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RESUMEN

El aceite esencial de eneldo tiene propiedades antimicrobianas y antifungicas, por lo que
puede ser utilizado para evitar el deterioro de los alimentos. En esta investigacién se evalué
la capacidad inhibitoria del aceite esencial de eneldo sobre Smphylococcus aureus, coliformes
y hongos presentes en la carne de trucha (Oncorbynchus mykiss), utilizando 50 y 100 uL de
aceite esencial. Se evaluaron diferentes condiciones de extraccidn del aceite esencial mediante
el método de hidrodestilacion y se logré un rendimiento mdximo en base seca de 1,32%
utilizando una relacién 1:5 de agua y material vegetal durante 90 minutos. Al evaluar la
capacidad antimicrobiana, el mayor efecto inhibitorio se obtuvo al aplicar 100 pL de aceite
esencial de eneldo en cultivos de Staphylococcus aureus, coliformes fecales, coliformes totales
y hongos, evidencidndose un mayor halo de inhibicién para coliformes totales.

Palabras clave: actividad antimicrobiana, aceite esencial de eneldo, carne de trucha.

IN VITRO EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL CAPACITY OF THE
ESSENTIAL OIL OF DILL —Anethum graveolens— AS A GROWTH
INHIBITOR OF Staphylococcus aureus, COLIFORMS
AND FUNGI FOUND IN TROUT MEAT

ABSTRACT

Dill essential oil has antimicrobial and antifungal properties; therefore it can be used in
food to avoid deterioration. In this research, the inhibitory capacity of dill essential oil on
Staphylococcus aureus, coliforms and fungi present in trout meat (Oncorhynchus mykiss) was
evaluated by using 50 and 100 pL of essential oil. In addition, the different conditions of
essential oil extraction were evaluated by the hydrodistillation method, yielding a maximum
dry basis yield of 1.32%, using a water-plant ratio of 1:5, during 90 minutes. Antimicrobial
capacity was evaluated obtaining greater inhibitory effect when applying 100 uL of dill
essential oil in cultures of Staphylococcus aureus, fecal coliforms, total coliforms and fung,
evidencing a greater halo of inhibition for total coliforms.

Key words: Antimicrobial activity, dill essential oil, trout meat.
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INTRODUCCION

El pescado ylosproductos pesqueros repre-
sentan una valiosa fuente de proteinas y
micronutrientes esenciales para conseguir
una nutricién balanceada y una buena
salud (Reverter ez al. 2014). Con el pro-
p6sito de garantizar la disponibilidad de
nutrientes se emplean diversos métodos
de conservacién que buscan, entre otros
efectos, controlar la oxidacién de los
lipidos e inhibir el desarrollo de bacterias
patégenas en los alimentos. La adicién
de antioxidantes naturales y compuestos
con actividad antimicrobiana, tales como
aceites esenciales, extractos de plantas o
bactericidas vienen remplazando aquellas
sustancias quimicas que se utilizaban para
tal fin (Smaoui et a/. 2016).

De acuerdo con diversos estudios el
eneldo (Anethum graveolens) tiene ac-
tividad antimicrobiana, anti fingica y
antioxidante; también se ha demostrado
que el aceite esencial puede ser usado
ampliamente en la industria alimentaria
a fin de evitar el deterioro de alimentos
(Tayarani ez al. 2016).

Se puede obtener aceite esencial por
medio de varios métodos (Peredo-Luna
et al. 2009. En la presente investigacién
se utilizé la hidrodestilacién a escala de
laboratorio, método de destilacién con-
siste en evaporar una suspension acuosa
del material vegetal; durante toda la ope-
racién este se encuentra sumergido en
agua y en constante agitacion para evitar
la aglomeracién o la sedimentacién que
pueden degradar térmicamente el aceite
esencial (Arjimijo 2012); a nivel de planta
piloto, por medio de la inyeccién de vapor,
se lleva a cabo la vaporizacién selectiva
del componente mds voldtil de la mezcla
(Peredo-Luna ez 2/. 2009).

