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1. INTRODUCCION

El consumo de carne hace parte de la cultura latinoamericana y hoy en dia es la principal
fuente de proteinas en la dieta diaria, sin embargo, debido al alto costo ecoldgico que
representa el negocio ganadero a nivel mundial (es una de las principales causas del cambio
climatico) (Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2006) y a la
concientizacion acerca de este fendbmeno por parte de la sociedad, se ha fortalecido la
tendencia al vegetarianismo, como ejemplo de esto se tiene que en Bogotd aumenta el
namero de establecimientos vegetarianos y asi mismo ocurre en diferentes ciudades
colombianas donde se ha producido una ruptura en las tradiciones culinarias convencionales
(Galeano, 2017).

El periédico “El Tiempo” anuncié una posible alza en el precio de los carnicos debido a gastos
por causa de una mejora en programas de calidad (El Tiempo, 2017), aun cuando la carne de
res ya es la mas costosa del mercado, es decir, a medida que avanza el tiempo se hace
menos asequible para miles de familias; esto, aunado a lo ya mencionado anteriormente,
amenaza al mercado carnico a corto y largo plazo, y es por esto que se hace urgente brindarle

al consumidor productos con valores agregados de manera econdmica.

En el mercado carnico se emplea una amplia gama de aditivos (la gran mayoria quimicos
sintéticos) con diferentes fines, tales como mejorar propiedades organolépticas (sabor y
apariencia) (Ospina et al., 2011), y, la funcién mas importante: conservar el producto, es decir,
alargar su vida util, lo cual se logra, generalmente mediante efectos bacteriostaticos o
bactericidas sobre microorganismos alterantes; sin embargo, algunas de estas sustancias
(como nitritos, nitratos y sales de curado) pueden representar un problema para la salud del

consumidor al ser altamente cancerigenas o generar otro tipo de padecimientos en la salud.

Los nitritos y nitratos brindan ventajas para la industria carnica al favorecer tanto aspectos
organolépticos como conservantes porque no soélo le provee un color rosa agradable
visualmente al producto sino que ejerce una accion bactericida, disminuyendo el olor

generado por la descomposicion y aportando firmeza al tejido animal, sin embargo, su



conNsumo Nno es inocuo y genera riesgos como: el aumento de metahemoglobina, que es
incapaz de transportar oxigeno por la sangre y la formacion de nitrosaminas, de las cuales
esta demostrada su accidén cancerigena en higado, estomago, pancreas, rifilones, eséfago y
vejiga (Vargas, Lopez & Flores, 2014) (Antdn & Lizaso, 2011), por lo tanto ahora se ha

reducido su uso y se intenta encontrar un sustituto natural que brinde ventajas semejantes.

Otro aditivo muy utilizado es la sal, la cual es necesaria para la produccion de energia en las
células vy la regulacién hidrostética en el cuerpo humano; lasal en los productos cérnicos
aporta sabor al mismo, actia como conservante, solubiliza proteinas y tiene efecto
antimicrobiano, pero un exceso en el consumo de sal trae consecuencias para la salud como
el aumento de la presion arterial; también puede causar inflamacion de las encias, de la
cavidad bucal y del sistema digestivo. Investigaciones realizadas demostraron que el consumo
excesivo de sal no s6lo aumenta el riesgo de desarrollar hipertension arterial, sino que este
consumo desmedido también puede contribuir a un gradual deterioro de la memoria, debido a

gue dafa las paredes de los pequefios capilares del cerebro (Vargas, et al., 2014).

Los efectos negativos causados por los aditivos quimicos son de conocimiento universal y su
uso se encuentra reglamentado por el comité conjunto FAO/OMS los cuales han establecido
una ingesta maxima tolerable de 70pg/mes (World Health Organization, 2011). Gracias a la
difusion mediatica de la informacion se ha generalizado el temor por padecer los efectos
secundarios de estas sustancias artificiales y se ha generado una consciencia de lo natural,
llevando al consumidor a preferir alimentos mas naturales o con bajo contenido de sustancias
sintéticas, en conclusion, esto ha tenido una incidencia negativa para las industrias carnicas,
ya que disminuye el consumo en la sociedad, baja la demanda y con ella las ventas del sector

ganadero.

Pese a lo anterior, segun la Federacion Colombiana de Ganaderos (FEDEGAN), el consumo
de carne de res anual por persona en Colombia, en el afio 2016, fue de 19.1 kg/hab.
ubicandose por encima del consumo de carne de cerdo y pescado; y en el 2017 fue de
18,1kg/hab., lo que confirma una disminucion de su consumo por parte de la poblacién.

El consumo de carnicos procesados en el afio es de 4 kilos por persona segun la industria de
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alimentos Zenu. (Zenu, 2016); Estas cifras indican que tanto la carne como sus derivados son
productos con alta demanda nacional, y por ende, las industrias carnicas deben plantearse
retos que involucren el uso de aditivos mas naturales por el bienestar de los consumidores, en
este siglo, el sector agroindustrial tiene una gran responsabilidad social y ya es hora de

comenzar a asumirla.

El uso del clavo de olor como aditivo cérnico puede resultar beneficioso para el productor si
este es habil en el aprovechamiento del sabor proporcionado por la especia, en este caso se
estaria obteniendo un producto sazonado desde su produccion primaria, con un sabor que
resulta familiar y agradable para el consumidor, ademas de contener menor cantidad de

sustancias quimicas pero con igual calidad microbioldgica y una vida util prolongada.

Consumo aparente per capita anual
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Figura 1: Fuente: Fedegan FNG, Fenavi, Porcicol y Fedeacua
*Consumo de proteina animal corresponde al consumo acumulado de

carne de res, pollo y cerdo.
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En Colombia, los primeros puestos de ventas de carnes estan entre los comercializadores de
carne de pollo y carne de res, sin embargo, el mercado porcicola ha ido ganando terreno y el
consumidor colombiano, cada vez més, considera la carne de cerdo como una buena opcion
proteica en sus comidas, esto se debe en parte al precio de estos productos de origen animal:
“un kilo de chatas esta en $21.000, mientras que la misma cantidad, en carne de cerdo, puede

costar $12.000, segun Corabastos.” como se evidencia en la figura 2 (Alfonso, 2017).

Porcentaje de hogares compradores* 2014 2015 2016 Consumo per capita anual
Precio promedio:
Pollo 79% $8.000/ kilo
0,
76% =
79% kilos
86% Precio promedio:

Res $21.000/ kilo .
0,
82% 18,6 =
82% kilos >
o
g
9% Precio promedio: __f
Cowcln 51% $12.000/ kilo 3
o £
53% o :
62% kilos 3
g
P d 26% Precio promedio: -g
o > $9.000/ kilo £
21% - 3
14% Volumen de compra kilos 2
agosto 2016 3

A

Fuente: Investigacion Nielsen consumo de cames del pais / Sondeo LR Gréfico: LR/S)

Figura 2: consumo de carne en Colombia en los afios 2014,
2015, 2016. (Alfonso, 2017).

Multiples estudios han revelado la importancia para la salud de las personas el consumir
alimentos saludables, y mas aun alimentos funcionales que aporten sustancias como
vitaminas, minerales y demas, que ayuden a mejorar y/o prevenir algunas enfermedades.

