendo el presente, se hace necesario recalcar que a la hora
de realizar un ensayo de este tipo se deben tener en cuenta ciertas consideraciones como la
existencia de diferentes quimiotipos de la misma especie de plantas que pueden crecer en el
mismo lugar y dar origen a diferentes aceites con distinta actividad; asimismo es importante
tomar en cuenta la parte de la planta de la cual provenga el aceite esencial ya que estas

usualmente varian en composicion y actividad biologica.

El orégano, mostro cierta actividad antimicrobiana. principalmente contra Listeria
monocytogenes; lo cual concuerda con estudios en los que observaron que compuestos
fenolicos, como el carvacrol y el timol, contenidos en especias como ésta, son generalmente

mas efectivos contra microorganismos Gram-positivos que contra Gram-negativos.

Por otro lado, la pimienta no mostro efecto inhibitorio contra ninguno de los
microorganismos estudiados. Existen pocas investigaciones en las que se haya evaluado su
actividad, los cuales muestran actividad antimicrobiana menor, en comparacion con otras

especias como la canela, el clavo de olor, el ajo, entre otras.

Se ha reportado que los aceites esenciales compuestos principalmente por sustancias
fendlicas expresan una actividad antimicrobiana mayor y un espectro de accion mas
amplio, en comparacton con aceites compuestos principalmente por grupos alcoholicos. Lo

anterior explica el hecho de que el clavo de olor (que contiene eugenol), la canela (que
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contiene aldehido cindmico) y el orégano (conformado por carvacrol y timol); presenten
una actividad inhibitoria mayor en comparacion con la pimienta cuyo poder inhibitorio

radica en compuestos no fendlicos.

Recapitulando de acuerdo al tipo de microorganismo, se observo que el hongo fue inhibido
en distinto grado por las tres especias que mostraron actividad antimicrobiana. La bacteria
Gram-negativa en estudio, fue inhibida tanto por la canela como por el clavo de olor; y en
el caso de la bacteria Gram-positiva ensayada, se mostré ligeramente sensible a la accion de

la canela y del orégano.

En lo referente a los dos métodos utilizados para la preparacion de las distintas especias en
estudio se determino que en general, los mayores halos de inhibicion del crecimiento de los
microorganismos, se obtuvieron cuando se utilizé como inoculo un gramo en peso seco de
la especia, en comparacion con las distintas diluciones realizadas. Este resultado
posiblemente se deba a que al utilizar la cantidad pesada como tal se evita diluir el aceite
esencial de la especia en cuestion, el cual, de acuerdo a lo reportado en la literatura, se
encuentra en bajas concentraciones (Kalemba y Kunicka, 2003). Conjuntamente diversos
investigadores han demostrado que se requieren altas concentraciones del aceite esencial

para lograr inhibir el crecimiento de microorganismos patogenos (Gaysinsky e a/, 2005).

Cabe recalcar que el estudio y evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales es dificil debido a su volatilidad, insolubilidad en agar y complejidad en cuanto a
su naturaleza hidrofobica y alta viscosidad. Estas propiedades pueden reducir la capacidad
de dilucion o causar una distribucion desproporcional del aceite a través del medio

(Kalemba y Kunicka, 2003).

Distintas investigaciones han determinado una serie de factores que influyen en la
estimacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales entre los cuales se
encuentran: el método utilizado, tipo y volumen del medio, concentracion y edad del
inoculo, la cepa de microorganismo en estudio, temperatura, tiempo y atmosfera de
incubacion y el solvente o agente dispersante utilizado. Ademas, cuando se aplica el
método de difusion en agar se deben considerar otros parametros tales como: ¢l diametro

del pocillo del disco, la cantidad de aceite esencial, una cantidad especifica de
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microorganismos y asegurar que éstos alcancen la fase apropiada de crecimiento.
Asimismo, en vista de que los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos
volatiles, se debe contemplar que periodos largos de incubacion pueden ocasionar la

volatilizacion o descomposicion de alguno de sus componentes.

Es de suma importancia tener presentes cada una de las variables mencionadas
anteriormente, ya que cualquier descuido en alguno de estos factores podria crear
variabilidad en los resultados, originando diferencias significativas con los resultados

reportados en la literatura.

Finalmente es importante considerar que varios estudios han mostrado una menor
efectividad de los aceites cuando se aplican a sistemas alimenticios, debido a que los
aceites son en su mayoria compuestos hidrofobicos; razon por la cual su uso como
preservante se ha visto limitado a productos que contengan lipidos o grasas en las que el
antimicrobiano se disperse. Ademas, debido a su baa solubilidad y a que los
microorganismos en los alimentos en su mayoria estan en la fase acuosa, existe una
pequeiia interaccion del aceite esencial con éstos, disminuyendo asi su  actividad
antimicrobiana. A raiz de este problema han propuesto como posible solucion el uso de
surfactantes que permitan incrementar la solubilidad de los componentes del aceite esencial
en la fase acuosa, mejorando con ello la interaccion del agente antimicrobiano con los

microorganismos. (Gaysinsky et al, 2005)

Todo lo anterior demuestra la necesidad de desarrollar nuevos estudios en los cuales se
evalie la eficacia de un agente surfactante en combinacion con especias nativas.
Conjuntamente, se deben de llevar a cabo analisis tanto en cultivo como en sistemas
alimentarios, con el objetivo de obtener resultados que evidencien el uso adecuado, factible

y eficiente de las especias como preservantes naturales en la industria alimentaria.
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V1. CONCLUSIONES

A pesar de que los resultados muestran una baja actividad antimicrobiana en
comparacion con lo reportado en la literatura, se comprobd que la canela, el clavo

de olor y el orégano presentan actividad antimicrobiana.

Aunque resulta necesario la utilizacion de un conjunto mayor de mediciones para
establecer una diferencia significativa, no se observo grandes divergencias en el uso
de especias importadas con respecto a las nativas; aun cuanto la tendencia es hacia

halos de inhibicion mayores cuando se utilizan especias importadas.

Las especias ensayadas cuyo principal componente son los compuestos fendlicos,
mostraron una mayor actividad en comparacién con la pimienta, compuesta
basicamente por constituyentes nitrogenados, de ahi que sea importante tener en
cuanta al realizar un estudio de esta indole, el tipo de aceite esencial presente en la
especia, ya que este va a determinar la actividad antimicrobiana de ésta. Ademas, se
debe considerar que existen diferentes quimiotipos de la misma especie de planta
que proporcionan diferente actividad a los aceites esenciales, lo cual va a influir en

los distintos resultados que se obtienen al analizar un tipo determinado de especia.

Se observdo un mayor efecto antimicrobiano al utilizar especias secas en
comparacion con las diluidas, lo que demuestra que probablemente la dilucion del

aceite esencial presente en la especia, lleve a una menor actividad antimicrobiana.

Se requieren nuevos estudios en los que se tomen en cuenta otros aspectos
importantes que permitan establecer la actividad antimicrobiana de las distintas
especias en un sistema alimentario propiamente, que faculte en ultima instancia

implementar su uso como preservantes naturales.
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