Con la presente investigacién se pre-
tende evaluar la capacidad antimicrobiana
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y antifingica del aceite esencial de eneldo
(Anethum graveolens) usindolo como in-
hibidor del crecimiento de Staphylococcus
aureus, coliformes y hongos en la carne
de trucha.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de materia prima

Se recolectaron 10 kg de eneldo en va-
rias fincas del corregimiento de Genoy
(municipio de Pasto, Narifo, Colom-
bia). La materia prima se deposité en
bolsas pldsticas que se transportaron a
los laboratorios del campus Alvernia de
la Universidad Mariana de la ciudad de
Pasto para su andlisis, almacendndose a
temperatura ambiente (15+3°C) durante
24 horas. La materia prima cdrnica se
obtuvo de un establecimiento comercial
en una cantidad de 1 kg y se refrigeré a
4°C durante nueve dias.

Acondicionamiento de la materia
prima

El material vegetal se secé mediante ex-
posicién al sol durante cuatro horas hasta
alcanzar una humedad cercana al 38%;
posteriormente se llevé a la planta de
operaciones industriales de la sede Alvernia
de la Universidad Mariana.

Determinacion de las condiciones

de extraccion

Para el establecimiento de las condiciones
de extraccién del aceite esencial de eneldo,
mediante destilacién simple en el laborato-
rio de quimica de la Universidad Mariana
de Pasto, se probaron dos proporciones
de agua : materia prima (1:5y 1:6) y dos
variantes de tiempo de extraccién (60 y
90 min), a una temperatura de 92°C,
que es la temperatura de ebullicién del
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agua a una presién atmosférica de 14,8
PSI registrada en la ciudad de Pasto.

Las pruebas se hicieron por duplicado;
el aceite del producto destilado se obtuvo
por medio de separacién de fases con
ayuda de un embudo de decantacién.
Se seleccioné la muestra que obtuvo el
mayor rendimiento. El resultado obte-
nido se llevd a escala piloto, haciendo la
extraccién de 4 kg de eneldo mediante
la técnica de arrastre con vapor en un
extractor multipropésito a una presién
de 1,5 PSIy una temperatura de 92°C,
durante 90 minutos.

Procedimiento del analisis
microbioldgico

Mediante la metodologia de recuento
en placa se cuantificaron las UFC/ml de
Staphylococcus aureus, coliformes fecales,
coliformes totales y hongos presentes en
la superficie de una muestra de carne
fresca de trucha y otra muestra de carne
con un recubrimiento de aceite esencial
de eneldo a las concentraciones de 50 pL
y 100 pL, utilizando una dilucién de 10~
de la muestra (10 g) en agua peptonada.
Como medios de cultivo para los microor-
ganismos se utilizaron agar Baird-Parker
y agar Chromocult. El conteo de los
microorganismos se realizé a los dias 0, 5
y 10. Cada una de las muestras se realizd
por triplicado. Se descartaron las cajas
Petri que contenfan mds de 300 UFC/ml.

Valoracion de actividad
antimicrobiana

Se tomé una muestra de las cajas Petri
con coliformes totales, coliformes fecales,
hongos y Staphylococcus aureus; se dilu-
yeron las muestras en agua peptonada y
se inocularon las muestras en cajas Petri
utilizando como medio de cultivo agar
nutritivo. A continuacién, se depositaron
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en las cajas Petri los discos de papel de
filtro impregnados de aceite esencial a dos
diferentes concentraciones, 50 pLy 100
pL, un disco con agua peptonadaa manera
de blanco y un disco de cloranfenicol de
30 pg; posteriormente se midié con una
regla el didmetro de los halos de inhibicién
que formaron cada uno de los discos y se
seleccionaron las muestras en las que se
formé halo de inhibicién. De acuerdo
con los resultados obtenidos se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA) para probar
si existen diferencias significativas en la
valoracién del efecto antimicrobiano del
aceite. Se analizd la significancia de cada
variable teniendo en cuenta que P-valor
seamenor que 0,05, lo que indica que son
significativamente diferentes de cero con
un nivel de confianza del 95,0%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de las condiciones

de extraccion

El rendimiento médximo de aceite esen-
cial obtenido por hidrodestilacion fue
de 1,32%, a una relacién de 1:5 (agua
destilada : eneldo), durante un tiempo
de destilacién de 90 minutos, como se
muestra en la Tabla 1. De acuerdo con
los resultados del andlisis estadistico, que
se muestra en la Tabla 2, el rendimiento
del aceite esencial depende del tiempo de
extraccion (P < 0,05), la relacién de agua:
materia prima no es una variable signi-
ficativa, como tampoco lo es la relacién
de agua : materia prima con respecto al
tiempo.