La adicion de ingredientes en alimentos preparados a base de carne que aporten beneficios
para la salud se ha aumentado, esto permite que, desde estos alimentos consumidos
frecuentemente, sea posible mantener e incluso mejorar la calidad de vida de los

consumidores (Ospina, Restrepo & Lopez, 2011).
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) especializado en el cancer clasificé la carne
procesada como carcindégena para los humanos (Grupo 1) (Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), 2015). Es por estas razones y muchas mas que las tendencias de alimentacion en las
personas se han ido dirigiendo hacia el lado saludable, hacia el consumo de productos sin
aditivos quimicos y es ahi donde surge la necesidad de utilizar especias y hierbas que,
tradicionalmente y durante cientos de afos, se han consumido como condimentos esenciales
en la cocina y pueden ser utilizadas como alternativa de conservacion y un método de control

en productos alimenticios, en especial productos carnicos.

La especia clavo de olor (Syzygium spp.) ha demostrado tener actividad antimicrobiana ya
gue posee acciones bacteriostaticas por contener sustancias como el eugenol, el timol y el
carvacrol, por lo que ya se ha venido estudiando su potencial como aditivo alimenticio y se ha

estado usando en la industria de alimentos (Flores et al., 2014) (Ardila, et al., 2009).

Este tema de los aditivos y de la seguridad alimentaria se ha convertido en un reto para el
sector de la industria carnica y es por esto que ahora se trabaja bajo el concepto de
“alimentos funcionales”, es decir, alimentos o sustancias extraidas de ellos que,
independientemente de su aporte nutritivo, proporcionan beneficios al organismo (Ospina,
Restrepo & Lépez, 2011), ademas de ser mucho mas llamativos para los consumidores por el

valor agregado.

Entre los objetivos trazados al inicio del estudio estuvo el demostrar que si hay aditivos
eficaces con pocos o ningun efecto colateral, de esta forma se estarian dando opciones a la
industria alimentaria para el uso de aditivos mas naturales obtenidos directamente de plantas
como el clavo de olor (Syzygium aromaticum), reemplazando asi aditivos quimicos o

sintéticos.
Los efectos bactericidas y bacteriostaticos del Clavo de olor estan comprobados

experimentalmente tanto in vitro como in vivo, y es posible encontrar autores que respalden

esta afirmacion, ademas las especias han sido utilizadas por mucho tiempo como sazonantes
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carnicos o de otros alimentos, lo cual indica que no se presentarian alteraciones negativas

organolépticas en los productos céarnicos.
Se han esclarecido las ventajas sociales y econdmicas de ofrecer productos con alto valor

nutricional, pues estos permiten mejorar la reputacion de la marca y mejoran la salud del

consumidor, al tiempo que conservan y atraen nuevos clientes.

14



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto inhibitorio de la especia clavo de olor (Syzygium spp.) frente a las
siguientes bacterias: Staphylcoccus aureus, Salmonella spp., Clostridium sulfito reductor,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli sobre una matriz sélida (producto céarnico
madurado) NTC 1325.

2.2 Objetivos especificos

- Evaluar in vivo la accién antimicrobiana de diferentes concentraciones de la especia
clavo de olor (Syzygium spp.) en aceite esencial frente a microorganismos criterio

microbioldgico para un producto carnico madurado segun la NTC 1325.

- Comparar la actividad antimicrobiana del aceite de clavo de olor (Syzygium spp.) frente
a la actividad antimicrobiana de la concentracién de nitritos utilizada como conservante
en un producto céarnico, utilizando microorganismos criterio microbiolégico segun la
norma NTC 1325.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Aditivos en derivados carnicos:

A los embutidos carnicos son afiadidas sustancias que no son consideradas ni consumidas
normalmente como alimentos sino que se incorporan al mismo con un fin tecnoldgico u
organoléptico, estas reciben el nombre de aditivos y son ampliamente utilizadas en el
mercado universal. Por mencionar algunos aditivos antimicrobianos aceptados tenemos:
benzoatos y acido benzbico, ésteres, fenoles, acidos organicos y derivados, acido propidnico
y propionatos, acido sorbico y sorbatos, sulfitos, 6xido de etileno, diacetato de sodio y nisina
(Garcia & Garcia, 2008); sin embargo los aditivos alimentarios mas utilizados son los nitratos,

nitritos y cloruro de sodio.

El nitrato potasico y el nitrato sédico forman parte de las diversas sales de curado y su funcion
es favorecer el enrojecimiento del producto y la conservacion de caracteristicas bioquimicas y
organolépticas del alimento debido a su efecto bactericida, ya que, al evitar el crecimiento de
microorganismos alterantes y/o patdgenos se previene la descomposicion de las proteinas y
el crecimiento de biopeliculas en la superficie del alimento; ademas de proporcionar estos
beneficios también tiene otros efectos como retrasar el proceso de oxidacion de los lipidos,
con la consecuente disminucion del caracteristico olor de enranciamiento, y produce una

mayor firmeza en la textura.

La sal, otro aditivo, desempefia las funciones de dar sabor al producto, actuar como
conservante, solubilizar las proteinas y aumentar la capacidad de retencién del agua de las
proteinas; también es un agente antimicrobiano debido a que retarda su crecimiento.
Normalmente, se agregan 2.5 partes de nitrato a cada 100 partes de sal comun (Vargas, et
al., 2014).
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3.2Aditivos antimicrobianos de origen natural:

Las especias se han empleado alrededor del mundo desde hace siglos como colorantes,
saborizantes y conservantes, entre los paises pioneros que tomaron esta iniciativa se

encuentran los ubicados al sudeste de Asia como India y China (Shan et al., 2005).

En la busqueda de plantas que contengan sustancias con potencial antimicrobiano para
reemplazar a los aditivos previamente mencionados se han hallado variadas especias que

cumplen con la exigencia, entre estas tenemos:

Nombre Nombre % maximo
comun de la cientifico de la presente en el
planta planta Componente aceite esencial
Coriandrum Linalool 26%
Cilantro sativum E-2-decanal 20%
Trans-
Cinnamomum cinnamaldehi
Canela zaylandicum do 65%
Carvacrol 80%
Timol 64%
Origanum Terpineno 2-52%
Orégano vulgare Cymeno 52%
Pineno 2-25%
Acetato de
baornil 0-17%
Rosmarinus Canfor 2-14%
Romero officinalis 1,8 Cineolo 3-89%
Eugenol 75-85%
Syzygium Acetato de 8-15%
Clavo aromaticum eugenil
Timol 10-64%
Carvacrol 2-11%
Thymus Terpineno 2-31%
Tomillo vulgaris cimeno 10-56%

Figura 3: Componentes de aceites esenciales que presentan

propiedades antimicrobianas. Fuente: (Garcia & Garcia, 2008).
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3.3Clavo de olor Syzygium aromaticum:

Es una especia que pertenece a la familia Myrtaceae, también se conoce como Eugenia
carophyllata y se caracteriza por habitar ambientes tropicales, en suelos ricos en humus
arcillosos y lateriticos (pobres en silice y ricos en hierro y alimina), es originaria de Indonesia.
Se obtiene de un arbol que demora, aproximadamente, 20 afios en desarrollarse y es
fructifero unos 50 afios, mide entre 12 y 15 metros y florece dos veces al afio. Se compone
de 15 a 20% de aceite volatil que es el responsable de su olor y sabor caracteristico; a su vez,
este aceite se compone de: eugenol, acetato de eugenol, acidos fendlicos entre otros. El
aceite esencial de clavo de olor se extrae de las hojas, los tallos y los botones sin abrir.
(Aguilar & Lopez, 2013).

