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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo la finalidad de evaluar el efecto del aceite
esencial de comino (Cuminum cyminum L.), en la vida Gtil de la carne fresca de res y
la concentracion inhibitoria de Escherichia coli. Esta investigacion buscé determinar la
influencia del aceite esencial de comino en Escherichia coli para ello, las
concentraciones de aceite esencial de comino fueron de 0%, 10%, 20%, 60% y 100%,
se inocul6 en placa petri una cantidad de 25 pl de las concentraciones preparadas al agar
EMB. Considerando el resultado la concentracion minima inhibitoria a 20%, se aplico
a la carne 0,2ml/20q y se refrigerd las muestras a 4 °C, por tiempos de 0, 4, 8 y 12 dias;
Durante el proceso de conservacion, se realizé el anélisis de pH, TBARS, Escherichia
coli viable; Los resultados fueron de alta inhibicion a Escherichia coli al 100% de aceite
esencial que se observo un halo de inhibicion de 8.66 mm, esta inhibicion fue gradual a
menor porcentaje menor halo de inhibicion, a 20% de concentracion se observo que el
halo de inhibicion fue de 3.98 mm; Teniendo este resultado se evalué el aceite esencial
de comino en la carne de res inoculado con Escherichia coli viable durante el
almacenamiento; el resultado de pH y TBARS mostraron un ligero incremento a lo largo
del periodo de evaluacion. Con respecto al recuento de Escherichia coli viable, se redujo
durante el tiempo de andlisis, la vida util fue hasta 16 dias, por la influencia del aceite
esencial de comino al 20% de concentracion. Concluyéndose que el aceite esencial de
comino (Cuminum cyminum L.) inhibe a Escherichia coli, alargando el tiempo de vida

atil de la carne de res.
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l. INTRODUCCION

Hoy en dia la tendencia mundial estd orientada hacia la importancia del uso de
sustancias naturales que pueden prolongar la vida util de los alimentos, por lo que
cada vez cobra mayor importancia (Brack, 2008). En este sentido, las plantas
aromaticas son en la actualidad ampliamente estudiadas y utilizadas por su gran
potencial terapéutico y beneficios como conservantes naturales puesto que
contienen una mezcla compleja de compuestos bio activos que cubren una serie de

demandas para la salud humana (Djenane et al., 2001).

Los aceites esenciales tienen como ventaja, que son obtenidos de material vegetal,
que han sido consumidos histéricamente como alimentos de uso comun y tienen
demostrada su inocuidad en humanos; los aceites esenciales en hierbas y especias
como el comino, en la que se identificd componentes mayoritarios como el aldehido
cuminico y taninos (Rea, 2011), estos componentes determinantes en preparaciones

médicas, veterinarias, industria alimentaria y preparacion de fungicidas.

La carne de res es un producto alimenticio, proveniente de la carcasa entera de
vacuno, Esto implica mantenerlo en estado fresco refrigerado, a condiciones
ambientales, resulta dificil mantener la carne en estado fresco por la proliferacion
de bacterias de los géneros Pseudomonas principalmente y la contaminacion de
Escherichia coli y otros, que se encuentran en el tracto intestinal de los animales,
que son contaminantes durante el beneficio del animal en muchos casos suele

ocurrir una contaminacion cruzada y proliferarse restando la inocuidad de la carne,
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consecuentemente un riesgo para la salud del consumidor, por esta causa se plantea

las siguientes objetivos:
e Evaluar diferentes concentraciones del aceite esencial para inhibir el
crecimiento de Escherichia coli en placa petri.

e Determinar la influencia del aceite esencial del comino (Cuminum

cyminum L.) en la vida Util de la carne fresca de res.

e Evaluar las caracteristicas quimicas (pH, Acido 2-tiobarbittrico) y
Escherichia coli viable en la carne fresca de res tratada con aceite

esencial del comino (Cuminum cyminum L.).

2
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

21 CARNE

Es el tejido muscular de los animales utilizado como alimento, la fuente
principal es el ganado vacuno, ovino y porcino, en la sierra peruana, el camélido
sudamericano (alpaca). En un sentido mas amplio del término carne también
abarca la de ave y pescados. Estructuralmente la carne esté constituida por fibras
musculares; células multinucleadas, largas y delgadas que se unen entre si en
haces por medio de tejido conjuntivo. Cada fibra muscular esta rodeada por una
membrana celular, el sarcolema, en cuyo interior estdn contenidas las
miofibrillas, complejas de las dos principales proteinas musculares, la actina y

la miosina (Alcézar del Castillo, 2002).

2.1.1 Carne fresca

Se considera fresca a la carne que no se ha dado ningdn tratamiento
distinto del envasado en atmosfera modificada o envasado al vacio para asegurar
su conservacion, salvo en caso de que haya sido sometida solamente a

refrigeracion (Alcéazar del Castillo, 2002).

El tejido muscular esta recubierto por sus fascias protectoras y las
miofibrillas contenidas dentro del sarcolema. Una vez que han sido
descuartizadas las reses, gran parte de su proteccion inicial se destruye y
durante el picado desaparece por completo. Los alimentos de origen animal

poseen sustancias inhibidoras como las inmunoproteinas, muy especificas en

3
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su accién pero con un reducido espectro de actividad antimicrobiana, que no

proveen proteccion practica alguna (Mossel, 2003).