Al realizar la extraccién, a escala de
planta piloto, se obtuvo un rendimiento
de 0,087%; los rendimientos obtenidos
en las diferentes extracciones estdn por
debajo de los encontrados en otras inves-
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tigaciones. Cano ez al. (2002) reportan
rendimientos entre 2,5 y 4% logrados
por arrastre de vapor y las diferencias se
atribuyen a factores como la humedad
del material vegetal, el cual deberfa estar
entre 25 y 30% segin Moreno et al.

Rev Med Vet Zoot. 64(2), MAYO — AGOSTO 2017: 44-51

(2010), mientras que la humedad de la
muestra vegetal de eneldo utilizado en la
presente investigacion fue de 53% lograda
mediante secado de forma natural con
una humedad relativa mayor, por lo que
no se pudo alcanzar la humedad deseada.

TABLA 1. Rendimiento del aceite esencial de eneldo por medio de destilacion simple.

Relacion Tiempo Rendimiento
agua: materia prima (mL/g) (minutos) (%)
1:6 60 0,95
16 90 1,05
1:5 60 1.20
15 90 1,32

TABLA 2. Anélisis estadistico sobre el rendimiento del aceite esencial obtenido.

Fuente P-valor
A:relacion agua : materia prima 0,1153
B: tiempo 0,0175
AB 0,1415
BB 0,5967

TABLA 3. Conteo de microorganismos presentes en la carne de trucha.

UFC/ml
Tipo de microorganismos Sin recubrimiento Con recubrimiento
Tiempo (dias)

0 5 10 0 5 10
Coliformes totales >300 >300 >300 —* >300 >300
Coliformes fecales 2 >300 >300 - >300 >300
Staphylococcus aureus >300 34 0 - 0 0
Hongos 0 >100 >300 - >300 >300

*El dia cero con recubrimiento corresponde al conteo inicial.
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Analisis microbiologico

Segtin el Acuerdo Nacional Piscicola la
produccién nacional de peces de cultivo
concierne, principalmente, a las especies
de tilapia, trucha y cachama, cuya parti-
cipacién conjunta, durante los dltimos
12 afos, ha sido del 96,3% del total de
la piscicultura y del 65,3% de la produc-
cién acuicola; en Narifo se cria el 13%
de peces en el pais.

Las UFC/ml fueron mayores a 300
en un cultivo con una dilucién de 107,
teniendo en cuenta la muestra tomada
de la carne se observé incremento de la
concentracién de microrganismos en el
agua peptonada, determindndose que
hubo mayor crecimiento de estos en las
cajas Petri. El conteo de microorganismos
se muestra en la Tabla 3.

En el quinto dia se observé una notable
reduccién del crecimiento de Staphylococ-
cus aureus, sin embargo, hubo presencia
de hongos, debido a las condiciones de
almacenamiento de la trucha en refrige-
racién (4°C), lo que ocasiond la inhibi-
cién de Staphylococcus aureus, dado que
necesita una temperatura entre 40 y
45°C para su desarrollo. (Restrepo ez al.
2001) La aparicién de hongos pudo darse
de manera endégena o exdgena, ante o
post-mortem (Restrepo et al. 2001), lo
que genera posibles riesgos al consumidor
como enfermedades gastrointestinales,
intoxicacién e incluso la muerte (Puig ez
al. 2011).

Las condiciones que favorecen la pro-
liferacién microbiana en la carney los
productos cdrnicos son la actividad de
agua (Aw), el potencial de éxido-reduccion
(Eh), el pH, las necesidades nutritivas y la
temperatura. Cuando se presenta alguno
delos factores de riesgo y los productos se
contaminan, comienzan a jugar un papel
importante las condiciones y caracteristicas

de la carne y se estimula el crecimiento
y multiplicacién de los microorganismos
infectantes.

Valoracion de la capacidad
antimicrobiana

El aceite esencial de eneldo puede ser
utilizado como recubrimiento, debido a
que actiia como una pelicula que envuelve
al alimento, la cual puede ser consumida
como parte del mismo (Pastor ez a/. 2005);
su funcién es mantener la calidad de
los productos recubiertos retrasando las
principales causas de alteracion a través
de diferentes mecanismos (Debeaufort
1998; Kester y Fennema 1986).

