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1.0INTRODUCCION

Hoy en dia los embutidos son los alimentos que se consumen en altas
cantidades por parte de la poblacion y se distinguen por su popularidad, por ser
los méas conocidos y faciles de preparar (Gianina, 2014). Sin embargo, los
avances tecnolégicos y la globalizacion de la economia, que cada vez se
presenta con mayor frecuencia, han impactado la industria alimentaria con el
uso de distintos aditivos para la elaboracion de estos productos, los cuales al
hacerlos parte de la dieta habitual de las personas pueden provocar efectos
negativos sobre la salud del consumidor, siendo perjudiciales para ellos
(Bejarano & Suarez, 2015). En especial las sales de curado (Nitritos y Nitratos),
quienes se encuentran en altas concentraciones en estos productos y se
encargan de inhibir el crecimiento de ciertos microorganismos (Bazan, 2008).

Debido a todos los problemas y controversias que ha generado el uso de los
nitratos y nitritos como conservantes en los alimentos, en la actualidad se ha
pensado en la necesidad de elaborar nuevas alternativas de conservacion para
este tipo de productos, con el fin de que no contengan ningun tipo de aditivos
guimicos y sean inocuos, sin afectar la salud del consumidor (Rodriguez,
2011). Por lo tanto, se ha incrementado la investigacién y se ha pensado en la
elaboraciéon de productos carnicos con extractos naturales, es decir sin nitratos
y nitritos, entre estas alternativas se ha planteado la adicion de ingredientes de
origen natural, incluyendo especias en aceite esencial, entre ellos estan: el
orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris) y clavo de olor
(Syzygium aramaticum) (Bazan, 2008). Ya que han demostrado que el uso de
estas especias usualmente molidas, en aceites esenciales u oleorresinas,
presentan un alto poder antimicrobiano y antioxidantey las propiedades
antibacterianas que presentan actian sobre los microorganismos,
desestabilizando la estructura de su pared celular y aumentando su
permeabilidad, generando asi la salida de iones, metabolitos y demas
moléculas que conllevan a la muerte celular (Medrano, 2013). Generando un
menor riesgo para la salud e igualmente aportando a los productos carnicos
caracteristicas organolépticas y palatables diferentes a los tradicionales,
adicionalmente se reporta su capacidad bacteriostatica, por contener
antimicrobianos naturales entre los cuales se encuentran Carvacrol y Timol
(Bastos, Damé, et al, , 2011).

Segun un estudio realizado por Kantar Worldpanel existen varios paises en los
cuales hay un alto consumo de estos productos en especial de salchichas,
sobre todo en aquellos hogares donde hay niflos y adolescentes (La Voz,

10



2015). Sin embargo el consumo de estos productos presenta graves riesgos
para la salud de las personas, entre los cuales se encuentra el aumento de la
metahemoglobinemia, causada por la toxicidad de los nitratos al ser ingeridos
en estos alimentos, los cuales transforman la hemoglobina a
metahemoglobinemia, produciendo una posible cianosis, ademas de ello
pueden causar produccion de carcinégenos causantes del desarrollo de cancer
nasofaringeo, esofagico y gastrico y en los nifios puede generar una mayor
acidez gastrica haciéndolos mas susceptibles a que haya una mayor ingesta de
agua (Anton y Lizaso, 2001).

Ademéas de ello también puede desarrollarse una enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, debido a que los nitritos al afiadirse como conservantes o
agentes antibacterianos, son causantes de un alto estrés oxidativo en el
pulmén y la sangre, impidiendo que los eritrocitos cumplan su funcion
respiratoria (Matey, 2012). Otros problemas que pueden presentarse segun lo
menciona la OMS, es el desarrollo de cancer colorectal, de pancreas y de
prostata, lo que indica que el consumo de estos productos procesados debe
darse en cantidades moderadas para disminuir el riesgo de adquirir estas
enfermedades (Federacién Hipercolesterolemia Familiar (FHF) 2015). Asi
como también se pueden producir problemas de insuficiencia cardiaca,
cambios en la presion arterial llevando hasta la hipertensiéon y a nivel del
sistema urinario se presenta la formacién de calculos renales como los de
oxalato de calcio, entre otros pudiendo causar la muerte (Rios, 2015).

El implementar esta nueva alternativa de conservacion, se debe a la accion
bacteriostatica dada por los aceites esenciales, en especial por la presencia de
ciertos compuestos antimicrobianos de origen natural, entre los cuales se
encuentra el carvacrol y el timol (Bastos, Damé, Souza, et al, 2011). Segun
Garcia habla que cuando la concentracién de carvacrol aumenta, se acumula
mayor cantidad en la membrana y por consiguiente el dafio en la membrana es
mucho mayor. (Garcia & Garcia, 2008). Los aceites esenciales se pueden
obtener a partir de las hojas, tallos, semillas, flores de las plantas (Alimentos,
2002), las cuales han sido utilizadas desde tiempos atras y hasta la actualidad,
con el fin de prevenir el desarrollo de cualquier tipo de enfermedad (Rodriguez,
2011).

Entre las principales especias se encuentra:

v' El orégano (Origanum vulgare) es una planta que posee un alto
potencial y contiene diversas sustancias antioxidantes, por lo que no
sb6lo se considera como benéfico para la salud humana, sino que
ademas puede ser utilizado para sustituir los aditivos sintéticos en la
produccion de los alimentos. Ademas, se conoce que los aceites
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esenciales del orégano actian como inhibidores de la mutagenicidad,
propiedad que ha despertado el interés en muchas personas por el uso
de este tipo de hierbas, como un posible tratamiento contra el cancer.
Algunos estudios han demostrado que un pollo almacenado a 4°C con
orégano y tomillo, fue altamente téxico para Salmonella typhimurium,
Campilobacter jejuni y Listeria monocytogenes (Barboza, Vazquez,
Salcedo, & Bautista, 2004). Los resultados de los experimentos con el
orégano confirman el alto potencial de esta planta y promueven a que
haya un mejor aprovechamiento (Arcila, Loarca, Salvador, et al, 2004).