2.1.2 Proteina de la carne

De referencia los musculos de los distintos animales (porcinos, vacunos,
ovinos), la fraccion proteinica es la mas abundante ya que llega a representar
70% del total por su funcion biologica y su solubilidad, en la Tabla 1 se muestra

las concentraciones de esta proteina.

Tabla 1. Analisis quimico representativo de la carne

COMPONENTES %
Agua 70
Proteina 20
Grasa 6
Sustancias nitrogenadas no proteinicas 15
Hidratos de carbono y sustancias no nitrogenadas 1,5
Sales inorganicos 0,7

Fuente: Badui (1990).

2.1.3 Principales factores que causan la pérdida de calidad de los

productos

Desrosier, (1978) citado por Quilca, (2010). Menciona los principales

factores que causan en la pérdida de calidad de los productos carnicos que son:

a) Deterioro bioldgico: Esta relacion con el rigor mortis del animal es decir
ante el mortem y post mortem que aquellos que no cumplen con las normas
técnicas y reglamento tecnoldgico de carnes. Vale decir que el animal parte

desde su nacimiento crianza, alimentacién en donde en estos pueden estar

4
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infectados por alguna enfermedad cronica avanzada que ésta atenta contra la
salud humana. Este proceso bioquimico también opera en la maduracion de la

carne para lograr el deseado grado de ternura.

b) Deterioro microbiologico: El conocimiento de la velocidad del
crecimiento de los microbios esta en funcion de las condiciones ambientales y
asi la prevision de la vida en anaquel. Los microbios pueden crecer rapida mente
en la carne es decir cuando comienza un microbio que se divide cada 10 minutos
presenta nutrientes disponibles en 5 horas habra sobre un billén de microbios
presentes. Es el problema de los microorganismos que algunos son patdgenos y
pueden causar enfermedades a los consumidores, es decir estos causan infeccién
cuando son ingeridos o producen sustancias quimicas en carnes gue son toxicas
al humano. La contaminacion en la carne con la presencia de coloraciones
amorfas y dispersas en la superficie del producto son desarrollados por las
bacterias. Entre las bacterias cromdgenas entre ellos tenemos: Micrococcus
auriantica, Micrococcus musea, Micrococcus flavus, Pesudomonas,
Chronobacterium lividum que producen coloraciones amarillas, rojas, verdes, en
la carne; microorganismos toxigénicos son: Staphylococcus aureus, Clostridium
botulinum, Clostridium perfrigens, Aspergillus, flavus e infecciones causadas

por especies de Salmonellas y Escherichia coli.

C) Deterioro quimico: Durante el procesamiento de carnes, ocurren dafios
a los tejidos musculares, que pueden ocasionar la liberacion de diversos
constituyentes quimicos, pueden reaccionar con otros factores externos para

producir al deterioro de la carne.
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2.1.4 Métodos para la evaluacion de la calidad de la carne
a) pH

El pH produce concentracion de &cido lactico a partir del glucogeno
muscular en funcién de la glucolisis anaerobia que tiene lugar al detenerse el
aporte de oxigeno, mientras haya glucogeno se produce &cido lactico
descendiendo el pH hasta que se interrumpen los fenémenos glucoliticos. Estos
contribuyen al descenso del pH post mortem en un 10% (Warris, 2003). EI pH
de los animales se sitda en un rango entre 7.08 y 7,30. Tras la muerte del animal
se produce un descenso del mismo hasta valores entre 5,4 y 5,6. EXisten
diferentes factores que influyen en la caida del pH y en el valor final alcanzado,
este valor se mide con un pH metro que registra la diferencia de potencial
eléctrico entre un electrodo de medicion y otro de referencia (Tarrant et al.,

1980).

b) TBARS Acido 2-tiobarbiturico

El indice de TBARS se define como el incremento de absorbancia
medido a 530 nm luego de la reaccion del equivalente de 1mg/ml con acido 2-
tiobarbiturico. Los puntos de oxidacion secundaria de aceites y grasas
reaccionan con el &cido 2-tiobarbiturico formando productos de condensacion
cuya absorbancia es medida a 530 nm, longitud de onda de maxima absorbancia
de uno de dichos productos. Este método permite la determinacién directa del
indice TBARS en aceites y grasas sin tener que aislar previamente los productos

de oxidacion secundaria (Tarrant et al, 1980).

6
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Valores de TBARS por encima de 0.60 mg MDA/kg pueden ser
reconocidos por consumidores inexpertos, y valores por encima de 2.00 mg

MDA/kg se consideran rancios e inaceptables para el consumidor (Nassu, 2001).

2.2  COMINO (Cumynum cyminum L.)

El comino es una planta herbacea anual que pertenece a la familia
apiaceae (antes llamadas umbeliferas), tiene hojas lanceoladas, las flores son
pequerias, blancas o rosas. Las llamadas semillas son, en realidad, los frutos que
constituyen la especia. De forma ovoidea o fusiforme alargada, con cerca de
medio centimetro de largo, pardo amarillo y cubiertos de una fina de pelusa de
sabor fuerte y aromatico, un poco amargo pero agradable, las semillas de pueden
adquirir enteras o picadas. Estos sin utilizados para la aplicacion de ciertos

productos como las carnes (Muller, 1981).