Se le han comprobado multiples utilidades y se ha empleado histéricamente en areas como:
agricola, gastronémica y medicinal; entre las funciones que se le pueden atribuir encontramos:
antiséptico, fungicida, antibacterial, antiviral, antiespasmddico, anestésico local;
adicionalmente presenta una accion estimulante del apetito y la digestiébn, (Ramirez, et al.,
2002); ademas, en un estudio realizado por la universidad de la Rioja, Departamento de
Agricultura y Alimentacion, se comprob6é que también se comporta como promotor del
crecimiento en animales (Zarazaga & Torres, 2002); posee propiedades antimutagénicas,
diuréticas, cardiotonicas, carminativas y repelentes frente a vectores de parasitemias y

viremias, sin olvidar su capacidad antioxidante. (Aguilar & Lépez, 2013).

Entre sus propiedades se destaca su efecto antibacteriano; este se debe en su mayoria a los
compuestos fendlicos, ya que su concentracion es directamente proporcional a la efectividad
antimicrobiana (Rahnama et al. 2012). Estos compuestos desnaturalizan las proteinas y
reaccionan con los fosfolipidos de la membrana celular de las bacterias, cambiando su

permeabilidad y produciendo su muerte (Nonsee et al., 2011).

El uso de clavo de olor se ha extendido a través de los siglos por su olor y sabor
caracteristicos, sin embargo, hace aproximadamente 3 décadas se descubrieron sus

capacidades antimicrobianas de gran valor para la industria alimentaria, y se ha ido
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profundizando sobre este descubrimiento. El clavo de olor tiene gran acogida en la perfumeria

y es muy empleado como sazonante (Zheng, Kenney & Lam, 1992).

La especia posee la capacidad intrinseca de inhibir el crecimiento de diferentes especies
bacterianas de importancia industrial, sin embargo, es necesario aclarar que el método de
extraccion del aceite influye en la calidad final del mismo, y por ende, en su efectividad, asi
como se describen mejores resultados si se emplea un extracto etandlico del clavo de olor en
lugar del aceite, esto lo demostraron Aguilar y Lépez al encontrar que la CMI del clavo de olor

es mayor a la del extracto (Aguilar & Lopez, 2013).

Su composicion es variada, pero en términos generales, los compuestos principales son:
eugenol (49-98%) y acetileugenol, alfa y beta-cariofilenos, eugenil acetato, éster bencilico del
acido benzoico, éster bencilico del acido salicilico (Vaca, 2013) y pequefias cantidades de

ésteres, cetonas, cariofileno, humuleno y alcoholes (Armas, Marquez, & Pretell, 2011).

3.4 Mecanismo de accion del clavo de olor:

La forma en que actia el clavo de olor estd basada en una sinergia de sus compuestos
qguimicos y sus metabolitos, los cuales se encargan de deteriorar e inactivar sistemas
enzimaticos claves en la sintesis de paredes, membranas, respiracion celular y produccion de
energia (Armas, Marquez, & Pretell, 2011). La efectividad del clavo de olor como
antimicrobiano depende principalmente de la concentracién de los compuestos fendlicos,
pues, se comprobd que son estos los principales actores en la actividad antimicrobiana del
clavo de olor, sin embargo, los mecanismos exactos de los compuestos fendlicos no han sido

determinados (Nonsee, Supitchaya, & Thawien, 2011).

Los aceites esenciales son de naturaleza hidrofoba, lo cual brinda ventaja frente a muchos
antibidticos que no poseen la facilidad de penetrar el periplasma de las bacterias Gram
negativas a través de proteinas de la membrana externa, y de esta manera efectuar acciones

como la coagulacion del contenido intracelular (Garcia & Garcia, 2008).
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Los aceites esenciales de origen vegetal poseen la capacidad de afectar las proteinas
presentes en la membrana citoplasmatica, lugar en el que se hallan las enzimas ATPasas,
siendo estas vulnerables al efecto de las moléculas lipidicas dando como resultado una
disminucion en el potencial energético de la célula y falla en la sintesis de componentes

estructurales (Garcia & Garcia, 2008).

3.4.1 Compuestos fendlicos:

Eugenol: sustancia natural que ha sido aislada de diferentes plantas aromaticas como
la canela, la nuez moscada y la albahaca, pero que la planta fuente por excelencia es el

clavo de olor (45 — 90% del total de su composicion).

A este compuesto quimico natural se le han demostrado efectos antimicrobianos (frente
a hongos, bacterias y virus), antiinflamatorio, analgésico, antioxidante, antitumoral y

previene diabetes (Teixeira & otros, 2018).

El eugenol tiene una mayor efectividad frente a bacterias Gram negativas (a pesar de
gue se ha reportado resistencia por parte de E. coli), esto es debido a la afinidad del
eugenol por los lipopolisacaridos (rompe las cadenas entre monémeros y aumenta la
permeabilidad de la membrana), (Nonsee, Supitchaya, & Thawien, 2011) los cuales se
encuentran en mayor cantidad en este grupo de bacterias, y al tener las bacterias
Gram-positivas mayor contenido de peptidoglicano no son blanco del eugenol (Abdali &
Ajji, 2015).

Este compuesto quimico producido por células vegetales inhibe la produccion de
enzimas extracelulares como amilasas y proteasas, lo que produce una elevada tasa

de lisis celular (Garcia & Garcia, 2008).

Carvacrol y timol: estos compuestos actian como desacopladores de membrana en la

célula bacteriana (Armas, Marquez, & Pretell, 2011). Nonsee, Supitchaya, & Thawien

(2011) afirman que el mecanismo de accion esta dado por una desnaturalizacion de las
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proteinas y también por unja reaccion con los fosfolipidos de la membrana celular, de
tal manera que se produce un desequilibrio osmoético con la subsecuente muerte

celular.

Otros blancos de estos compuestos de origen natural son las rutas metabdlicas,
sintesis de proteinas y el sistema genético; por ejemplo, se observé que las bacterias
expuestas a concentraciones menores a las letales de estos dos compuestos producen
“‘cambios en la concentracion de los &cidos grasos de la membrana celular,
presentandose un aumento de los acidos grasos insaturados”. También se ha
demostrado un efecto sobre la filtracion del contenido celular, la coagulacion del

citoplasma y la disminucion de la fuerza motriz (Garcia & Garcia, 2008).

3.5 Producto carnico madurado:

La NTC 1325 define el embutido como un “producto carnico procesado, crudo o cocido, que
ha sido introducido a presion en tripas naturales o artificiales aprobadas para tal fin, aunque
en el momento del expendio o consumo carezca de la envoltura empleada” (NTC 1325, p. 5,
2008). También define la maduracion como un “conjunto de procesos bioquimicos vy fisicos,
gue tienen lugar en la fabricacion de algunos productos cérnicos crudos en los cuales se
controla la temperatura, humedad y ventilacion, desarrollando el aroma, sabor, consistencia y

conservacion caracteristicas de estos productos” ” (NTC 1325, p. 6, 2008.

Comunmente se reconoce el producto carnico madurado por no requerir coccion previa a su

consumo, en ocasiones son empleadas como “Snacks” 0 como acompafantes de platos.