La actividad antimicrobiana del aceite
esencial de eneldo se evalué teniendo
en cuenta el halo de inhibicién desarro-
llado: los resultados se muestran en la
Tabla 4. Las muestras tratadas con 50 pL
de aceite esencial de eneldo mostraron
mayor capacidad antimicrobiana sobre
los coliformes fecales con respecto a S.
aureus, coliformes totales y hongos; por
su parte, las muestras tratadas con 100 pL
aceite esencial de eneldo mostraron mayor
capacidad antimicrobiana en coliformes
totales con respecto a S. awureus, colifor-
mes fecales y hongos. El patrén presenté
mayor capacidad antimicrobiana sobre los
coliformes totales con respecto a los demds
microorganismos evaluados; sin embargo,
también exhibi actividad antimicrobiana
sobre coliformes fecales y S. aureus, y adi-
cionalmente, también presenté actividad
antifingica.

El cloranfenicol se utilizé como testigo;
su alta inhibicién se debe a que penetra
por difusién al interior de la bacteria
donde se une a la fraccién 50S (unidad de
velocidad de sedimentacién) del ribosoma
impidiendo la transpeptidacién entre los
aminodcidos de la cadena peptidica, con lo
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TABLA 4. Resultados derivados del halo de inhibicion.

Halo de inhibicion (mm)

: Tipo d(_e Aceite Cloranfenicol Aceite Cloranfenicol
microorganismos esencial (30 pg) esencial (30 pg)
(50 pL) (100 pL)
Coliformes totales 0,87 343 1,33 3,60
Coliformes fecales 1,03 2,30 1,03 2,80
Staphylococcus aureus 0,77 3,21 0,96 3,13
Hongos 0,60 1,43 0,76 1,90
TABLA5. Anélisis estadistico del efecto antimicrobiano.

Fuente P-valor

A: Cantidad de aceite 0,2787

B: Microorganismos 0,0041

AB 0,2208

BB 0,5553

que impide la elongacién de la cadena en
crecimiento. El mecanismo de resistencia
mds importante es extracromosdmico,
y se debe a un plésmido adquirido por
conjugacién que transmite la capacidad
para acetilar el antibiético (UAM 2012).

El aceite esencial mostré la capacidad
de inhibir el crecimiento de Staphylococcus
aureus, coliformes y hongos, observdandose
que a mayor volumen se presenta un mayor
halo de inhibicién, esto debido a que una
mayor cantidad de aceite puede difundirse
en una drea mayor sobre la superficie del
agar (Sdnchez ez al. 2007).

Estudios anteriores han demostrado
que el aceite esencial de eneldo contiene
carvona, limoneno, dihidrocarvona, car-
vacrol, p-cymen, o-felandreno y apiol,
los cuales son sustancias con actividad
antimicrobiana (Di Pascua ez /. 2006). Se
sugiere que la actividad individual de estos
componentes estd directamente relaciona-

da con el efecto inhibitorio que presenta
este estudio. En egfecto, la actividad anti-
bacteriana del aceite esencial posiblemente
se deriva de sus componentes principales,
como el carvacrol, componente que per-
meabiliza la membrana celular, ademds
de ser capaz de desintegrar la membrana
externa de las bacterias Gramnegativas
(Demo ez al. 2005). En general, los aceites
esenciales son un poco mds activos frente
a las bacterias Grampositivas que ante
las bacterias Gramnegativas (Gandhi y
Chikindas 2007); sin embargo, no todas
las investigaciones sobre los aceites esen-
ciales han llegado a la conclusién de que
los microorganismos Gram-positivos son
mds susceptibles.

El anilisis estadistico, por medio de
tabla ANOVA, para evaluar el efecto anti-
microbiano del aceite esencial sobe cada
una de las cepas de microorganismos y
hongos, con un valor de significancia P
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menor a 0,05, se muestra en la Tabla 5.
Asi, el halo de inhibicién depende del
microorganismo que se esté evaluando
(P < 0,05) y la cantidad de aceite no es
una variable significativa, como tampoco
lo es la relacién de la cantidad de aceite
esencial con el tipo de microorganismo.

CONCLUSIONES

El aceite esencial de eneldo Anethum gra-
veolens presenta actividad antimicrobiana
y antifingica sobre las cepas bacterianas
tipicas de enfermedades de transmisién
alimentaria, tales como Staphylococcus
aureus, coliformes totales, coliformes fe-
cales y hongos.

El aceite de eneldo, aplicado en concen-
traciones de 100 pL como recubrimiento,
permitié determinar que este puede ser
un método efectivo de conservacién de
la carne de trucha, evitando pérdida de
la carne por descomposicion.
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