El cultivo puede llevarse a cabo en llanuras y por encima de 3.335 m.
prefiere un clima templado a uno calido y puede soportar fuertes lluvias. A partir
de las lluvias, se cultiva generalmente tras los primeros avisos de los monzones,
pudiendo tener dos veces la cosecha al afio, una a mediados de abril y otra a

finales de octubre (Mukhopadhyay et al., 2003).

2.2.1 Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxondmica del comino segun Larragafa et al., (2010),

menciona lo siguiente:

Reino: Plantae

7
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Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Apiales
Familia: Apiaceae
Género: Cuminun

Especie: Cuminum cyminum.

2.2.2 Caracteristicas del comino

Es una planta anual, herbécea, que puede alcanzar de 40 a 60 cm hasta 120
cm de altura. Sus hojas son glabras, ordenadas en roseta, son pinnadas o
bipinnadas. Al segundo afio se desarrollan 1 a 3 tallos carenados. Las flores, de
5 pétalos, son pequefias y blancas agrupadas en umbelas compuestas. El fruto es
un diaquenio, de 3 a 6 mm, levemente curvado, de color marrén y un olor
caracteristico. EI comino presenta diversas propiedades medicinales, es una
hierba aromatica y astringente que beneficia el aparato digestivo y actia como
estimulante de los drganos sexuales. Ha sido usado en el tratamiento de
trastornos digestivos leves, como carminativo, eupéptico y astringente, en

afecciones broncopulmonares y tos, y como analgésico (Cameroni, 2012).

2.2.3 Composicion quimica de la semilla de comino

El comino posee, aceites esenciales, estos se encuentran constituidos
principalmente por mono terpenos, como el aldehido cuminico (p-isopropil
benzaldehido) (figura 1) y el terpinol. Ademas, esta conformada por taninos, los
cuales resultan ser unos excelentes antioxidantes. EI comino presenta también

entre sus componentes resinas, sustancias albuminosas y flavonoides. Estos
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ultimos poseen muchas propiedades medicinales, tales como, anticancerigenas,
antioxidantes, antimicrobianas, hipocolesterolemiantes, entre otras. Por otra
parte, el comino posee una gran cantidad de hidratos de carbono, como asi

también altas cantidades de proteinas y fibras (Mukhopadhyay et al., 2003).

4
CH

s\

CH3" CHS3

Cuminaldehido|

Figura 1. Composicion quimica de comino

2.3 ACEITE ESENCIAL

Con este nombre se conoce el liquido oleoso volatil, generalmente
insaponificable que se obtiene de las diferentes partes de una planta (hojas
raices, flores, semillas y frutos) por algiin método fisico de extraccién, representa
la fraccion aromatica mas importante del vegetal; estd constituido por una
mezcla muy compleja de compuestos, principalmente terpenos, alcoholes,
cetonas, fenoles, acidos, aldehidos y ésteres, se solubiliza parcialmente en

etanol, es insoluble en agua (Badui, 1990).

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios:
consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes mayoritarios. Los
naturales se obtienen directamente de la planta y no sufren modificaciones
posteriores 0 sea que son los compuestos tal como se destilan de la planta; los
artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento del mismo aceite

con uno o varios de sus componentes 0 mezclas de varios aceites o productos de
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refinacion; y los aceites esenciales sintéticos, son mezclas de componentes
sintetizados, que emulan la composicion de la esencia natural (Sanchez, 2006).
Desde el punto de vista quimico pueden ser clasificadas segun el predominio de
algunos componentes como por ejemplo monoterpenoides (hierbabuena,
albahaca, salvia), sesquiterpenoides (aceite de cedro, jenjibre), y del tipo de
mezcla donde los compuestos oxigenados son mayoritarios, entre estos los
fenoles (clavo, canela, anis, albahaca, laurel, tomillo, entre otras) (Sanchez,

2006).

2.3.1 Distribucién y estado natural

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente distribuidos en unas
60 familias de plantas que incluyen los Compuestos, Labiadas, Lauraceas,
Mirtaceas, Pinaceas, Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas etc. Se les puede
encontrar en diferentes partes de la planta: en las hojas (ajenjo, albahaca, buchu,
cedrén, eucalipto, hierbabuena, limoncillo, mejorana, menta, pachuli,
qguenopodio, romero, salvia, toronjil), en las raices (angélica, asaro, azafran,
calamo, curcuma, galanga, jengibre, sandalo, sasafras, valeriana, vetiver), en
el pericarpio del fruto (limén, mandarina, naranja), en las semillas (anis,
cardamomo, eneldo, hinojo, comino), en el tallo (canela), en las flores (arnica,
lavanda, manzanilla, piretro, tomillo, clavo de olor, rosa) y en los frutos
(alcaravea, cilandro, laurel, nuez moscada, perejil, pimienta) (Guignard

etal., 1985).

2.3.2 Funcidn de los aceites esenciales en las plantas

10
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Los aceites esenciales se utilizan como aromatizantes (alimentos);
perfumeria (fragancias); en productos farmacéuticos (por sus propiedades
funcionales), también se emplean como selladores dentales, antisépticos, por ser

antibacterianos, antifungicos y antivirales (Burt, 2004).