3.6 Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS):

Son enfermedades causadas por la ingesta de alimentos (sélidos o liquidos) contaminados
con microorganismos patdgenos, con sus toxinas o metabolitos, los casos se pueden dar de
manera colectiva o individual; estas pueden ser clasificadas como infeccion, intoxicacion o

toxiinfeccion y en ocasiones presentan afecciones secundarias como sindrome urémico
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hemolitico que puede producir dafio renal. Es importante aclarar que las reacciones de

hipersensibilidad y las alergias no son consideradas ETAs (Gonzalez & Rojas, 2005).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se debe diferenciar entre brote (incidente
en el que dos o mas personas desarrollan sintomatologia similar después de consumir
alimentos en comuan) y caso (s6lo un individuo afectado) y deben ser reportados de manera
obligatoria, sin embargo, por variados motivos la cifra de informes esta muy por debajo de la
cifra real de casos ocurridos dado que en zonas rurales hay comunicacion deficiente con los
puntos de vigilancia epidemiologica, pero también debido a la falta de diagndstico eficiente y

confusién con otras enfermedades (OMS, 2016).

Estas enfermedades representan un problema serio de salud publica a nivel mundial,
especialmente, en paises en via de desarrollo, puesto que afectan principalmente a
poblaciones de bajos recursos, nifilos, mujeres embarazadas y ancianos (Forero, Galindo &
Ramirez, 2017). El cuadro clinico se presenta, principalmente, con diarrea, vomitos,
escalofrios, pero en casos mas graves puede haber choque séptico, hepatitis, cefaleas, fiebre,

vision doble, entre otros. (Gonzalez & Rojas, 2005).

En su libro Temas de Higiene de los alimentos, Caballero, (2008) afirma que “En la trasmision
de las enfermedades participan 3 elementos que reciben el nombre de triada ecolégica: el
agente causal, el ambiente o via de trasmision y el hospedero susceptible” (p.216), sin
embargo, la sola presencia del microorganismo no es patoldgica per se sino que es necesario
alcanzar la dosis infectante, de lo contrario, el sistema inmune es capaz de sobrellevar al

patdgeno sin presentar sintomatologia.

3.6.1 Intoxicaciones alimentarias: cuadro generado por el consumo de toxinas o

metabolitos secundarios previamente formados por microorganismos en agua, plantas
o tejido animal; también puede ser originado por toxinas de origen quimico (metales
pesados, insecticidas, y otros compuestos organicos) afiadidas en el alimento de forma
accidental o intencionada. El tiempo de incubaciéon en esta presentacion de la

enfermedad es corto ya que el agente causal se encuentra preformado en el alimento.
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Microorganismos capaces de causar intoxicacion por metabolitos o toxinas son:

Escherichia coli, Clostridium botulinum y Staphylococcus aureus (Caballero, 2008).

3.6.2 Infecciones alimentarias: enfermedad que se produce al ingerir alimentos (liquidos

0 sOlidos) que contienen microorganismos Vivos patdgenos (virus, bacterias, parasitos)
capaces de sobrevivir y replicarse en la luz del intestino, de tal manera que
desencadenan una infeccion dentro del tracto digestivo, su periodo de incubacion es
mas prolongado ya que es necesario esperar la reproduccion del agente (Caballero,
2008).

Los microorganismos pueden reproducirse en el alimento previo consumo cuando este
no se almacena de forma correcta y se convierte en medio de cultivo para estos
microbios, entonces el patdégeno alcanza su dosis infectante, o puede reproducirse en
el intestino del hospedador luego del consumo evadiendo las barreras innatas inmunes
y causando infeccion, de esto también depende el tiempo de incubacion. Entre los
ejemplos mas comunes de infecciones alimentarias se encuentran la salmonelosis,
listeriosis, hepatitis A, toxoplasmosis, entre otros. Cuando el microorganismo ha
entrado en el cuerpo humano puede reproducirse dentro de las células entéricas o
pueden llegar al torrente sanguineo (bacteriemia) e invadir otros tejidos u 6rganos.
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2009)

3.7 Microorganismos Patdégenos en un producto carnico madurado segun la
norma técnica Colombiana 1325:

3.7.1 Escherichia coli: es un bacilo Gram negativo que se encuentra comunmente en el

intestino de los seres humanos y animales de sangre caliente como parte de la microbiota

bacteriana. La mayoria de las cepas son inofensivas pero algunas pueden causar

enfermedades de transmision alimentaria; que generalmente se da por el consumo de agua o

alimentos contaminados o productos carnicos mal cocidos, estos Ultimos son una importante

fuente de contaminacion (OMS, 2016).
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Existen variaciones genéticas de esta bacteria, estas variaciones reciben el nombre de
“‘cepas” y difieren en patogenicidad, mecanismos de accion y caracteristicas clinicas, estas
cepas se clasifican en: E. coli enterotoxigénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli
enterohemorragica, E. coli enteropatdégena, E. coli enteroadherente y E. coli enteroagregativa
(Caballero, 2008).

Para el aislamiento de esta bacteria se encuentra un amplio catalogo de medios de cultivo, sin
embargo, el mas empleado es el EMB y MacConkey sorbitol, en donde el crecimiento se
reconoce por un caracteristico brillo metalico. En industria el medio mas empleado es el medio

Chromocult, que es altamente selectivo para Coliformes totales y E. coli (Jure & otros, 2015).

3.7.2 Salmonella spp: bacilos gramnegativos moviles que no fermentan la lactosa, pero

en su mayoria producen sulfuro de hidrégeno o gas por fermentacion de los hidratos de
carbono. Actualmente se conocen mas de 2000 serotipos (Caballero, 2008). Esta
ampliamente distribuida en el medio ambiente asi como también en el intestino de personas y
animales sanos; debido a esto la bacteria se transmite via fecal-oral, las heces son el principal
foco de contaminacion a los alimentos y aguas, cuando la persona ingiere el agua o alimento

contaminado, adquiere una infeccion gastrointestinal denominada salmonelosis (Elika, 2013).

La salmonelosis esta frecuentemente asociada al contacto con aves de corral y el consumo de
carne avicola y huevos, pero también se puede encontrar en cerdos, bovinos, perros y gatos.
Esta infeccion tiene un tiempo medio de incubacion entre 12 y 72 horas, pero se han
reportado casos de hasta 6 horas y se caracteriza por dolor abdominal, diarreas, dolor de
cabeza y a veces vomitos, acompafiado frecuentemente por fiebre, debido a esta pérdida
constante de liquidos sobreviene una deshidratacion que complica el cuadro. (Caballero,
2008).

3.7.3 Staphylococcus aureus coagulasa positiva: cocos Gram positivos, aislados, se

organizan en parejas, cadenas cortas 0 agrupados en racimos, es una bacteria no esporulada
e inmovil. S. aureus se diferencia de las demas especies del género por poseer la enzima

coagulasa y proteina A; fermenta manitol y produce ADNasa. El medio mas utilizado para su
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aislamiento es el manitol salado (Garcia, Fernandez, & Paredes, 1997). Estan ampliamente
distribuidas en el medio ambiente y hacen parte de la biota bacteriana de los humanos,
principalmente se puede hallar en orofaringe. Se transmiten al ser humano a través de
alimentos contaminados generalmente de origen carnico y lacteo (la bacteria puede estar
presente en la ubre de las vacas), provocando una toxiinfeccion alimentaria (INS, 2011),
(Elika, 2013).

