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RESUMEN
En la produccion de carne de pollo, uno de los problemas es la contaminacién de los canales de

pollo por Salmonella Typhimurium presentes en el contenido intestinal y en la actualidad el
consumidor demanda productos libres de antibidticos y hormonales. El objetivo del presente estudio
fue evaluar el efecto bactericida del linalool, cinco mezclas de &cido citrico y limoneno contra la
Salmonella Typhimurium in vitro. Los valores obtenidos de UFC se convirtieron en log10, y fueron
analizados para determinar diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, con el
procedimiento GLM de SAS. Con las dos pruebas realizadas, no se encontr6 efecto contra
Salmonella Typhimurium en los tratamientos con linalool al 2% y con las mezclas de acido citrico
mezclado con limoneno.

Palabras clave: linalool, &cido citrico, limoneno.

ABSTRACT

In the production of chicken meat, one of the problems is the contamination of chicken carcasses by
Salmonella Typhimurium present in the intestinal content and at present the consumer demands
products free of antibiotics and hormones. The objective of the present study was to evaluate the
effect bactericide of linalool, five mixtures of citric acid and limonene against Salmonella
Typhimurium. The CFU values obtained were converted to log10, and were analyzed to determine
significant differences (P <0.05) between treatments, using the SAS GLM procedure. With the two
tests carried out, no effect was found against Salmonella Typhimurium in the treatments with 2%
linalool, citric acid mixed with limonene at different concentrations.

Keywords: linalool, citric acid, limonene.
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INTRODUCCION

La Salmonella, es una de las causas mas importantes de gastroenteritis en los
humanos y generalmente tiene su origen al consumir alimentos contaminados de
origen animal y entre ellos esté la carne de pollo, aunque otros alimentos han sido
implicados en su transmision, como los vegetales verdes contaminados por estiércol
0 aguas contaminadas. La diversidad fenotipica indica la presencia de al menos
2600 serotipos, siendo los serotipos Enteritidis, Typhimurium, Anatum, Agona y
Meleagridis los mas prevalentes (WHO, 2018).

En la produccion de carne de pollo, uno de los problemas que enfrenta la industria
avicola es la contaminacion de las canales de pollo por Salmonella Typhimurium y
otras bacterias presentes en el contenido intestinal. Estos microorganismos alteran
la calidad de la canal que causan perdidas econdmicas de producto entre la
produccién y consumo; cuando alcanzan valores de 1x10’ o 1x108 UFC/gramo
podemos apreciar la aparicion de limo y olores anormales debidos a la
contaminacion. Para disminuir la presencia de heces fecales, se suspende el
alimento de 8 a 12 horas, dejando disponible solo agua de bebida en la caseta,
previo al enjaulado para transportarlas a la planta de procesamiento; sin embargo,
esto no es suficiente que ya las aves al no tener alimento inician a consumir cama
0 heces fecales en las jaulas durante el transporte, aumentando el porcentaje de
contaminacion por enterobacterias como Salmonella Typhimurium en el buche,
proventriculo e intestino. Ayunos superiores (mas de 13 a 14 horas) pueden causar
perdida de la mucosa intestinal, lo que resulta un intestino mas débil y con
posibilidad de romperse mas facilmente durante la evisceracion y la futura segura
contaminacion microbiolégica (Galindo & Lissette, 2005; Castro et al., 2008;
Cervantes, 2010). El periodo de privacion de alimentos horas antes del sacrificio
favorece el aumento del pH intestinal debido a la disminucion la cantidad de
Lactobacillus y, en consecuencia, de acido lactico, proporcionando un entorno
favorable para la instalacion y desarrollo de bacterias patdgenas y por el contrario
un pH bajo reduce la aparicion de Salmonella spp. (Barnhart et al.,1999; SAKI et al.,
2012).