2.3.3 Extraccion y aislamiento del aceite esencial.

Los aceites esenciales se pueden extraer de las muestras vegetales mediante
varios métodos como son: Destilacién con vapor de agua, extraccién con
solventes volatiles, enfleurage y con fluidos supercriticos (Martinez, 2001),

menciona en los siguientes conceptos.

a) Destilacion por arrastre con vapor de agua

La muestra vegetal generalmente fresca y cortada en trozos pequefios, es
encerrada en una camara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,
recolectada y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especialmente las utilizadas para
perfumeria. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la pureza

del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada.

b) Extraccion con solventes volatiles
La muestra seca y molida se pone en contacto con solventes tales como

alcohol, cloroformo.

C) Enflorado
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El material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con un
aceite vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actia como

vehiculo extractor.

d) Extraccién con fluidos supercriticos
Es de desarrollo mas reciente. EI material vegetal cortado en trozos
pequefios, licuado o molido, se empaca en una camara de acero inoxidable y se

hace circular a través de la muestra un liquido supercritico.

2.3.4 Aceite esencial de comino (Cumynum cyminum L.)

El comino pertenece a la familia de las umbeliferas a la que pertenecen
otras conocidas especias como el anis, hinojo, eneldo, coriandro. Su aceite se
extrae mediante la destilacion de las semillas. En un principio es incoloro pero
amarilla con el tiempo, tiene un aroma parecido al del anis, aunque ligeramente
amargo. El olor del comino proviene principalmente del aceite esencial (2.5-4%
en base seca), el cual contiene comino aldehido (p-isopropil-benzaldehido, 25 a
35%) como principal constituyente. Ademas, se han encontrado a- y -pireno

(21%), dipentano, p-cimeno y B-felandreno. (Burbano, 2008).

La proporcion del aceite esencial de comino varia entre 2,5% y 5% en
base a diferentes condiciones de clima y suelo, cuminaldehido, cimeno y
terpenoides son los principales constituyentes de los aceites volatiles de comino,
las semillas contienen aceites esenciales y compuestos fendlicos que se utilizan
para alimentos aromatizantes, tratamiento de dolor de muelas, diarrea, epilepsia

y antioxidante natural (Bettaieb et al., 2011).
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2.3.5 Toxicidad de los aceites esenciales

Si bien su publicacion alimentaria y terapéutica es cada vez mas amplia,
no hay que omitir que existen aceites cuyo uso inadecuado puede resultar toxico
para el organismo. Al igual que sucede con la actividad antimicrobiana, la
toxicidad de los aceites esenciales los puede variar en funcion de su quimiotipo.
Ingeridos por la via oral en dosis muy altas los aceites esenciales como el de
eucalipto, clavo, canela y nuez moscada, pueden ocasionar cuadros de depresion
en el sistema central nervioso, se han descrito asi mismo, efectos narcéticos y de
astupefacientes para el comino, cilandro y tomillo (Al-Khamis, 2006). El aceite
esencial del comino no se debe ingerir en las mujeres embarazadas ni en los
lactantes o en nifios menores de 6 afios de edad. También se indica que produce
reacciones adversas con aparicion de ampollas o dermatitis en personas alérgicas
0 personas con enfermedad inflamatoria a la piel. El uso del aceite esencial de
comino se vuelve toxico en concentraciones altas, esto se atribuye a sus
propiedades estupefacientes que ocasionaran convulsiones (Mukhopadhyay et

al., 2003).

Por regla general, los aceites esenciales por via oral poseen una toxicidad
débil o muy débil, la mayoria de los que se utilizan frecuentemente tienen una
DLso comprendida entre 2 y 5 g/Kg (anis, eucalipto, clavo, comino, etc.), o lo
que es mas frecuente, superior a 5 g/Kg (manzanilla, lavanda, etc.), similar caso

se da con los componentes de los aceites esenciales (Lis-Balchin et al., 2014).

24  EFECTO ANTIMICROBIANO
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Los microorganismos desempefian importantes papeles de interés en
diferentes areas de la industria de los alimentos. Algunos se emplean
ventajosamente en la elaboracién de los productos, salmueras de curado,
encurtidos y en otros productos fermentados, pero en la mayor parte de los casos
alteran los alimentos deteriorandolos hasta hacerlos repugnantes. Toda accion
inhibidora frente al crecimiento microbiano generalmente se expresa como
accion antimicrobiana, incluyendo las acciones anti bacteriostatica o fangica
(prevencidn del crecimiento microbiano y de su propagacién) y muchas especias

poseen propiedades antimicrobianas y/o fangicas (Hirasa y Takemasa, 2002).

Las propiedades antimicrobianas de las especias se han conocido durante
siglos. Por ejemplo la canela, el comino y el tomillo se emplearon en la
modificacion en el antiguo Egipto y las especias en la antigua India y China se
empleaba ya para conservar alimentos, asi como también con fines medicinales

(Hirasa y Takemasa, 2002).

Investigadores han adaptado métodos experimentales para representar lo
mejor posible futuras aplicaciones, sin embargo el ensayo puede ser afectado por
multiples factores tales como: el método para extraer el material de la planta, el
volumen del inoculo, la fase de crecimiento, el medio de cultivo, el pH, el

emulsificante, el tiempo y la temperatura de incubacion (Burt, 2004).