Las enterotoxinas A, B, C, Dy E de S. aureus producen una intoxicacion que se manifiesta de
manera espontanea, entre 2 y 8 horas después de la ingestion del alimento con vomito,
nauseas, colicos e hipotensién. La toxina se forma en el alimento a temperatura ambiente y es
termorresistente. La contaminacion de los alimentos se puede dar por la manipulacion por
parte de personas con heridas infectadas o con secreciones, es decir, por las malas practicas
de manufactura (Gonzéalez & Rojas, 2005).

En un estudio realizado en 2015 por Abdali & Ajji se obtuvo una inhibicion total de este
microorganismo, es decir, se demostré la sensibilidad de S. aureus frente a los componentes

activos del clavo de olor Syzygium aromaticum.

3.7.4 Listeria_ monocytogenes: bacteria Gram positiva que, en cultivos viejos, puede

parecer Gram negativa por causa de la pérdida de su incapacidad para retener el colorante,
bacilo intracelular capaz de invadir macréfagos y neutrofilos, anaerobio facultativo (crece mas
facilmente en microaerofilia) sus condiciones Optimas atmosféricas presentan 5% oxigeno y 5-
10% CO2 (Reguera & otros, 1995); puede sobrevivir sin dificultad en medios inanimados,
adaptandose répida y eficazmente a cambios extremos en las condiciones ambientales; son
catalasa positiva, hidrolizan la esculina; el medio de cultivo Palcam es ampliamente empleado
en industria para su aislamiento, y en clinica se usa agar sangre (colonias pequefas,

redondeadas, lisas, blanquecinas con B-hemodlisis). (Garcia, Fernandez, & Paredes, 1997).

Puede causar infecciones invasivas muy graves en el hombre y los animales, los cuadros que
genera estan asociados al sistema nervioso (meningitis) dado su tropismo por este sistema.
La infeccion se adquiere generalmente mediante la ingesta de alimentos contaminados,

aunque no siempre puede identificarse la fuente. Los principales reservorios son el suelo, el
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agua, el tracto gastrointestinal de aves, peces y mamiferos incluyendo el hombre (Sanchéz &
Palencia, 2010) (Elika, 2013).

Un factor primordial en la patogenia de Listeria monocytogenes es su capacidad de producir
Hemolisina B, pues, se demostré que las variantes no patégenas carecen de esta enzima que
permite lisar membranas celulares de eritrocitos; otro factor patogénico importante es la

fosfolipasa C zinc-dependiente, que confiere actividad lecitinasa (Reguera & otros, 1995).

3.7.5 Esporas de Clostridium sulfito reductor: bacilos Gram positivos con extremos

romos, anaerobios y sulfito reductores. Producen esporas muy resistentes a condiciones
como la irradiacion UV, los extremos de temperatura y pH, procesos de desinfeccion como la
cloracion y a medios acuaticos. Estas esporas son productoras de toxinas que estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza y forman parte de la biota intestinal de personas y
animales y se transmite al ser humano a través de alimentos contaminados, por falta de
higiene o su inadecuada manipulacion. Las especies asociadas al consumo de alimentos son
Clostridium botulinum cuya toxina afecta al sistema nervioso; y Clostridium perfringens cuya

enterotoxina afecta al sistema digestivo (Elika, 2013).

La intoxicacion se presenta cuando las esporas del microorganismo producen la enterotoxina
en el tracto digestivo del hombre, la dosis infectiva es de 10> UFC/g y el cuadro clinico se
caracteriza por diarrea con célico, se pueden presentar nauseas pero no vomitos ni fiebre, que
aparecen entre las 8 y 12 horas posteriores al consumo del alimento contaminado.
Generalmente se presenta por la ingestion de carnicos mal cocidos o recalentados, o de

alimentos que contienen rellenos de carnes (Caballero, 2008).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Para la realizacion de la investigacion se utilizaron diferentes materiales, cepas y reactivos,
como: Cepas ATCC: Escherichia coli 25922, Salmonella spp 14028, Staphylococcus aureus
coagulasa positiva 25923, Clostridium sulfito reductor 13124 y Listeria monocytogenes 13932,
las cuales fueron aisladas en medios de cultivos comerciales sintéticos especificos para cada
microorganismo como: Agar Chromocult, Agar Rambach, Agar Baird Parker, Agar SPS (sulfito
polimixina sulfadiaxina) y Agar Palcam Listeria, respectivamente.

Para determinar la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de clavo de olor se utiliz6 un

aceite comercial 100% puro.

Para la elaboracion del producto carnico madurado se utiliz6 materia prima y caracteristicas
de elaboracion segun lo planteado en la Tesis de maestria de Rodriguez en el 2015
(Rodriguez, 2015).

4.2 Evaluacién de la capacidad antimicrobiana de la especia Clavo de olor
(Syzygium spp.) frente a microorganismos criterio microbioldégico segun la NTC
1325

Para el desarrollo del pimer objetivo especifico planteado se realizé el aislamiento y recuento
de los microorganismos establecidos en la NTC 1325, utilizando la metodologia que avala la
International Commission on Microbiological Specifications for Foods, para analisis

microbiolégico en alimentos. (ICMSF, 2000).

4.2.1 Preparacion y Evaluacion de la materia prima.

Para la evaluacion de la materia prima se realizaron, como primera instancia, los analisis y
procedimientos pertinentes en pro de disminuir la contaminacion cruzada que pudiera alterar
los resultados finales del estudio. Para la preparacion del producto carnico madurado se utilizé

carne de res obtenida de una cadena de supermedado reconocida de la ciudad de Manizales
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en empaque al vacio. Se procedi6 a desinfectar la superficie del material de empaque de la
carne con una solucion de amonio cuaternario a una concentracion de 225 ppm con el fin de

reducir las probabilidades de contaminacion cruzada.

Las caracteristicas fisicas macroscopicas y organolépticas como: color, olor y frescura

aparente fueron satisfactorias.

Para la evaluacion de la calidad microbiolégica de la materia prima se procedi6 a realizar los
analisis segun la International Commission on Microbiological Specifications for Foods,
recuento en placa de Staphylococcus coagulasa positivo, recuento de Coliformes totales y
Escherichia coli, recuento de esporas de Clostridium sulfito reductor y aislamiento de

Salmonella spp. y de Listeria monocytogenes.

En el recuento de Staphylococcus coagulasa positivo, recuento de Coliformes totales y
Escherichia coli, y recuento de esporas de Clostridium sulfito reductor, se tomaron 10g de
materia prima (carne) y se hicieron 3 diluciones en agua peptona: 10t 102 1073 ,
posteriormente se sembraron por duplicado; Para esporas de Clostridium spp. se hizo choque
térmico antes de la siembra: de cada una de las diluciones se tomé 10ml en un tubo esteril, se
llevaron a 80°C en bafio Maria por 10 minutos y posteriormente se puso en contacto con hielo

entre 5°C y 0°C durante 10 minutos.

Para el aislamiento de Salmonella sp. y Listeria monocytogenes, se tomaron 25g de la
muestra y adicionaron en el caldo de preenriquecimiento respectivo de 225 mL, se incubaron
24h a 37°C; pasadas las 24h se sembré en el medio de cultivo selectivo para cada

microorganismo por la técnica de agotamiento.