En la actualidad el consumidor demanda productos libres de antibidticos y
hormonales, y esto aunado a la resistencia de los patdégenos a los antimicrobianos;
por lo que muchas investigaciones estan encaminadas a buscar alternativas
naturales como lo son los aceites esenciales con actividad antimicrobiana y otros
efectos benéficos a la salud animal y humana. Los aceites esenciales, son
sustancias aceitosas, producidas por un amplio espectro de familia de plantas que
demuestran tener propiedades antioxidante, antiinflamatorias, repelente,
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antitumoral, antiviral, antimicética y antibacteriana; constituidos por terpenos,
sesquiterpenos y compuestos aromaticos que se localizan en determinados
organos de la planta como flores, hojas y frutos; y se les obtiene por destilacion por
arrastre con vapor de agua dependiendo del método y la condicién del vegetal,
comportdndose como liquidos miscibles en solventes organicos e inmiscibles en
agua; sin embargo, estos aceites tienen sus desventajas como alta volatilidad y
sensibilidad a la luz por lo que la actividad bioldgica es disminuida (Viuda-Martos et
al., 2008; Ragaa et al., 2016; Silva-Flores et al., 2017; Hernandez-Alvarado et al.,
2018; Gallegos-Flores et al., 2019).

Sin embargo, la mayoria de los aceites esenciales tienen caracteristicas
organolépticas, como el olor y sabor, no atractivas para las aves y otros animales,
que, al incluirlos en el agua o alimento, disminuyen su consumo, lo que bajaria la
calidad de la canal y el rendimiento econémico. En un experimento se opté por dar
los aceites adicionados de alimento para pollo, en capsulas comerciales las cuales
fueron humedecidas y pintadas de amarillo para que las consumieran las aves, pero
para garantizar la ingestion de las capsulas fue necesario darselas directamente en
el pico (Barnhart et al.,1999). Por lo tanto, es importante la nanoencapsulacion de
los aceites, donde se combinan quimica o fisicamente con nanoparticulas solubles
en agua que enmascara 0 protege ciertas propiedades de los compuestos en
cuestion; siendo de los métodos mas eficientes para la formulacion de aceites
bioactivos sea con nanogel de acido libre, quitosano-cinamico, nanoemulsiones,
gelificacion idnica o iones de plata de acuerdo con el uso o efecto previsto de la
formulacién final (Castro et al., 2008; Silva-Flores et al., 2017; Hernandez-Tenorio
& Orozco-Sanchez, 2020).

Los extractos de aceites que han demostrado efecto contra Salmonella son los
siguientes: el &cido citrico, limoneno y linalool que se encuentran en el extracto
obtenido del pericarpio de cuatro citricos: naranja (Citrus sinensis), limoén (Citrus
aurantifolia), mandarina (Citrus reticulata) y toronja (Citrus paradise) (Torrenegra et
al., 2017; Ben et al., 2017). Por lo que, los aceites esenciales de los citricos ofrecen
un potencial de todos los antimicrobianos naturales para mejorar la seguridad de los
alimentos organicos o naturales (O'Bryan et al., 2008). Otros aceites han
demostrado efectividad como es el orégano (Origanum vulgare L) y tomillo (Thymus
vulgaris) que contienen principalmente carvacrol y timol (Montoya et al., 2007;
Ragaa et al., 2016). La citronela (Cymbopogon nardus) y geranio (Pelargonium
graveolens) que contienen en su mayoria B-citronelol y geraniol (El-Kholany, 2016).
La Canela (Cinnamomum zeylanicum) contiene en su mayor parte eugenol y por
altimo el aceite esencial mayoritario de la albahaca (Ocimun basilicum L) es el
isoestragol (Rivas et al., 2015; Montero et al., 2017).
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El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto bactericida del linalool y cinco
mezclas de acido citrico y limoneno contra Salmonella Typhimurium in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron cinco mezclas de acido citrico y d-limoneno, asi como linalool. La cepa
de Salmonella Typhimurium (ST), utilizada en todos los experimentos era resistente
a 25 pyg/mL de novobiocina y se selecciono por resistencia a 20 pg/mL de acido
nalidixico. Para los presentes estudios, se afiadieron 100 puL de ST de una alicuota
congelada a 10 mL de caldo de soja triptico y se incubd a 37° C durante 18 h.
Después de la incubacion, las células bacterianas se lavaron 1 vez con solucion
salina estéril al 0.9% por centrifugacion a 1.864 x g durante 10 minutos, se
reconstituyeron en solucién salina y finalmente se diluyeron a una concentraciéon
aproximada de 1x108. Las concentraciones de S. Typhimurium se verificaron
adicionalmente por dilucién en serie y enchapado en agar verde brillante con
novobiocina y acido nalidixico para enumerar las CFU reales utilizadas en los
experimentos. El alimento utilizado para pollo fue de etapa de iniciacion, el cual fue
esterilizado previamente. Igualmente, todas las soluciones y materiales fueron
esterilizados o estaban en su empaque estéril.