2.4.1 Métodos para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite

esencial

14

Repositorio institucional UNA - PUNO



TESIS UNA-PUNO [g"t Universidad

Nacional del
Altiplano

Los métodos actualmente utilizados para evaluar la actividad

antimicrobiana de los extractos vegetales son:

a) Método de difusion en agar

El método consiste en aplicar una cantidad determinada del extracto en
estudio, en un disco de papel que se coloca sobre la superficie de la placa donde
se ha distribuido el inoculo con el microorganismo sobre el que se quiere ver el
poder antimicrobiano. Por gradiente de concentracion, el extracto difunde
alrededor del disco. La sensibilidad del microorganismo al extracto se relaciona
con el tamafio del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano. Segun el
didmetro del halo de inhibicion, los microorganismos se clasifican en: no
sensibles (d < 8mm.), sensibles (9mm. < d < 14mm.), muy sensibles (14mm. <

d <19mm.) Y extremadamente sensibles (d > 20mm) (Burt, 2004).

b) Meétodo de dilucion en medio de cultivo y en agar

El extracto se incorpora al medio con agar cuando aun esta liquido. Para
lograr el rango de dilucién deseado se preparan una serie de placas con diferentes
Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) como Concentraciones Minimas
Bactericidas (CMB). CMI se define como la menor concentracion del extracto
que produce el 90% de reduccién en el crecimiento de las colonias. La CMB se
define como la minima concentracion del extracto que produce al menos un
99.9% de reduccidn en el crecimiento de las colonias. Si se usan medios liquidos,
el procedimiento es el mismo, s6lo que se usan tubos de ensayo para las
diferentes diluciones. Ambos métodos permiten obtener datos cuantitativos

(Burt, 2004).
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2.5  Escherichia coli

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Se trata de una bacteria gram
negativo flagelada y de forma bacilar. Este microorganismo es anaerobio
facultativo (es decir, posee las dos rutas metabolicas, la respiratoria y la
fermentativa), oxidasa negativo, y no utiliza los citratos. Esta bacteria fermenta
la glucosa y otros carbohidratos produciendo acido y gas. (Yousef y Carlstrom,

2006).

Escherichia coli son bacilos de 1 a 3 um por 0.5 um, sus formas varia
desde cocos a pequefios bastoncillos, que se presentan solos, en pares, en cortas
cadenas agrupados en general méviles por los flagelos peritricos aunque existen
variantes maviles no flagelados. No forman esporas y son gram negativos. En
cultivos jovenes la forma cocobacilar es bastante frecuente y en los cultivos
viejos se presentan con formas de un tamafio mayor. Son aerobicos y
facultativos, produce dos tipos de fibras que rigen su capacidad patdgena (Rea,

2011).

2.5.1 Alimentos implicados

La contaminacion de los alimentos se debe fundamentalmente a una falta
de higiene, por los manipuladores de los alimentos, etc. No sobrevive a
temperaturas de congelacion durante largos periodos. Jay, (2002) citado por
Luna y Aguilar, (2011) El ganado vacuno es el principal reservorio de
Escherichia coli, por lo que frecuentemente se asocia a este patdgeno con carne

picada de vacuno insuficientemente cocinada. Esta bacteria se ha aislado de
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muchos productos alimenticios como leche cruda y pasteurizada, cuajadas de
queso, sidra y zumo de manzana, ambos sin pasteurizar (Yousef y Carlstrom,

2006).

26  VIDAUTIL

La vida de anaquel de un alimento comprende el periodo desde su
elaboracion hasta su consumo, en el cual es de calidad satisfactoria. Entonces la
vida en anaquel esperada de un alimento procesado depende de las condiciones
ambientales a las que sera expuesto este, asi como el grado de calidad inicial que
puede perder, antes ser vendido al consumidor, por cualquiera de las siguientes
causas; perdida inaceptable de valor nutricional, cambios indeseables de color o

el desarrollo de una textura indeseable (NUfiez y Chumbiray, 1991).

2.6.1 Principales métodos para determinar la vida anaquel para alimentos
a) Reaccion cinética basica para determinar la pérdida de la calidad de
los alimentos:
(Nufiez y Chumbiray, 1991), sefialan que la mayor parte de las reacciones
de deterioro que ocurren en los productos alimenticios, en condiciones de

almacenamiento, se ajusta a la siguiente expresién matematico:

dQ
dt

Donde:

Q= Factor de calidad.

t= Tiempo
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k= Pendiente de la ecuacion.
" = Factor de potencia llamado el orden que define si la velocidad es

depende de Q. en el caso de alimento variaentre 0 y 2.

Z—f = velocidad de cambio de Q con respecto al tiempo. El signo negativo

es utilizado si el deterioro es una pérdida de Q y un signo positivo si es

por produccion final deseable.

Una disminucién lineal del atributo implica que su variacidn con respecto
al tiempo constante, y que, por lo tanto, la perdida de dicho atributo no depende
de su concentracidn. La reaccion lineal entre atributo y tiempo se obtiene cuando
la reaccion es de orden cero, por lo tanto si en la ecuacion anterior se hace n=0,

tendremos:

dQ
—_ =k
dt
Integrando esta ecuacion se obtiene:
Q = Qo — kt

Donde Qo representa el valor inicial del atributo de calidad y Q es el

valor que toma dicho atributo después de transcurrido en tiempo t.

Si el final de vida til, t gil, se alcanza cuando el atributo de calidad toma

un cierto valor, llamado Qf, tenemos:

Qf = Qo — ktge
18

Repositorio institucional UNA - PUNO



TESIS UNA-PUNO ﬁ"’: Universidad

Nacional del
Altiplano

En consecuencia, la vida util tg sera:

katin = @
Donde:

Qo = Valor inicial del &cido 2-tiobarbiturico.