En La tabla 1 se relacionan los medios de cultivo, tipo de siembra, tiempo y temperaturas que

se utilizaron para el recuento de cada microorganismo.
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Tabla 1: Medios de cultivo y Temperaturas de Incubacion por Microorganismo

Medio de Tiempo y
Microorganismo . Tipo de Siembra Temperatura de
Cultivo . .
incubacion
Staphylococcus .
coagulasa Agar Baird Profundidad 24-48 Horas, 37°C
I parker
positivo
Coliformes
Agar -
totales y Superficie 24-48 Horas, 37°C
o : chromocult
Escherichia coli
Esporas de o
Clostridium Agar SPS Profundidad 48 Horas,_45_ ¢
) Anaerobiosis
sulfito reductor
Salmosyst,
Salmonella sp Agar Agotamiento 24h a 37°C
Rambach
Caldo Listeria
Listeria base Agotamiento 24h a 37°C
monocytogenes | Agar Palcam g microaerofilia
Listeria

4.2.2 Reactivacion de cepas:

Las cepas ATCC se encontraban preservadas en glicerol; para su reactivacion, se sometieron
a bafio Maria durante 5 minutos a 37 °C, posteriormente se sembraron por agotamiento en
agar tripticasa soja y se incubaron durante 24 - 48 horas a 37°C, las esporas de Clostridium
sulfito se incubaron en anaerobiosis y Listeria monocytogenes en microaerofilia por sus

exigencias y condiciones repiratorias.
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4.2.3 Evaluacion del producto carnico madurado

Para evaluar la capacidad antimicrobiana del clavo de olor en el producto carnico fermentado
madurado (chorizo), la materia prima fue picada en un molino de carne marca Premier,
referencia ED-1653, previamente sometido a un proceso de lavado y desinfeccion con amonio
cuaternario a 225 ppm; para el procesamiento y almacenamiento de la materia prima se

emplearon bolsas de polietileno estériles (Stomacher).

Las muestras de carne fueron inoculadas con los microorganismos a una concentracion de
108 UFC (0.9 absorbancia a una longitud de onda de 600nm), y se homogenizaron por medio
de un Stomacher a velocidad normal durante 30 segundos para obtener una distribucion
adecuada de los mismos, posteriormente se les adicion6 2,75 ml y 1,1ml de aceite necesario
para obtener las concentraciones 1% y 2.5% respectivamente y para los controles se
adicionaron nitritos de 0.02 gramos por kilogramo de carne, como se establece en la

formulacién establecida por Rodriguez-Restrepo en el 2015 (Rodriguez, 2015).

Se obtuvo 3 lotes, los cuales se especifican en la tabla 2.

Tabla 2: Productos obtenidos

Lote Cantidad Ingredientes Concentracién

1.1ml de aceite esencial de clavo | 1%
Lote 1 5 de olor
5 microorganismos

110g de carne magra

2,75ml de aceite esencial de clavo | 2.5%
Lote 2 5 de olor

5 microorganismos
110g de carne magra
0,0001g de Nitritos Control

Lote 3 5 5 Microorganismos

20g de carne magra
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Todas las bolsas que contenian estas muestras fueron almacenadas a 4°C y se evaluaron los
criterios microbiologicos pasadas 24 horas.

4.2.4 Elaboracion del producto carnico: para su elaboracion se ejecutaron los pasos
resumidos en la figura 4.

Recepcién de
materia prima

Lavado y
analitica

Homogenizado

24 horas a 4°C 1 —_—

Analisis microbiolégico: Recuento
en vplaca de Staphylococcus
«—— | coagulasa positivo, Escherichia
coli, Esporas de Clostridium sulfito
reductor, aislamiento de Salmonella
spp. y de Listeria monocytogenes.

Evaluacion
24 Horas

Funda sintética porosa Embutido

28 a 30 dia a temperatura — Maduracién
variable

l Analisis microbiol6égico: Recuento
en placa de Staphylococcus
Analisis final de la CMI a coagulasa positivo, Escherichia
los 30 dias coli, Esporas de Clostridium sulfito
reductor, aislamiento de
Salmonella spp. y de Listeria

monocytogenes.

Figura 4: Elaboracion del producto carnico.
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425 Proceso de maduracion:

Se control6 la cAmara de maduracion a temperaturas entre 12 y 16°C y una humedad relativa
de 70 y 80%; condiciones que permitieron el crecimiento de microorganismos en la etapa
previa a la maduracion. Los productos fueron puestos en el lugar de la cAmara donde habia
una adecuada distribucion del aire para favorecer el proceso de deshidratacion (Rodriguez,
2015).

4.2.6 Recuento microbiolégico: el protocolo a seguir para el recuento de
microorganismos se especifica en la figura 5.

Microorganismos

l

Andlisis a las 24 horas y 30 dias a la
elaboracién del producto camico
madurado

l

Realizar diluciones
seriadas

l

Hacer 8 diluciones

-
Recuento de W

A

{10-1=10-%)
' l Staphylococcus coagulasa
Sb&.mbra de "”““?”"”-" an positiva:  Agar Baird parker,
""“"""."’“ m&qm de +—— Escherichia coll: Agar
cu_lu'm. Segun el chromocult, Esporas de
Staphylocaccus coagulasa micraarganisma Clostridium sulfito reductor: Agar
positive v Escherichia coll: 24- l SPS, Salmenella spp:  Agar
48 Horas, 37°C, Esporas de - - Rambach, Listeria
Clostridium sulfito reductor: 48 Incubacidn comespandiente monocytogenes: Agar Palcam
Horas, 45°C  Anaerobiosis, | a las caracteristicas de Listeria.
Salmenella spp:  24h a 37°C, cada microorganismo
Listeria monocytogenes: 24h a
3TC microaeraofilia. l

colonias

l

[ Andlisis de

[ Recuento de

resultados

Figura 5: recuento microbiolégico.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Evaluar in vivo la accion antimicrobiana de diferentes concentraciones de la
especia clavo de olor (Syzygium spp.) en aceite esencial frente a microorganismos
criterio microbiolégico para un producto carnico madurado segun la NTC 1325.

El analisis microbiologico realizado a la materia prima permitié evidenciar la buena calidad y la
idoneidad sanitaria de la misma ya que, como se muestra en la tabla 2, hubo ausencia de
Salmonella spp y Listeria monocytogenes; del mismo modo las esporas de Clostridium sulfito
reductor, Staphylococcus aureus resultaron negativos;

Para Escherichia coli hubo un recuento de 1 UFC/g en la dilucién 10, teniendo en cuenta que
la siembra se realiz6 por superficie y aplicando las normas de recuento esto da como

resultado 100UFC/g, siendo este un bajo recuento. (Tabla 3);

Tabla 3: Analisis microbiologico de materia prima

Microorganismo Medio de cultivo Resultados
Escherichia coli Chromocoult 100 UFCl/g
Staphylococcus aureus Baird Parker <100 UFC/g
Clostridium sulfito reductor Agar SPS <10 UFC/g
Salmonella sp. Rambach Ausente/25¢g
Listeria monocytogenes Palcam Ausente/25¢g

Los recuentos microbiol6gicos obtenidos que se relacionan en la tabla 4, indican en el tiempo
1 una inhibicién bacteriana parcial desde las primeras 24 horas siguientes a la inoculacion,
teniendo en cuenta que la misma se realizé utilizando una concentracion estandar de los
microorganismos de 102 UFC/g; los resultados indican que la concentracion de la especia de
2,5% tiene mayor inhibicion que los nitritos sobre microorganismos como E. coli y Clostridium
spp.; mientras Salmonella spp. se mostré mas sensible al efecto del clavo de olor al 1% en el
primer recuento. Para L. monocytogenes la concentracion de 2,5% dio resultados muy

similares a los del control.
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Los datos obtenidos en el primer recuento fueron positivos para la investigacion e indican una
disminucién significativa de la carga microbiana inicial, por ejemplo, los microorganismos
evaluados tuvieron disminuciones de: 97,6% para E. coli, 76% para Salmonella spp., 91,4%
para Listeria monocytogenes, 99.9% para Clostridium spp. y 90,7% para Staphylococcus

aureus.