Los tratamientos fueron: control, linalool al 2%, &acido citrico mezclado con d-
limoneno a diferentes concentraciones porcentuales (0.124:0.031, 0.5:0.125,
1.0:0.25, 1.5:0.5, 2.0:0.5. Se realizaron cinco repeticiones por tratamiento y por
duplicado. Se usaron dos modelos in vitro en el desarrollo del experimento: Modelo
in vitro de diverticulo esofagico y el Modelo de digestién in vitro.

La UFC/mL de Salmonella Typhimurium, fue la variable dependiente a medir. Los
valores obtenidos de UFC se convirtieron en logl0, y fueron analizados para
determinar diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, con el
procedimiento GLM de SAS y la comparacién de medias se realiz6 con la prueba
de Duncan (SAS, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Con las dos pruebas realizadas, no se encontrd efecto significativo (P<0.05) contra
Salmonella Typhimurium en los tratamientos con linalool al 2%, acido citrico
mezclado con limoneno a diferentes concentraciones porcentuales (0.124:0.031,
0.5:0.125, 1.0:0.25, 1.5:0.5, 2.0:0.5) comparado con el control con 1x108 UFC/mL
en ambos tiempos, ver Tabla 1.
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Tabla 1. Medias y error estandar con log10 de unidades formadoras de colonias de Salmonella

Typhimurium con diferentes tratamientos

Tratamiento n 30'de incubacion 120’ de incubacion
Control 5 8.12+0.222 8.37+0.232
2.0% AC + 0.5% d-L 5 8.01+0.1720 7.81+0.1423b
1.5% AC + 0.5% d-L 5 7.38+0.1920 7.78+0.142b
1% AC + 0.25% d-L 5 7.39+0.1820 7.66+0.112b
0.5% AC+0.125% d-L 5 7.86+0.142b 7.65+0.082b
0.124% AC+0.031% d-L 5 7.82+0.052 7.84+0.082b
Linalool 2% 5 7.66%0.212b 7.72+0.102

AC= &cido citrico. d-L= d-limoneno. Literales distintas en la misma columna significan diferencia estadistica P < 0.05.

Los resultados de este trabajo concuerdan con los reportados por Fernandes et al.,
(2014) donde acido férmico + acido acético + formiato de amonio y &cido lactico +
acido férmico permitieron el crecimiento de salmonellas spp. en un 16.7 % de las
muestras en un medio enriquecido con tetrionato; asi también con un medio
enriquecido con selenito/cistina con acido acético, y acido lactico + acido férmico
permiti6 un crecimiento del 50% y 16.7% de las muestras respectivamente. Sin
embargo, el producto compuesto con acido 2-hidroxi-4-metiltio-butanoico + &cido
propionico + acido férmico no permitié el crecimiento en ambos medios de cultivo.
En un trabajo se usaron mezclas de acidos acético, citrico y propiénico a una
concentracion final de 0.031% y 0.062%, para reducir Salmonella con el Modelo de
digestion in vitro, no hubo diferencia a los 30' con 7.42 log10 para el control y 7.41
para los tratados, pero si hubo a los 6 h con 6.71 contra 5.44 para los tratados
(Menconi et al., 2013).