Qr =2 mg MDA/Kg, el valor de &cido 2- tiobarbitdrico maximo permitido.

k = pendiente de la ecuacion.

El empleo de una ecuacion de orden cero es util en la descripcion de
procesos como la oxidacion de los lipidos que lleva al desarrollo de olores

rancios (Caps et al., 1999 citado por Luna et al., 2011).

b) Método del Q1o para determinacion de vida util
Los modelos matematicos, se utilizan para describir o predecir cuan rapido
irfa una reaccion (bioguimica), si el producto alimenticio es mantenido

relativamente alto.

Si el factor aceleratriz de la temperatura de almacenamiento es conocido,
entonces; extrapolando a temperaturas mas bajas, tales como como las que
ocurren durante su distribucion o comercializacion de los productos
alimenticios, se puede estimar la vida en anaquel del producto en estudio. (Nufiez

y Chumbiray, 1991).

El factor es conocido como el “Factor Q10”, que esta definido como:
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velocidad a temperaturas (T + 10°C)
velocidad a temperaturas T°C

10 =

Donde T y T+10 °C son temperaturas a la que se evalUa la vida en anaquel.

El Q10 también puede ser calculado como:

_ vida en anaquel a T
 velocidad a temperaturas (T + 10°C)

Q1o

Para cualquier diferencia de temperatura € que no sea 10°C, aquello se

convierte en:

vida en anaquel a T,

10 =
° ™ vida en anaquel a T,

Los cuales asumen a la velocidad son inversamente proporcionales a la vida

en anaquel. Para una reaccion cero esto es exactamente desde que:

cantidad de perdida en el punto final
Os

velocidad = K =

Entonces:

cantidad de perdida en el punto final
K

tiempo en dias = 6; =

20
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION
La ejecucion del presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en los
laboratorios de Microbiologia de los Alimentos, laboratorio de Analisis

Nutricional y en la planta piloto de la Escuela Profesional de Ingenieria
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Agroindustrial de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional

del Altiplano-Puno, del departamento de Puno.

3.2 MATERIAL EXPERIMENTAL
- Se utilizé las semillas de Comino (Cuminum cyminum L.), adquiridas
en la ciudad de Juliaca, como materia prima para la extraccion del aceite
esencial y su posterior aplicacion como conservante antimicrobiano.
- Cepas de Escherichia coli, obtenidas del laboratorio de microbiologia
de alimentos por aislamiento.
- Carne de res, muestra proveniente del camal Azoguini de la ciudad de

Puno.

3.3 EQUIPOS Y MATERIALES

3.3.1. Equipos y materiales

Autoclave modelo LS-BSOL-I1, volumen 50 L.

Equipo de destilacion por arrastre de vapor.

- Refrigeradora marca ICECROWN modelo 456C.009 (capacidad 200
kg).

- Refrigeradora LEHEL COL-EIPH-ME-042.

- Balanza electronica ACCULAB SARTORIUS sensible al 0.0001 g.

- Balanza analitica a precisién marca AND FR-300 Japén, Capacidad de
0,0001 a 310 g.

- Cuenta colonias marca LIGHTBOX.

- Selladora.

- Estufa marca LMN tipo LP5 — 402.
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- Estufa MEMMERT Universal, 30-120°C, modelo TV-40.

- Termometro marca HANNA de -40 a 150 °C.

- Espectrofotometro UV.

- Licuadora de vidrio marca OSTER capacidad méaxima 1,25Lts.
- Cémara fotografica SAMMSUNG.

- Balon de Destilacion.

- Espatula ACERO INOX.

- Mechero de bunsen.

- Crisoles de porcelana.

- Piceta (PVC).

3.3.2. Materiales de vidrio

Erlenmeyer (250, 500 y 1000ml).
- Probetas (10, 50 y 100ml).

- Pipetas (1, 5y 10ml).

- Tubos de ensayo PIREX.

- Placas petri PIREX.

Matraz PIREX.

3.3.3. Reactivos e insumos

Acido 2-tiobarbitirico TBARS.

Acido clorhidrico 4N.

Alcohol de 96°.

Agua destilada.

Agua de peptona (Merck peruana SAC).
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3.3.4. Medios de cultivo

Caldo Verde Brillante Bilis (CVBB)

Agar Bilis Rojo Violeta ( Agar VRB)

Agar Eosin Methylene-blue Lactose Agar acc. (Agar EMB)

Agar ENDO.

3.3.5. Otros materiales

Papel aluminio.

- Papel kraft.

- Cinta masking tape.

- Bolsas de polietileno.

- Lapiceros (rojo, azul, negro).
- Marcadores.

- Tabla de picar.

- Caja isotérmica (tecnopor).

34 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia utilizada durante el proceso de investigacion fue de tipo
experimental cuyos procesos de obtencion, produccion, control y andlisis son los

siguientes.

Aceite  esencial del
Comino.

Concentraciones de

Concentracion aceite esencial:
Inhibitoria de 0%
Escherichia coli 10 %

20 %
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Evaluacion de la Tiempo:

carne fregca d,e_ res, 0, 4,8y 12 dias
en su vida util, a
concentraciones de
20% (0.2ml/xg) de | 4°C-
aceite esencial de

- J

Temperatura:

Recuento de Escherichia coli,

viables; Analisis quimico (pH Ufclg
y TBARS) de la carne tratada

con Aceite esencial.