v' El Tomillo (Thymus vulgaris) entre sus caracteristicas estan ser una
planta aromatica y lefiosa (Rosas, Lopez, 2011). Estudios realizados
recientemente demostraron que esta planta contiene componentes
fendlicos como el timol anetol y boneol en las hojas y carvacrol y anetol
en toda la planta, lo cual hace que tenga una gran propiedad
antimicrobiana contra diversos microorganismos de interés en alimentos
(Rosas & Lopez, 2011). En estudios realizados se confirmé que sobre
células de B. cereus y Clostridium botulinum, el timol puede inhibir
algunos de los procesos como la germinacion, crecimiento y
multiplicacion celula, e igualmente timol depende de ciertos factores
como el tipo de microorganismo, pH del medio y temperatura de
incubacion (Garcia & Garcia, 2008). Su propiedad antimicrobiana se
debe a su caracter lipofilico en la acumulacion en membranas perdida
de energia, y en cuanto a la inhibicion bacteriana se debe a su
hidrofobicidad y a los puentes de hidrogeno de sus constituyentes
fendlicos a proteinas de membrana, cambiando la permeabilidad y
caracteristicas de la membrana (Gallo & Manolo, 2011).

v El clavo de olor (Syzygium aramaticum) no solo aporta propiedades para
la conservacion de los alimentos sino también aportan olor y sabor a los
productos (Aguilar & Lopez, 2013). Es una especia ampliamente usada y
conocida, debido a la actividad antimicrobiana dada por sus compuestos
fendlicos, ya que estos compuestos que pueden desnaturalizar las
proteinas y al mismo tiempo reaccionar con los fosfolipidos de la
membrana celular, cambiando asi su permeabilidad y produciendo la
muerte microbiana (Aguilar & Lopez, 2016). Ademas, se ha demostrado
que tiene un amplio espectro de accion frente a una gran cantidad de
microorganismos causantes de distintitos padecimientos que afecta a los
humanos (Aguilar & Lopez, 2016).

Los aceites y extractos de plantas principalmente el orégano, tomillo y clavo de
olor y algunos otros, presentan actividad inhibitoria contra ciertos
microorganismos de importancia alimentaria. Es importante decir que su
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actividad antimicrobiana no se atribuye a un mecanismo especifico, sin
embargo, estudios han demostrado algunos sitios de accion en la célula, donde
pueden ocurrir efectos como: dafio a la membrana citoplasmatica, degradacion
a la pared celular, dafio a las proteinas, filtracion del contenido celular,
coagulacion del citoplasma y disminucién de la fuerza motriz (Fundisa, 2001).
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2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Determinar la concentracion minima inhibitoria de las especias Tomillo
(Thymus), Oregano (Origanum vulgare), Clavo de olor (Zyzgium) en
aceite utilizadas en un producto carnico madurado fermentado frente a
cepas que son criterios microbiolégicos segin norma NTC 1325.

2.2 Objetivos Especificos

v’ Establecer la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la especia
en aceite Orégano (Origanum vulgare), a nivel in vitro frente a
cepas que son criterios microbiolégicos segun norma NTC 1325
para un producto carnico madurado fermentado.

v’ Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la especia
en aceite Tomillo (Thymus), a nivel in vitro frente a cepas que son
criterios microbiolégicos segin norma NTC 1325 para un
producto carnico madurado fermentado.

v Establecer la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la especia
en aceite Clavo de olor (Zyzgium), a nivel in vitro frente a cepas
que son criterios microbiolégicos segun norma NTC 1325 para un
producto carnico madurado fermentado.
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3.0 MARCO TEORICO

Hoy en dia ha aumentado la necesidad de consumir alimentos de mejor
calidad, con una baja cantidad de aditivos y cada vez mas parecidos al
producto original, debido a que se ha empezado asociar con el desarrollo de
algunas intoxicaciones, cancer y otro tipo de enfermedades dadas por la
adicion de algunos conservantes, los cuales estan generando problemas de
salud en el consumidor. Esto ha generado la necesidad de buscar otras
alternativas de conservar los productos, con el fin que contengan las mismas
propiedades antimicrobianas y compatibilidad con el alimento (Rodriguez,
2011).

Es por esta razén que es importante conocer cada uno de los ingredientes de
formulacién y los aditivos que se utilizan para elaborar estos productos, ya que
son aquellos que sin ser indispensables le confieren la identidad al producto
(NTC, 2008) y para ello es importante definir los siguientes aspectos:

3.1 Aditivos en derivados carnicos: El uso de aditivos quimicos o
conservantes en los alimentos se ha venido utilizando desde hace mucho
tiempo, por lo cual se consideran como una sustancia que normalmente no se
consume como alimento y no debe usarse como ingrediente caracteristico,
pero su adicion se realiza con fines tecnolégicos de fabricacion, elaboracion,
preparacion, tratamiento, envasado, empaque, transporte o conservacion del
alimento, con el fin de que no se afecten las caracteristicas del producto. El
chorizo es un producto carnico procesado, crudo fresco, obtenido por molino o
picado, cocido o madurado, embutido, elaborado a base de carne y grasa, con
la adicion de sustancias permitidas, el cual ha sido introducido a presion en
tripas naturales o artificiales aprobadas para tal fin. Entre los ingredientes
comunmente utilizados esta: el agua, las sales de curado (nitritos y nitratos),
polifosfatos, ascorbatos y eritorbatos, antioxidantes, leche en polvo, harinas y
almidones de cereales y proteinas texturizadas y concentradas (Norma Técnica
Colombiana (NTC, 2008)).

3.2. Aditivos naturales: Hoy en dia el consumidor prefiere alimentos
saludables, naturales, frescos y sanos, que sean agradables a la vista y al
paladar, con caracteristicas nutritivas y faciles de preparar y consumir. Pero
debido a las diferentes situaciones que se presentan actualmente, la gran
mayoria de alimentos que adquirimos se han sometido a procesos industriales
y con adicién de diversos conservantes quimicos. Cuando hablamos de la
palabra natural, nos estamos refiriendo a algo que no ha sido sometido a
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ningun proceso de transformacion, sino que se conserva en su forma natural
(Durén, 2001).