Lo anterior se traduce en una demostrada eficacia de la especia frente a estos patdgenos

alimentarios en la primera fase del experimento, con sd6lo un contacto de 24 horas.

Es importante resaltar que durante las primeras 24 horas se tuvo la mezcla carne-especia a
temperatura de refrigeracion, lo cual tiene un efecto bacteriostatico sobre la mayoria de
microorganismos psicrotropicos, es decir, ralentiza el metabolismo celular evitando la
reproduccion Optima de los microorganismos (Tirado, Paredes, Velazquez, & Torres, 2005);
sin embargo, esto no le resta crédito a la accion de la especia ni representa un obstaculo para
el empleo del clavo de olor como aditivo ya que los productos carnicos tienen su temperaturas
idéneas de almacenamiento bajas, por lo tanto es una ventaja que estos dos factores resulten

sinérgicos.

Tabla 4: Recuentos microbioldgicos obtenidos en los dos tiempos evaluados.

R O ROBIOLO O 0

Microorganismo 1 dia 30 dias

., 1% 2,5% Control 1% 2,5% Control

Concentracion

Escherichia coli 15x10° 24x10° 12x10° 10x10?* <100 47x102
Salmonella spp 20x10° 24x10° 24x10° 90x102 <100 80x103
Listeria 56x10° 86x105  84x10° 80x10? <100 <100
monocytogenes
Clostridium spp. 50x10*% 12x10% 19x10° 10x10° 42x10° 22x10%
Staphylococcus 20x10° 93x10°  60x10° 10x10?1 <100 10x10?1
aureus
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Para el analisis de los resultados obtenidos en el tiempo 2, es decir, transcurridos 30 dias del
proceso de maduracion debemos tener en cuenta las condiciones finales del producto carnico,
principalmente la Actividad de agua (Aw) que es determinante en el crecimiento de
microorganismos, puesto que si el agua libre presente en el alimento es minima e insuficiente
los microorganismos no pueden desarrollarse por carencia de reacciones quimicas que den

lugar al metabolismo celular (Dominguez & Ramirez, 2017).

Segun Dalmaus & Rivera (2012) el Aw final de un embutido madurado oscila entre 0,82 y
0,87, y segun Gonzalez et al. (2013) un producto madurado es aquel que posee un Aw inferior
a 0.90, teniendo en cuenta estos datos es importante aclarar que el Aw adecuado para el
desarrollo 6ptimo de la mayoria de las bacterias de interés epidemiolégico se encuentra por
encima de 0.9, lo que lleva a concluir que en un producto madurado no deberia presentarse
crecimiento de ninguno de los microorganismos analizados, sin embargo, se presenté
crecimiento de microorganismos como Listeria monocytogenes, Clostridium spp., Salmonella

spp., Staphylococcus aureus y E. coli.

Esto indica que el estado microbiolégico final del alimento esta determinado por otros factores
diferentes al Aw como la temperatura, la humedad relativa, disponibilidad de nutrientes, la
generacion de mecanismos de resistencia por parte de la célula, el sinergismo con otros
microorganismos como hongos, entre otros. (Vasquez, 2010). Como también por la materia
prima, ya que la carne fresca por su contenido nutricional y su alto valor de actividad de agua
(0.98 - 0.99) estéa considerada dentro del grupo de los alimentos altamente perecederos, y es
muy susceptible a la contaminacion por microorganismos, debido a que ofrece las
condiciones necesarias para su crecimiento; entre estos microorganismos pueden incluirse
algunos patdégenos como Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Yersinia
enterolitica/pseudotuberculosis,  Campylobacter jejuni/coli, Listeria  monocytogenes,
Escherichia coli, Bacillus cereus, Clostridium perfringens y Clostridium botulinum, (Restrepo,
Arango, Amézquita, & Restrepo, 2001) y con este estudio se demostrd que no se logra una
inhibicion completa en los microorganismos trabajados, por lo tanto si no se tiene una materia

prima de buena calidad, el producto final va a tener alto recuento de microorganismos.
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Si se comparan los recuentos en ambos tiempos es posible notar un decremento significativo
en el desarrollo de E.coli (Negativo en tiempo 2), Salmonella spp. (Negativo en tiempo 2), L.
monocytogenes (Negativo en tiempo 2) y Staphylococcus spp. (Negativo en tiempo 2), al

emplear la concentracion 2,5% de la especia.

En el caso de Clostridium spp. se cumple parcialmente lo encontrado en diferentes articulos
como el publicado por Sanches & Martinez (2017) en el que demostraron la ineficacia del
clavo de olor en el control de Clostridium spp, y esto concuerda con los resultados obtenidos
en este estudio; por otra parte presenta una discordancia entre lo relatado en otros articulos y
los resultados obtenidos en el presente ensayo experimental, pues, a pesar del Aw bajo que
presentan los productos madurados hubo un extenso crecimiento de Clostridium spp. cuando
afirma que no hace falta preocuparse por el crecimiento de microorganismos culpables de
descomposicion y putrefaccion, puesto que las condiciones que alcanza el producto no
permiten el crecimiento de los mismos. El experimento mostrd que, pese a las afirmaciones de
Vidal (1997), hubo crecimiento de Clostridium spp y de E. coli, Salmonella spp. y
Staphylococcus aureus en los chorizos que contenian la concentracién de nitritos usualmente

empleada.

Ya que se observo prevalencia del microorganismo resulta necesario hallar una explicacion
gue se extralimite a las condiciones de temperatura y actividad de agua, analizando el
fendmeno de manera holistica como se intenta hacer a continuacion:

En el primer recuento microbioldgico, las condiciones de temperatura del producto previas al
analisis ejercian un efecto inhibitorio sobre Clostridium spp, que tiene su temperatura éptima
por encima de 43°C, lo cual, aunado a la capacidad microbicida del Clavo de olor, resulté en
un recuento bajo; sin embargo, luego de 30 dias a una mayor temperatura el microorganismo
evidencio crecimiento elevado aun en presencia del clavo de olor, mostrandose mas sensible
al efecto de los nitritos, lo cual es entendible si se tiene presente lo volatil que resulta el clavo
de olor, la resistencia al clavo de olor que ha presentado en otros estudios y los factores de

resistencia frente a la desecacion que posee Clostridium spp.
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5.2 Comparar la actividad antimicrobiana del aceite de clavo de olor (Syzygium sp.)
frente a la actividad antimicrobiana de la concentracion de nitritos utilizada como
conservante en un producto cérnico madurado, utilizando microorganismos

criterio microbiolégico segun la norma NTC 1325.

Si se compara la inhibicion microbiana producida por el aceite esencial de la especia clavo de
olor (Syzygium spp) con la inhibicién producida por los nitritos tradicionalmente utilizados en
este tipo de productos, se demuestra que esta primera tiene mayor capacidad inhibitoria que
las sales de curado, por lo cual es Util para conservar el alimento carnico y sigue siendo una

opcién muy conveniente para la industria carnica.