Figura 2. Descripcién del flujo experimental de la evaluacidn del aceite esencial de
comino, en la vida util de la carne fresca de res y la concentracion inhibitoria de

Escherichia coli

Fuente: Elaboracion propia

3.4.1. Aislamiento e identificacion de las cepas de Escherichia coli

a) Preparacion de la muestra

Para aislar la Escherichia coli primero se utiliz6 una prueba de
identificacion usando el método de N.M.P. se pes6 5 g de carne de res y se diluyd
45 ml de agua peptona estéril, se homogeneizd, obteniéndose asi la dilucion 10

1102, 103 en tres repeticiones.
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b) Siembra e incubacion

Se prepar6 en una gradilla 3 series de 3 tubos cada dilucion. Los tubos
contienen 10 ml de caldo Verde Brillante Bilis (CVBB), luego de esterilizar se
incubd a 30°C durante 24 horas, se observo presencia de gas en la campana de

Durham con formacion de acido y gas en presencia de sales biliares.

A partir de los tubos de caldo CVBB positivos, se realizd la prueba
confirmativa usando 1 ml de la muestra positiva en un 1 tubo del mismo caldo
CVBB. A continuacion se incubd a 44,5°C durante 24 h. concluido el tiempo se
observo si hay tubos de CVBB positivos (gas), se afiadio 0.2 ml de reactivo de
Kovacs en los tubos de CVBB. La aparicion de color rojo en la parte superficial
del cultivo indica que es positivo para la presencia de Escherichia coli. La Gltima
confirmacion se sembr6 en agar de EMB que se incubd por 24 h a 37°C. Las
colonias de Escherichia coli son de 2-3 mm de didmetro de color oscuro y con

un brillo verde metalico muy caracteristico en agar EMB. (ICMSF, 2006.)

Para confirmar las cepas de Escherichia coli se hizo las pruebas

bioguimicas siguientes:

- Prueba de catalasa (+)
- Prueba de indol (+)

- Prueba de Simmons (-).

C) Conformacion de banco de cepas
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Las cepas se conservan en tubos inclinados con Caldo Nutritivo que se
almacenaron a 4 °C, durante el estudio se mantuvieron su viabilidad y pureza. El

procedimiento se observa en el anexo 1.

3.4.2. Concentracion inhibitoria de Escherichia coli en la placa
Para la concentracion inhibitoria de Escherichia coli se aplico el método

de ICMSF (2006).

e Medio de cultivo en placa, se prepar6é el LEVINE EMB Agar (Eosin
Methylene-blue Lactose Agar acc. To LEVINE) usando la metodologia
de ICMSF (2006).

e Siembra en superficie de la placa con Escherichia coli, se estriaron las
cepas de Escherichia coli en el medio de cultivo en agar EMB.

e Apertura de orificio en el agar de la placa, una vez sembrados la
Escherichia coli, los orificios fueron de 4 mm de didametro.

e Se preparo el aceite esencial de comino en porcentajes de 10%, 20%, 60%
y 100% diluido en aceite vegetal comestible, y se inoculd 25 pl de las
diluciones en los pocitos de agar en placa.

e Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.

e Finalmente se midio el diametro del contorno de la zona de inhibicién en

milimetros como se muestra en la imagen del anexo 2.

3.4.3. Evaluacion de la carne fresca de res con adicion del aceite esencial

de comino y su periodo de vida util
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Usando la metodologia de Rea, (2011). Para la preparacion del inoculo
de Escherichia coli la carne fresca de res, se corto la carne en pedazos de 5cm x
5cm, para luego impregnar las colonias de Escherichia coli que contenia
aproximadamente 6x 10* ufc/g. Masajeando por un lapso de 2 minutos a cada
muestra. Se afiadio el aceite esencial de comino a una concentracion de 0.2 ml/zog
de 20% de dilucidn, se masajed de igual forma. Finalmente la carne se envasé

al vacio y se almaceno en una refrigeradora a 4°C.

3.4.4. Evaluacion de las propiedades quimicas (pH y acido 2-
tiobarbiturico) y microbioldgico de la carne de res con aceite esencial

de comino

a) Analisis de pH
La medicion de pH fue realizadaa los 0, 4, 8 y 12 dias de almacenamiento
de la carne de res con un pH-metro, de acuerdo a la metodologia descrita por

AOAC (2012).

Se pesaron 5g de muestra, a las que se les adicionaron 45 ml de agua
destilada, posteriormente se realiz6 un homogeneizado en una licuadora a
maxima velocidad, durante 5 minutos.

A partir de esta solucion se tomaron 10 ml a los cuales se les midio el pH
por introduccion directa del electrodo en la misma. Cada medicion se realizé por

triplicado.

b) Determinacion de acido 2-tiobarbitarico

28

Repositorio institucional UNA - PUNO



R11, . :
TESIS UNA-PUNO ﬂ*‘: .