3.3 Actividad antimicrobiana de los aditivos naturales: Los aditivos
naturales poseen unos compuestos que tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos que afectan la estabilidad y calidad de un
producto. Por lo que en la actualidad se ha pensado en la alternativa de utilizar
este tipo de aditivos con el fin de ofrecer productos sanos y seguros sin que a
futuro se afecte la salud del consumidor (Chavarrias, 2006). Algunos
antimicrobianos naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas y
especias y su actividad antimicrobiana se le atribuye a la presencia de unos
compuestos fendlicos como el carvacrol y timol, presentes en los extractos o
aceites esenciales. Es importante tener en cuenta que algunas de estas
especies no pueden inhibir completamente algunos microorganismos por lo que
es necesario combinarlas para que haya un mejor efecto, aumentando la
preservacion de los alimentos. El mecanismo de atague de los antimicrobianos
naturales puede darse en distintas partes de sobrevivencia de la célula como la
pared celular, membrana celular, sintesis de las proteinas y en su genética
(Rodriguez, 2011).

La principal causa del deterioro de los alimentos es el ataque por diferentes
tipos de microorganismos (bacterias, levaduras y mohos). El problema del
deterioro microbiano de los alimentos tiene implicaciones econdmicas
evidentes, tanto para los fabricantes (deterioro de materias primas y productos
elaborados antes de su comercializacion, pérdida de la imagen de marca, etc.)
como para los distribuidores y consumidores (deterioro de productos después
de su adquisicién y antes de su consumo). La calidad de los alimentos se
encuentra afectada por factores fisicos, quimicos, bioquimicos vy
microbiolégicos. El control de dichos factores y en especial el microbiol6gico es
esencial para la preservacion de los alimentos (Rodriguez, 2011). A
continuacion, se hablar4 sobre algunos de los microorganismos que mas
afectan a los alimentos

3.4 Microorganismos Gram Negativos: Algunos microorganismos se
consideran como causantes de enfermedades transmitidas por alimentos, de
tal manera que se requiere estudiar cuales son los microorganismos patégenos
y productores de toxinas, entre los microorganismos gram negativos estudiados
se encuentra:

3.4.1 Eschericha coli: Es un tipo de bacteria que se encuentra en el intestino
del ser humano y de los animales de sangre caliente (OMS, 2017). Es un
bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, posee tres tipos de antigenos como los somaticos (O),
flagelares (H) y capsulares (K) (Rodriguez, 2002). El principal reservorio de
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este patdgeno es el ganado bovino, aunque también puede encontrarse en
rumiantes y mamiferos. La mayoria de sus cepas son inofensivas, pero existen
algunas de ellas productoras de la toxina Shiga, la cual produce calambres
abdominales y diarrea, en algunos casos puede convertirse en diarrea
sanguinolenta, acompafiada de vomitos y fiebre. En los alimentos esta bacteria
puede destruirse cociéndolos a una temperatura que alcance los 70°C o mas y
los alimentos que comunmente podria encontrarse estan: la carne picada cruda
0 poco cocida, leche cruda y hortalizas contaminadas con materia fecal,
teniendo en cuenta que la principal via de transmisién es via fecal-oral (OMS,
2017). Con base a su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas
de E. coli causantes de los cuadros de diarrea son: enterotoxigenica (ETEC),
enterohemorragica también conocidas como productoras de toxina Vero o
toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropaté- gena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa
(DAEC) (Rodriguez, 2002).

3.4.2 Salmonella spp: Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
gram negativos, no esporulados y méviles por los flagelos peritricos, poseen un
metabolismo anaerobio, reducen los nitratos a nitritos y son fermentadoras de
glucosa produciendo acido y gas. En algunas ocasiones pueden fermentar
lactosa 0 sacarosa y son catalasa positiva. Tienen la capacidad de infectar
diferentes especies animales, pueden afectar a los humanos e invadir otros
tejidos del tracto gastrointestinal ya sea como patégenos o comensales. La
principal forma de transmision es a través de la via oral, por contacto con heces
de animales infectados, ademas tienen la capacidad de resistir al ph del
estbmago, sales biliares y peristaltismo, de tal forma que puede llegar a
colonizar el intestino delgado y provocar una infeccion localizada. La
Salmonella produce tres tipos de toxinas: enterotoxina, endotoxina y citotoxina,
por lo que se cree que estas pueden ser las causantes de diarreas en las
personas, sintomas que se expresan a pocas horas de haber consumido un
alimento contaminado por este microorganismo. La patologia causada por
Salmonella se denomina salmonelosis, la cual puede causar dos aspectos,
fiebres tifoideas y paratifoideas y una gastroenteritis (Robledo, 2015).

Entre los principales alimentos que puede encontrarse este tipo de patégeno se
encuentran: los huevos, la carne, leche, pescado, verduras, frutas, entre otros
(OMS, 2017).

3.5 Microorganismos Gram Positivos:

3.5.1 Staphylococcus aureus: Es un microorganismo que se encuentra
ampliamente distribuido en el medio ambiente, debido a las caracteristicas de
virulencia que presenta y la resistencia hacia algunos antibiéticos. Pertenece al
grupo de las bacterias gram positivas, tiene una gran capacidad de adaptacion

17



por lo que puede afectar distintas especies de mamiferos, incluyendo otro tipo
de especies y los humanos. La mayoria de los brotes se han dado por los
Staphylococcus aureus coagulasa positiva, ya que los Staphylococcus tienen la
capacidad de producir enterotoxinas (enterotoxina A) y enzimas extracelulares,
causantes de las intoxicaciones alimentarias. Existen algunos alimentos que
son mas susceptibles a contaminarse con este patdégeno, en especial aquellos
gue tienen contacto con la piel del animal, tal es el caso de la leche, el huevo,
los productos carnicos como jamén, carne, chorizo y el pollo, ademas de estos
se encuentran los alimentos de calle (hamburguesa) y las condiciones
higiénicas que manejan ciertos lugares (Zendejas, Avalos & Soto, 2014).