Sin embargo, los resultados encontrados en este trabajo difieren con los reportados
por Barnhart (1999) al probar el d-limoneno DL y acido citrico CA combinados
(0.25% CA/0.0025% DL, 0.125% CA/0.005% DL, 0.06125% CA/0.01% DL, 1 % CA/
0.2 % DL, 2 % CA/ 0.5 % DL) donde se observaron efectos inhibidores aditivos o
sinérgicos claros de la combinacién de estos compuestos. Incluso los autores
hablan, de un factor anti-Salmonella desconocido por la accién de DL/CA en
combinacion puede ser bactericida, en lugar de bacteriostatico. Sin embargo, al
probar de forma individual el d-limoneno, acido citrico y acido acético a dosis de <
10% contra salmonella in vitro no disminuyo el crecimiento de Salmonella.

De la misma manera difieren con los reportados por Gallegos-Flores et al., (2019),
al evaluar de forma individual la actividad antibacteriana de cinco compuestos
terpenoides: carvacrol, limoneno, linalool, a-terpineno y timol en bacterias Gram
negativas (Escherichia coli, Salmonella spp y Pseudomona spp) y Gram positivas
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(Staphylococcus aureus y Streptococcus spp), mediante el método de difusién en
disco agar Mueller-Hinton, como controles se utilizé alcohol al 70% y dos antibidticos
(ceftibuteno y cefalexina). Se prepararon cinco concentraciones de 0.75, 0.45, 0.15,
0.075 y 0.05 mg mL-1 para los compuestos terpenoides y antibidticos. Los mayores
halos de inhibicion se presentaron con carvacrol (5.5 mm), linalool (6 mm) y timol
(5.5 mm) en las bacterias Salmonella spp, S. aureus y E. coli respectivamente. Las
bacterias méas sensibles a los terpenoides fueron E. coli, Salmonella spp y S. aureus
mientras que las bacterias mas resistentes fueron Pseudomona spp y Streptococcus
spp.

Los trabajos realizados por Montero et al, (2017) concluyen que las
concentraciones que inhiben el crecimiento fueron de 50, 70 y 90% de aceite de
canela mostrando diferencia significancia con relacién a las concentraciones de 10
y 30% para Salmonella choleraesuis, en tanto que las concentraciones de 70 y 90%
de aceite de canela mostraron diferencia significativa con las demas
concentraciones para Salmonella typhimurium (p<0.001).

El extracto de albahaca a dosis de 50 y 200 ug/mL mostré baja actividad sobre las
bacterias Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella enteritidis (Rivas
et al., 2015).

Finalmente se registran resultados de experimentos en pollos. ElI experimento
explicado anteriormente donde se usaron mezclas de &cidos acético, citrico y
propiénico a una concentracion final de 0.031% y 0.062%, para reducir Salmonella
Typhimurium, pero ahora en pollos de 60 y 80 dias de edad, y durante el periodo de
ayunas previo al sacrificio. Se tomaron muestras a la 24 h después de la inoculacién
(2x10°UFC mL) y se reportan resultados para las dos dosis; no hubo diferencia en
las muestras de los pollos de 60 dias con 2.43 log10 para el control y 1.68 para los
tratados, pero si hubo a los de 80 dias con 5.21 contra 3.92 para los tratados
(Menconi et al., 2013).

La mezcla de acido férmico y formiato de sodio a 0.3%, 0.6% y 0.9% en agua tuvo
efecto significativo de 3.28 log10 (control positivo) y disminuy6 a 2.65, 1.40 y 0.84
respectivamente en pollos desafiados con 1x107 CFU/mL de Salmonella
Typhimurium a los 9 dias de la inoculacion (Adhikari et al., 2020).

CONCLUSION

Se puede concluir con estos resultados que el linalool al 2%, y el &acido citrico
mezclado con d-limoneno a diferentes concentraciones no tienen efecto contra la
Salmonella Typhimurium in vitro.
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