Los resultados al emplear la concentracion 1% demostraron que, aun a bajas
concentraciones, el aceite de clavo de olor, gracias a su composicién quimica, inhibe mas
eficazmente los microorganismos que los nitritos; exceptuando a Listeria monocytogenes,
caso en el cual resultdé negativo cuando se usaron los nitritos y hubo un escaso crecimiento al
usar la especia al 1% y a Staphylococcus aureus que tuvo el mismo recuento que con los

nitritos.

En términos generales podemos decir que la concentracion mas eficiente de aceite esencial
de clavo de olor para controlar microbiolégicamente el producto es la de 2,5%. Como ejemplo
tenemos que resulta méas eficaz el uso de Syzygium spp. que de sales de curado en el
tratamiento de E.coli, pues el recuento fue menor en los dos tiempos al emplear esta

concentracion de la especia.

La concentracion mas alta del aceite esencial de clavo de olor (Syzygium spp.) utilizada en
este estudio mostro una efectividad del 100% frente a Salmonella spp. en el segundo tiempo
(Recuento negativo).

En los recuentos en los que se empled la concentracion de 1% del aceite esencial y los nitritos
hubo crecimiento bacteriano, lo cual indica que, aunque Salmonella spp requiere un Aw

cercana a 0,95 para desarrollarse 6ptimamente (Vasquez, 2010), puede crecer en condiciones
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donde la actividad de agua sea menor, por lo cual resulta necesario el empleo de

conservantes en el producto carnico para que la inhibicion sea completa.

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo muy comunmente encontrado en productos
carnicos refrigerados (Tirado, Paredes, Velazquez, & Torres, 2005) que es el protagonista de
ETA’s a nivel mundial y que soporta muy bien las bajas cantidades de agua libre creciendo en
condiciones de hasta 0,86 de Aw (Vasquez, 2010), asi que si se presentd un recuento
negativo de este microorganismo en el andlisis microbiolégico, como en el segundo tiempo al
emplear la concentracion de 2,5% de la especia, es debido a que los componentes como el
carvacrol, eugenol y timol presentes en el clavo de olor si son antimicrobianos eficaces frente
a Staphylococcus aureus Yy que pueden reemplazar a los nitritos, pues, aunque fue un

recuento bajo el que se obtuvo al emplear nitritos, es indicativo de una menor efectividad.

Siguen evidenciandose las ventajas de usar productos naturales para alargar el tiempo de
almacenamiento de los productos; hay autores que sugieren un mayor dafio en las células
bacterianas con el empleo de especias que con el empleo de nitritos y nitratos (Suarez,
Restrepo, & Carrasquilla, 2011).

Se han realizado muchos estudios con aceites esenciales obtenidos de diferentes plantas,
clasificadas como especias, en especial del clavo de olor, los cuales han presentado una gran
capacidad inhibitoria de bacterias, las cuales por su accion lipofilica tienen la capacidad de
pasar las membranas celulares, romper polisacaridos, acidos grasos Yy lipidos,
permeabilizando la membrana celular lo que conduce a la muerte celular (Ardila, Vargas,
Perez, & Mejia, 2009).

El recuento negativo de Listeria monocytogenes tanto en la concentracion 2,5% como en el
control indica que la especia es efectiva en el tratamiento de este microorganismo, contrario a
los resultados obtenido por Sanchez y Martinez (2017) en su estudio con especias, quienes
afirman que el clavo de olor no tiene efecto sobre esta bacteria; sin embargo, en otro estudio

realizado en la Universidad de Georgia por Mytle et.al (2006) se describe la eficacia del clavo
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de olor en el tratamiento de Listeria monocytogenes que se evidencid tras una disminucion

importante en la cantidad de bacteria inoculada.

La importancia de este estudio radica en que se evalla la capacidad antimicrobiana del aceite
esencial del clavo de olor frente a los microorganismos patdgenos que son criterio
microbiolégico en un producto céarnico madurado fermentado segun la NTC 1325 que
establece los requisitos que deben cumplir estos productos; evaluando las caracteristicas
especificas de crecimiento incluyendo a microorganismos dificles como Clostridium
perfringes, el cual, por su capacidad toxigénica, formacién de esporas y requerimiento de
anaerobiosis hace dificil su aislamiento; también tener en cuenta que se trabajé in vivo,

haciendo pasar el producto por todas las etapas necesarias para el producto terminado.

Bajo estas condiciones se observa, como este aceite muestra una inhibicion en 4 de los 5
microorganismos trabajados pero no produce efectos inhibitorios en Clostridium spp., que
puede ser por los factores antes expuestos, pero es necesario entonces realizar nuevos
estudios que permitan conocer una mayor probabilidad de sustituir los conservantes quimicos

gue causan efectos dafinos sobre la salud por especias naturales que aportan beneficios.
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6. CONCLUSIONES

La concentracion de aceite esencial de clavo de olor (Syzygium spp.) que tuvo mayor
efectividad en el control de los microorganismos criterio microbiolégico estipulados en
la NTC 1325 fue la de 2,5% porque fue la que permitié obtener recuentos negativos en
el analisis microbioldgico del producto carnico madurado para las bacterias: Salmonella
spp, Listeria monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus; el Unico
microorganismo que crecidé en presencia de las dos concentraciones de clavo de olor y

de los nitritos fue Clostridium spp.

Las sales de curado (nitritos) comparadas con la especia no muestran mayor
efectividad como conservantes carnicos para evitar el crecimiento bacteriano, pues se
demostré que el clavo de olor tiene mayor efectividad en 4 de los 5 microorganismos
evaluados; la Unica bacteria que se mostro resistente fue Clostridium spp. Esto indica
que el uso de nitritos no es la Unica ni la mejor opcién para la industria carnica,
mientras que al emplear la especia clavo de olor (Syzygium spp.) esta gran industria se

ve beneficiada al igual que sus consumidores habituales.

El producto carnico madurado, pese a su bajo Aw, requiere de la adicién de sustancias
qgue permitan la inhibicién del crecimiento de microorganismos patégenos ademas de
requerir un almacenamiento a temperatura de refrigeracion para evitar la reproducciéon

de Clostridium spp.
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7. RECOMENDACIONES

Dados los resultados obtenidos en el ensayo descrito en este documento y teniendo en

cuenta el impacto que puede llegar a tener el presente estudio para la industria alimentaria,

especialmente la industria carnica, es relevante presentar las consideraciones que resulten

pertinentes y que permitan la obtencion de un producto 6ptimo para el consumo tanto

microbiolégica como sensorialmente. En pro de lo anterior se presentan las siguientes

recomendaciones:

Realizar estudios donde se evalle la efectividad del clavo de olor en sinergismo con
otras especias como la canela, el tomillo y el orégano que generen mayor inhibicién del

microorganismo Clostridium spp. y sus esporas.

Evaluar diferentes metodologias de estudio como la impregnacién de las fundas
sintéticas con la especia para disminuir la volatilizacion de la misma y permitir una

accion mas prolongada.

Evaluar el efecto que puede tener la especia sobre las caracteristicas organolépticas
del producto carnico madurado mediante el estudio de los compuestos encargados del
olor y el sabor de la especia y su relacion con los componentes activos de la misma,
para determinar la viabilidad de conservar el efecto bactericida sin que las propiedades
sensoriales del producto se vean afectadas por el clavo de olor.

Complementar el estudio con la determinacién de parametros fisico-quimicos del
producto terminado como el Aw, pH, acidez, entre otros, para favorecer el analisis y la

correlacion de los resultados microbioldgicos.
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