3.5.2 Listeria monocytogenes: Es un microorganismo de distribucion
universal, resistente a la refrigeracion, sequedad y calor extremo. Se considera
como principales reservorios el suelo, el agua y el tracto gastrointestinal de las
aves, peces y mamiferos, incluyendo al hombre. Ademas, puede estar presente
en algunos alimentos como carne, pescado, vegetales crudos y lacteos no
pasteurizados, entre otros. Este microorganismo es capaz de causar una
patologia denominada listeriosis gastrointestinal no invasiva, siendo la forma
clinica mas habitual, debido a que produce toxiinfecciones alimentarias. La
sintomatologia clinica comienza a presentarse alrededor de las 24 horas de
haber consumido el alimento contaminado, produciendo diarreas acuosas,
nauseas, vomitos, cefalea, artromialgias y fiebre. El inoculo necesario para
causar la enfermedad depende de la cepa y la situacidén del huésped (Sanchez
& Palencia, 2010).

3.5.3 Clostridium perfringers (Esporas sulfito reductor): Son aquellas
bacterias de morfologia bacilar gram positiva, anaerobias estrictas, formadoras
de esporas productoras de toxinas y con capacidad de reducir el sulfito a
sulfuro, estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y son colonizadores
habituales del intestino humano y de algunos animales; la alta resistencia de
sus esporas le dan valor como indicadores de contaminacién fecal de caracter
no reciente tanto en agua como en alimentos (Gomez, Reyes, et al, 2014).
Tiene preferencia de crecimiento en condiciones con muy poco o0 nada de
oxigeno, y en condiciones ideales puede multiplicarse muy rapidamente, En
humanos, estad asociado a enfermedades como la intoxicaciéon por alimentos
contaminados generando toxiinfecciones, debido a una
enterotoxina que afecta al sistema digestivo produciendo gastroenteritis,
caracterizada por malestar estomacal y diarrea pueden estar presentes en
una gran cantidad de alimentos ya sean estos crudos o tratados (Morris &
Fernandez, 2009).

El uso de conservantes en los alimentos se ha venido implementando desde
hace muchos afos, por lo cual surgié la idea de buscar nuevas opciones de
origen natural como el orégano, tomillo y clavo de olor, que pueden ser
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sustituidos por los que comunmente se estan usando hoy en dia, los cuales se
pueden obtener a partir de hierbas, plantas, y especias, ya que los
conservantes se adicionan con el propdsito de controlar el crecimiento de los
microorganismos como bacterias y hongos que afectan la integridad y calidad
del producto. La preservacion de los alimentos permite prolongar el tiempo de
vida atil de estos, conservando su color, textura, sabor y valor nutritivo, ya que
actualmente los consumidores prefieren alimentos de facil preparacion, calidad,
seguros y naturales (Rodriguez, 2011). Algunos de ellos son:

3.6 Componentes del Oregano y Accién antimicrobiana del Oregano
(Origanum vulgare): Es una planta herbacea o sufruticosa, perenne,
rizomatosa (Mufioz, 2002), de gran interés debido a sus componentes como
timol, cimeno, mirceno, terpineol, carvacrol, 2-dodecadona, linalol, acido
palmitico, acetado de linalilo, oxido de cariofileno, entre otros, los cuales han
sido estudiados por su accidén antimicrobiana, la cual posiblemente se debe al
efecto sobre los fosfolipidos de la capa externa de la membrana celular
bacteriana, que provoca cambios en la composicidon de los acidos grasos
(Rodriguez, 2011). Es utilizado en la preparacion de alimentos por su
capacidad de sustituir los aditivos sintéticos, tiene una buena capacidad
antioxidante y antimicrobiana contra microorganismos patégenos como
Salmonella  typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, entre otros (Arcila & Loarca S et al.2004).

3.7 Componentes del Tomillo y Accion antimicrobiana del Tomillo
(Thymus vulgaris): El aceite esencial de tomillo estd compuesto
principalmente por fenoles monoterpenicos, como timol, carvacrol, p-cimeno, y-
terpineno, limoneno, borneol y linalol, es uno de los més potentes segun
investigaciones realizadas en cuanto a sus componentes antimicrobianos en
toda la planta, debido a su caracter lipofilico en la acumulacion en las
membranas y algunos cambios en estas como la perdida de energia e
igualmente a su hidrofobicidad y a los puente de hidrogeno en los componentes
fendlicos en la cual cambia la permeabilidad y caracteristica de la
membrana (Rosas & Lopez, 2011).

3.8 Componentes del Clavo de olor y Accion antimicrobiana del Clavo de
olor (Syzygium aromaticum): La actividad antimicrobiana del aceite de clavo
de olor se le atribuye a los compuestos fendlicos, ya que a mayor cantidad de
estos compuestos serd mayor la actividad antimicrobiana, es ampliamente
conocida y utilizada desde hace mucho tiempo en la cual estudios han
analizado que sus extractos tienen un amplio espectro de accion contra una
gran variedad de microorganismos causantes de distintos padecimientos que
afectan a humanos, animales y plantas, ha sido ampliamente investigado
debido a su popularidad, disponibilidad y alto rendimiento, entre sus
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compuestos de interés estan el eugenol, acetato de eugenilo, cariofileno, a-
humuleno, nerolidol, y-cadineno, selineno, entre otros (Aguilar, 2013).

La actividad antimicrobiana de estas especias, esta dada principalmente por la
presencia de los compuestos fenodlicos presentes en los extractos o aceites
esenciales, ademas se ha observado que la grasa, proteina, concentracion de
sal, pH y temperatura, afectan la actividad antimicrobiana de estos compuestos
(Rodriguez, 2011). Los antimicrobianos o conservadores pueden tener al
menos tres tipos de accion sobre el microorganismo, ellos son:

- Inhibicion de la biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular.
- Dafo a la integridad de las membranas.
- Interferencia en los procesos metabdlicos esenciales.

Algunos agentes antimicrobianos pueden afectar a muchos microorganismos y
otros pueden tener una menor inhibicion. Desde la antigliedad se ha venido
usando agentes antimicrobianos pero el mas utilizado hasta el momento ha
sido la sal de mesa, la cual se sigue utilizando para conservar productos
carnicos (Rodriguez, 2011).

3.9 Clasificacion de los productos carnicos: La clasificacion de estos se
debe a la composicion de su elaboracion en cuanto a su materia prima,
estructura de su masa, Si se estd expuesto o no al calor, si son 0 no son
embutidos la forma del producto terminado, su durabilidad o cualquier otro
criterio o nombres derivados de usos y costumbres tradicionales (Venegas &
Valladares, 1999), entre estos estan los productos carnicos crudos
fermentados, los cuales son sometidos a un proceso tecnoldgico que no incluye
un tratamiento térmico, aqui estan los frescos, productos céarnicos crudos
salados y los productos carnicos crudos fermentados los cuales son
elaborados con carne y grasa molidas o picadas o piezas de carne integras,
embutidos 0 no que se someten a un proceso de maduracion que le confiere
sus caracteristicas organolépticas y conservabilidad, con la adicion o no de
cultivos iniciadores y aditivos permitidos, pudiendo ser curados o no, secados o
no y ahumados o no. En cuanto a los productos carnicos tratados con calor,
son los que durante su elaboracién han sido sometidos a algun tipo de
tratamiento térmico (Venegas & Valladares, 1999).

Kinsman (1980) clasifica los embutidos en seis categorias entre estos estan los
embutidos frescos elaborados a partir de carne picada condimentada y
usualmente embutida en tripa natural, no estan curados ni ahumados. Los
embutidos cocidos son fabricados a partir de carne picada, condimentada,
curada y embutida en tripa. Los embutidos cocidos y ahumados se obtienen
como los anteriores pero sometidos a un proceso de ahumado sin ningan tipo
de tratamiento térmico y los embutidos secos o semi-secos, los cuales estan
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elaborados con carne picada, condimentada y embutida en tripa, se someten a
un proceso de secado al aire bajo condiciones controladas de tiempo,
temperatura y humedad (Venegas & Valladares, 1999).

4.0 Concentracion Minima Inhibitoria (CIM): Es una concentracion requerida
para impedir el crecimiento bacteriano, la cual se define como la minima
concentracion de un antibiético que, en un periodo de tiempo predeterminado,
inhibe el crecimiento in vitro de un in6culo bacteriano previamente
estandarizado (concentracién conocida de gérmenes). Puede ser determinada
en micro dilucién en caldo y difusion en agar (Taroco, Seija, et al, 2008). La
sinergia de los componentes de orégano, tomillo y clavo de olor se debe
principalmente a su potencial antimicrobiano sobre la integridad celular de los
microorganismos ya que han sido de gran apoyo para la aplicacion en la
elaboracion y conservacion de alimentos ya que en la actualidad los
consumidores tienen preferencia por alimentos de calidad, seguros, y
naturales pero que a la vez tengan una mayor vida util; hoy en dia las
tecnologias de conservacion alimentos tienen como reto la elaboracion de
productos méas duraderos sacrificando al minimo sus caracteristicas
nutricionales y sensoriales iniciales (Del Valle, 2003).
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4.0 MATERIALES Y METODOS

4.1 Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) de las
especies en aceite

Para poder determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) de las
especias en aceite, se trabajé una metodologia llamada “Prueba de Difusion en
disco”, con el fin de poder determinar a qué concentracion fueron efectivas las
especias formando halos de inhibicion y cual proporcionaba mejores
resultados.

4.1.1 Metodologia de Difusiéon en disco:

Los microorganismos que se reactivaron para poder ser estudiados fueron
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella spp ATCC 14028 y Staphylococcus
aureus coagulasa positiva ATCC 25923, los cuales se encontraban
preservados en glicerol en tubos ependoff bajo congelacion para evitar que se
desintegren. Para reactivar Listeria monocytogenes ATCC 13923 se utilizé la
misma metodologia, pero se incubo en microaerofilia y para Esporas de
Clostridium sulfito reductor ATCC13124 se incubo en condiciones de
anaerobiosis.

Posteriormente a ello, se llevaron los tubos a bafio maria durante 15 minutos
para ser reactivados y con el asa en argolla se tomé una pequefia cantidad de
muestra para ser sembrada por agotamiento en agar Tripticasa de soja,
llevando a incubar a 37°C durante 24-48 horas.

Una vez pasado el tiempo de incubacién, fue necesario tomar una unidad
formadora de colonia (UFC) para depositarla en un tubo que contenia caldo
tripticasa soya o BHI. Por cada caja sembrada se repico en dos tubos con
caldo y luego se llevé a incubar durante 24 horas. Después de ello se verifico el
crecimiento presente en los tubos y la concentracién de estos fue medida por
espectrofotometria, donde se obtuvo una concentracién de 108UFC con un
valor de 0.9 de absorbancia.

Para la realizacion del trabajo se manejaron cuatro concentraciones para cada
una de las especias en aceite al 10%, 7.5%, 5% y 2.5%, establecidas mediante
la formula %p/v como se indicara a continuacion:

P soluto
o, P

=—— x100
vV solucion x

Luego como diluyente se utiliz6 etanol al 96%, el cual fue medido en beakers y
se combind con la especia. A cada una de las concentraciones se le
depositaron unos sensidiscos con el fin de que tengan contacto con ellas en un
tiempo aproximado de 20 minutos.
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Durante ese lapso de tiempo se realizaron unas siembras masivas en agar
tripticasa de soja, por lo tanto, para cada microorganismo se usaron cuatro
concentraciones y por cada concentracion se sembraron 5 cajas, a las cuales
se les coloco 4 sensidiscos como se observa en la Figura 1 y se llevé a incubar
durante 37°C por 24 horas. Para el caso de Clostridium una vez realizada la
siembra y puesto los sensidiscos, fue necesario afiadir ---- de agar tripticasa de
soja para generar la anaerobiosis.

Figura 1 Caja de Petri sembrada con la especie y el microorganismo y los 4
sencidiscos

Posteriormente a la incubacion se realizé la respectiva lectura de los halos de
inhibicion, como CONTROL POSITIVO, se sembrd el microorganismo con el
sensidisco del antibiético como lo muestra la Figura 2 y como CONTROL
NEGATIVO se sembré el microorganismo solo como lo indica la figura 3.

Figura 3 Control negativo (microrganismo solo)

23



De esta manera se realizé la medicion de cada uno de los halos presentes en
las cajas sembradas con las especies y se apunto el respectivo resultado.

5.0RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Establecer la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la especia en
aceite Orégano (Origanum vulgare), a nivel in vitro frente a cepas que son
criterios microbiolégicos segun norma NTC 1325 para un producto
carnico madurado fermentado.

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron al evaluar las especias en aceite
esencial frente a los microorganismos que son criterio microbiolégico segun la
norma NTC 1325, se determind lo siguiente:

Al evaluar el aceite esencial de Orégano en las cuatro concentraciones frente a
los microorganismos, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella spp ATCC
14028, Listeria monocytogenes ATCC 13923 vy Clostridium perfringers
ATCC13124, no se obtuvo ningun resultado, es decir no se observé ningun
halo de inhibicibn como lo muestra los resultados de la tabla 1, sin embargo
Staphylococcus aureus ATCC 25923, presento halos de inhibicion en las cuatro
concentraciones (10%, 7,5%, 5% y 2,5%), alcanzando en la cuarta
concentracion (2,5%) un halo de inhibicion de alrededor de 6milimetros (mm),
como se observa en la figura 1, teniendo en cuenta que esta Ultima es la
concentracion mas baja.

Tabla 1 Resultados de la concentracion minima inhibitoria de la especia
Orégano en aceite esencial

Especia orégano + Escherichia coli ATCC 25922
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Halo de inhibicion mm
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Figura 1 Halos de inhibicibn en mm de la especia orégano frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923

A nivel mundial existen diferentes especias denominadas con el nombre de
Orégano, siendo Origanum el género mas conocido, al cual se le ha dado
multiples usos como lo es en la industria alimentaria, en la elaboracion de
perfumes, plantas decorativas, aceites esenciales y oleorresinas. Actualmente
se utilizan muchas especias y hierbas para la conservacién de los alimentos,
con el fin de sustituir el uso de aditivos quimicos y aumentar asi su importancia
en la industria alimentaria, generando mayores beneficios en la salud del
consumidor (Amadio, Medina, Dediol, Zimmermann & Miralles, 2011). Entre los
principales componentes del Origanum se encuentra el limoneno, el [-
cariofileno, el p- cimeno, el canfor, el linalol, el a- pineno, el carvacrol y el timol,
siendo estos Ultimos los mas importantes en la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de esta especia (Arcila, Loarca, Salvador, et al, 2004).

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano depende de su
composicién, la cual estd relacionada con la especie de orégano (Paredes,
Gastelum, Silva & Nevarez, 2007), se ha encontrado que este tipo de especia
tiene la capacidad de actuar contra bacterias gram negativas como Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica y
Enterobacter cloacae; y las gram positivas como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Listeria monocytogenes y Bacillus subtilis.
Ademas de ello se habla que los compuestos fendlicos como el carvacrol y
timol, poseen una actividad mas alta contra los microorganismos Gram
negativos, excepto para Pseudomona aeruginosa, siendo el timol el
componente mas efectivo (Rodriguez, 2011).

Los géneros como Salmonella y Staphylococcus, pueden contaminar los
alimentos y ser agentes causantes de enfermedad. La carne es un alimento
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que tiene un alto contenido de agua y un aw de 0,99, lo que favorece el
crecimiento de microorganismos como Salmonella y Staphylococcus, causando
alteraciones en la composicion de la carne y siendo fuente de enfermedad para
el ser humano. Teniendo en cuenta todo lo anterior la carne de cerdo es muy
utilizada para la elaboracion de derivados céarnicos en especial los embutidos,
por lo que son susceptibles a ser contaminados por estos tipos de
microorganismos. De acuerdo a un estudio realizado por Vasquez, Alvarado,
Rodriguez, Saldafa, et al en el 2014, el cual tenia como objetivo determinar el
efecto del aceite esencial Origanum vulgare en la supervivencia de
Staphylococcus aureus y otras Salmonellas spp en carne de cerdo
pasteurizada y refrigerada, determinaron mediante el método de Microdilucion
en caldo que la menor concentracion minima inhibitoria (CMI) para
Staphylococcus aureus fue de 1,5 pL/mL y para las Salmonellas spp la mayor
fue de 3,0 puL/mL. Por lo tanto, el aceite esencial de orégano al actuar como un
agente antibacteriano afecta la permeabilidad de la membrana bacteriana
causando la salida de iones desde el interior de la célula hacia el exterior. Por
lo general esta salida de iones va acompafada de otros constituyentes
citoplasmaticos, sin embargo, cierta cantidad de perdida puede ser tolerada por
la célula, pero si el flup aumenta puede llevar a la muerte de la misma
(Vasquez, Alvarado, Rodriguez, Saldafa, et al, 2014).

5.2 Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de la especia en
aceite Tomillo (Thymus), a nivel in vitro frente a cepas que son criterios
microbiolégicos segun norma NTC 1325 para un producto carnico
madurado fermentado.

Al ser evaluado el aceite esencial de Tomillo en las cuatro concentraciones
frente a los microorganismos, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella spp
ATCC 14028 y Listeria monocytogenes ATCC 13923, los resultados que se
obtuvieron fueron de cero, es decir no se observo la formacion de ningun halo
de inhibicién como lo indica los resultados de la tabla 2, pero a diferencia de los
demdas microorganismos, Staphylococcus aureus ATCC 25923, presento halos
de inhibicion en las cuatro concentraciones (10%, 7,5%, 5% y 2,5%),
alcanzando un valor en la ultima concentracion de 10mm como lo muestra la
figura 5, en las demas concentraciones se obtuvo valores de 11mm al 5%, de
13mm al 7,5% y de 19mm al 10% y ademas de ello Clostridium perfringers
ATCC13124 también presento halos de inhibicion pero solo en la primera
concentracion es decir al 10%, utilizando la especia pura con un valor de
1,4mm como se observa en la figura 2.
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Tabla 2 Resultados de la concentracién minima inhibitoria de la especia
Tomillo en aceite esencial

Especia Tomillo + Escherichia coli ATCC 25922

m 12 [13 4

0 0 0 0

Especia Tomillo + Salmonefla ATCC 14028

nm 2 (3 4

Especia Tomillo + Listerio monocytogenes ATCC 13923
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]

Figura 2 Halos de inhibicibn en mm de la especia Tomillo frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Halo de inhibicion (mm)
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Especia Tomillo + Clostridium perfringens

Figura 3 Halos de inhibicibn en mm de la especia Tomillo frente a Clostridium
perfringers ATCC 13124
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La forma mas importante de perder la calidad de un producto es aquella que
esta asociada con el deterioro microbiano y en general por la presencia de
microorganismos patégenos. Muchos alimentos contienen componentes
naturales, los cuales pueden ayudar a prolongar la vida util de los alimentos
actuando como agentes antimicrobianos. El aceite esencial de tomillo esta
compuesto principalmente por fenoles monoterpenicos, como el timol,
carvacrol, p-cimeno, Y-terpineno, limoneno, borneol y linalol. Su composicion
puede variar, pero todo depende de la época y el lugar en que se coseche,
teniendo en cuenta que existen diferentes quimiotipos. De acuerdo algunos
estudios que han realizado, el aceite esencial de tomillo se caracteriza por
tener potentes propiedades antimicrobianas, dentro de ellas se destaca
componentes como el timol y el carvacrol, considerados como los componentes
mMas activos contra patdégenos transmitidos por alimentos. Por lo tanto, se habla
que la propiedad antimicrobiana del tomillo estd asociada a su caracter
lipofilico, a la acumulacién de membranas y a los eventos secundarios dados
en la membrana como perdida de energia (Rosas & Lopez, 2011).

El timol tiene efectos antibacterianos, anti fangicos y antihelminticos, pero su
mecanismo de accion no esta determinado a gran escala, por lo cual se
considera que los diferentes grupos quimicos que lo componen actian de
diferente forma sobre la célula, teniendo en cuenta que no todos los
mecanismos de accion son independientes, algunos pueden verse afectados
por la accién del otro (Morales, 2015). El carvacrol tiene la capacidad de
interactuar con la membrana mediante la unién con la capa de los fosfolipidos,
provocando una desestabilizacion de la célula y por consiguiente aumentando
la fluidez y la permeabilidad de la misma. Entre los principales mecanismos por
el cual los microorganismos son inhibidos por los compuestos fendlicos estan,
la sensibilizacion de la bicapa fosfolipida de la membrana celular, la cual causa
una pérdida de la permeabilidad y de los constituyentes celulares o provoca un
dafio en las enzimas bacterianas. Ademas de ello también se presume que la
actividad antimicrobiana de este aceite estd asociada a su hidrofobicidad y a
los puentes de hidrogeno de sus constituyentes fendlicos, lo que produce un
cambio en su permeabilidad y caracteristicas de la membrana. Es importante
resaltar que el carvacrol y el timol, al actuar en conjunto conjunto aumentan la
permeabilidad de la membrana celular, desintegrando la membrana externa de
las bacterias Gram negativas, liberando lipopolisacéaridos (LPS) y aumentando
la permeabilidad de la membrana citoplasméatica a ATP (Rosas & Lopez, 2011).

El aceite esencial de Tomillo presenta un efecto antimicrobiano de moderado a
fuerte sobre algunas bacterias tanto Gram positivas y Gram negativas y en
diferentes hongos presentes en alimentos (Medina, Dupertuis, Amadio, et al,
2003). Entre algunos de los microorganismos que han presentado actividad
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antibacteriana se encuentra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
cereus, Proteus vulgaris, Vibrio spp, y Listeria monocytogenes (Rojas, Ortiz,
Jauregui, et al, 2015). Ademéas de ello Mazzarino y otros autores en el 2014,
utilizaron el aceite esencial de tomillo para evaluar algunas especies de
bacterias patdgenas, donde observaron que este presentaba un gran espectro
de accion sobre varios microorganismos, pero sobre Listeria monocytogenes su
accion fue reducida, lo que indica el bajo rendimiento de este microrganismo al
ser evaluado en el actual estudio.

Por otro lado, se ha determinado que el aceite esencial de tomillo no presenta
actividad a bajas concentraciones frente algunas cepas bacterianas, como por
ejemplo la presencia de Clostridium perfringers (Morales, 2015), esto indica
que al momento de ser evaluado en este estudio solo funciono con la especia
pura, es decir al 100%. La importancia de inhibir Clostridium perfringers, radica
en la capacidad toxigenica que este microorganismo tiene y en la capacidad de
formar esporas, por lo cual este puede hacerse mas resistente a los efectos
adversos que los conservantes naturales puedan ejercer sobre el
microorganismo, por lo tanto de acuerdo algunos estudios realizados, el aceite
esencial de tomillo ha tenido efecto sobre algunas bacterias entéricas ya
mencionadas anteriormente incluyendo a Bacillus cereus y Clostridium
botulinum, donde ha producido halos de inhibicion alrededor de 7 a 24 mm
(Ardila, Vargas, Pérez & Mejia, 2009).

5.3 Establecer la concentracién minima inhibitoria (CMI) de la especia en
aceite Clavo de olor (Zyzgium), a nivel in vitro frente a cepas que son
criterios microbiolégicos segun norma NTC 1325 para un producto
carnico madurado fermentado.

El Clavo de olor es una especie que es muy utilizada en gastronomia y
medicina natural, que han sido utilizados durante las Gltimas décadas por su
uso potencial como conservantes y antioxidantes en el campo de la
agroindustria y alimentos contiene una gran variedad de compuestos y su
composicién varia dependiendo de su procedencia entre sus componentes
destaca eugenol (49-98%) como compuesto mayoritario, B-cariofileno (7.2-
21%) y eugenil acetato (2.1-6%). Ademas, también se pueden encontrar
pequefias cantidades de a-humuleno (0.8-1.9%) y trazas (< 1%) de otros 25 a
35 constituyentes (Garcia.2014) El eugenol, componente mayoritario actuan
inhibiendo la produccion de enzimas extracelulares, tales como amilasas y
proteasas, lo que provoca el deterioro de la pared y un alto grado de lisis
celular. (Pastrana Y Durango et al.2017)

En el caso de Escherichia coli, ATCC 25922 los resultados que se obtuvieron al
usar la especia Clavo de olor fueron buenos, presento halos de inhibicion en
las cuatro concentraciones, teniendo como concentracion minima inhibitoria la
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de 2.5 % con halos de inhibicion promedio de 6.3 milimetros, y valores de 6.4,
4.6, 4.5 milimetros en las concentraciones de 10, 7.5 y 5 % respectivamente
como se observa en la Figura 4.
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Figura 4 Halos de inhibicion en mm de la especia Clavo de olor frente a
Escherichia coli ATCC 25922

Esta especia presenta una buena respuesta a la inhibicién al crecimiento de E.
coli, es asi como, los derivados fendlicos tales como carvacrol y eugenol
provenientes del clavo de olor causan la desintegracion de la membrana en la
E. coli y S. typhimurium e igualmente estudios demuestran que este tipo de
especia inhiben el crecimiento de las bacterias Gram negativas (Pastrana,
Durango, et al, 2017). Esto se puede evidenciar en estudios donde esta
especie fue adicionada en jugo de manzana pasteurizada con el fin de inactivar
el crecimiento de Salmonella typhimirium y Escherichia coli O157:H7, en la cual
se demostré un aumentando seguridad del producto (Caballero & Marquez,
2011).

Para Salmonella spp, ATCC 14028 se presentaron halos de inhibicién en las
concentraciones 10, 7.5, 5y 25 % de 54, 52, 6.5 y 6.6 milimetros
respectivamente como se observa en la Figura 5.
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Figura 5 Halos de inhibicibn en mm de la especia Clavo de olor frente a
Salmonella spp ATCC 14028

En estudios realizados concluyeron que clavo de olor evaluado presenta un
notable efecto inhibitorio en la supervivencia de S. typhi, S. paratyphi A y B.
cereus, este estudio demuetra que Se evalué el efecto del aceite esencial de
“clavo de olor” en la supervivencia de Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A
y Bacillus cereus donde se prepararon concentraciones del aceite al 10%,
20%, 30% y 40% mas Tween 80 como solvente emulsificante estudio que
demostro una relacién directa entre la concentracion del aceite y el efecto
inhibitorio: a mayor concentracion (40%) mayor efecto inhibitorio sobre los
microorganismos en estudio. (Gamboa,Vasquez. 2015)

Por otro lado, el microrganismo que mejor se ha inhibido usando los tres tipos
de especias en las cuatro concentraciones es Staphylococcus aureus, ATCC
25923 el cual al ser evaluado con Clavo de olor llego a presentar un halo de
inhibicion de aproximadamente 1,3cm en su Ultima concentracion del 25% en
las demas concentraciones se obtuvo valores de 4mm al 10%, de 3,3mm al
7.5%, de 2,4 al 5% como se observa en la Figura 6.

Halo de inhibicidon
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Figura 6 Halos de inhibicion en mm de la especia Clavo de olor frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Pastrana y durando, et al, 2017, compararon las propiedades antimicrobianas,
de 30 especias y resumieron el espectro antibacteriano de cada especia y
observaron que el 80% de ellas inhibieron el crecimiento de mas del 50% de
las bacterias del estudio, de hecho, el clavo de olor junto a otra especie,
inhibieron entre el 75 y el 100% de las cepas bacterianas utilizadas, Teniendo
efecto antimicrobiano sobre los patdégenos Staphylococcus aureus e igualmente
con Salmonella spp. E. coli utilizando el método de difusion en agar, y
diluciones dobles en caldo. Esto es posible por la presencia de alcaloides,
oxhidrilos fendlicos, y el eugenol presente en el clavo segin Khan (Pastrana &
Durango, et al, 2017).

En el caso de Clostridium perfringers ATCC 13124 al evaluarlo con las tres
especias, los resultados que se obtuvieron con la especie Clavo de olor logro
presentar una concentracidon minima inhibitoria de aproximadamente 1,7cm en
la cuarta concentracion del 2.5%, en las demas concentraciones se obtuvo
valores de 3,3cm al 10%, de 2.7 cm al 7.5%, de 2.8 al 5% como se observa en
la Figura 7.
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Especia Clavo de Olor + Clostridium perfringens

Figura 7 Halos de inhibicion en mm de la especia Clavo de olor frente a
Clostridium perfringers ATCC 13124

Segun Mitch 2004, Dean 1995 y Huerta 2007, demostraron que la actividad
antimicrobiana del clavo de olor frente a Clostridium perfringens; otros trabajos
demostraron que los aceites esenciales presentan mayor actividad frente a
Salmonella typhimurium y Salmonella enteritidis (Zecaria, 2008). En altas
concentraciones tiene un efecto bactericida, accion que se ha atribuido a los
fenoles por degeneracion de las proteinas lo que resulta en dafio a la
membrana celular, a diferencia de las bajas concentraciones de eugenol que
tienden a estabilizar las membranas celulares, en un estudio realizado en
ensayo preliminar de la actividad antibacteriana de diferentes extractos en el
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gue se encuentra clavo de olor frente a Clostridium perfringens determinaron
que se produce la inhibicion en la formacion de gas por parte de C. perfringens
a concentraciones inferiores al 1% (10 pl/ml) y ademas se observd como hay
variacion en la concentracion y composicion de los aceites esenciales
obtenidos de una misma planta.(Ardila & Vargas. et al.2009).

6.0 CONCLUSIONES

v El aceite de esencial orégano (Origanum vulgare) solo presentd
actividad antimicrobiana frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 en
las cuatro concentraciones evaluadas, siendo 2.5% la concentracion
minima inhibitoria.

v El aceite de esencial de tomillo (Thymus vulgaris) no present6 actividad
antimicrobiana frente a microorganismos Gram-negativos y solo inhibié
el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en las cuatro
concentraciones evaluadas y Clostridium perfringers ATCC 13124 sdélo
en la concentraciéon mayo 10%.

v El aceite esencial de Clavo de olor (Syzygium aromaticum o Eugenia
caryophyllata), presenté actividad antimicrobiana frente a 4 de los 5
microorganismos evaluados, siendo Listeria monocytogenes ATCC
13923, la Unica cepa que no fue inhibida.
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7.0 RECOMENDACIONES

Para obtener resultados mas eficaces es importante conocer y tener en
cuenta la forma o método que se utilizan para extraer el aceite, ya que
esto podra variar su compaosicion y por ende su accion.

La concentracion de cada especia utilizada es de gran importancia
porque de esto depende la variacion de resultados frente a los
microorganismos en estudio.

La actividad antimicrobiana frente a las diferentes especies en estudio
depende de método que se emplee.

Es importante conocer tanto los efectos de cada especia como al
microorganismo con el que se desea tener actividad antimicrobiana.
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