Altiplano

La oxidacion de lipidos se midio por el método del &cido 2-tiobarbiturico
(TBARS) como se describe por Suarez (2008). La muestra de 5 g carne de res
fue picado, se agreg6 2,5 ml de HCI 4 N y 97.5 ml de agua destilada. Esta
muestra se sometié a una destilacion separandose a los primeros 50 ml del
destilado; la destilacion fue realizada por triplicado. Posteriormente, a 5 ml del
destilado se le adicionaron 5 ml de 0.021 M de TBARS a un tubo de ensayo con
tapa rosca y calentando en bafio maria a 90 °C/40 min para el desarrollo de color
rosa. Posteriormente fue determinada la densidad dptica a 532 nm en un
espectrofotometro Secomam Anthelie modelo 70ST0375 (Secomam, Francia)
usando como control la solucion que contenia 5ml de agua destilada, 5 ml de
solucion de TBARS. Los valores de TBARS fueron expresados como mg de

malonaldehido (MDA)/kg de muestra.

c) Analisis microbiolégico de la carne de res con aceite esencial

Los analisis se realizaron de acuerdo a la metodologia de ICSMF, 2006.

c.l. Preparacion de diluciones

Se pesaron en un vaso previamente tarado, 5g representativos de carne
de res, seguidamente se afiadié un volumen de diluyente igual a 9 veces la
muestra (45ml), homogenizandolo hasta conseguir 15.000 a 20.000 revoluciones
en la licuadora y finalmente se obtuvo una dilucion 102, Luego se tomé 1 ml del
homogenizado y se colocé en un tubo de ensayo con 9 ml de diluyente,

obteniéndose asi la dilucion 102, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.

c.2. Siembra
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Se pipetearon alicuotas de 1 ml de las diluciones 102y 1073, sobre placas

con Agar EMB previamente temperadas. Seguidamente se mezclaron las

alicuotas con el agar, mediante movimientos de vaivén y rotacion para su

posterior incubacion 35 — 37 °C durante 24 horas.

c.3. Conteo de colonias.

Transcurridas 24 horas de incubacién se procedié al conteo de colonias

en las placas, haciendo el célculo correspondiente, expresando el nimero de

colonias de E. coli viables por gramo de muestra.

3.4.5. Disefio estadistico

a) Concentracién inhibitoria de Escherichia coli en placa

Para determinar la concentracion minima inhibitoria se emple6 Disefio

Completamente Al Azar, este disefio nos permitié determinar la efectividad de

la concentracién minima inhibitoria del aceite esencial del comino. De las que

se obtuvieron 5 tratamientos con tres repeticiones.

Tabla 2. Recopilacién de datos de las variables de respuesta

CONCENTRACION

REPITICIONES

R1

R2

R3

PROMEDIO

DESVIACION
ESTANDAR

0%

10%

20%

60%
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100%

yij =u+71 +Ej
yij = Es una observacion en la j-esima unidad experimental, sujeto al i-
esimo tratamiento.
7; = Es el efecto del i-esimo tratamiento.
u = Es el efecto de la media general o constante comun.
E;; = Efecto verdadero de la j-esima unidad experimental (replica), sujeta

al i-esimo tratamiento (error experimental).

b) Para la evaluacién de la carne fresca de res con adicién del aceite

esencial de comino y su periodo de vida util

Para procesar los datos obtenidos durante la investigacion se aplicé el
analisis de varianza (ANVA), con un nivel de confianza del 95% y el test de
Duncan (p < 0.05) para determinar las posibles diferencias entre los filetes de
cerne de res con la adicion del aceite esencial de comino, para lo cual se emple6

el software Statgraphics.

Para comparar el efecto del aceite esencial de comino en la carne de res, se
aplico el disefio estadistico completamente al azar (DCA) con arreglo factorial
de 2x8 (2 tratamientos de aceite esencial de comino y evaluados a los 0, 4, 8 y
12 dias) con 3 repeticiones. También se determind si existieron diferencias

significativas en el pH, &cido 2-tiobarbitirico y Escherichia coli viable.

31

Repositorio institucional UNA - PUNO



TES'S UNA_PUNO ﬂ"*"& Universidad

E! ﬂ Nacional del

Altiplano

En el que se considera el siguiente modelo lineal aditivo:
yijk =u-++ di + ti + dtl] + el-jk
Donde:

yij = ij- ésima variable de respuestas (pH, acido 2-tiobarbiturico, E. coli
viable).

u = Media general del experimento.

d; = Es el efecto del i-esimo tratamiento.

7; = Es el efecto del i-esimo tratamiento (dias).

(dt);jx = Es el efecto del ij-esima interaccion de tratamiento y tiempo.

e;jx = Error experimental.

V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Evaluacion de diferentes concentraciones del aceite esencial de comino
para inhibir el crecimiento de Escherichia coli.
La evaluacion de diferentes concentraciones del aceite esencial de comino se

muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de comino

Concentraciones Diametro del halo de inhibicion en

%) (mm) Promedio
0% 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00£0.00
10% 0.25 0.40 1.40 0.87 0.73+£0.52
20% 3.31 4.20 4.30 4.10 3.98+0.45
60% 5.04 4.24 4.82 5.46 4.89+0.51
100% 7.63 9.90 10.11 7.00 8.66+0.58

mm: Milimetros
% : Porcentaje.

El mayor efecto inhibitorio correspondié al mayor porcentaje del aceite
de comino, que alcanzd 10.11 mm de halo de inhibicidn, al respecto Rea, (2011)
concluye que el halo es 12 mm, mostrando mediante su estudio el efecto
antibacteriano del aceite esencial de comino frente a Escherichia coli,
Pseudomonas ssp y las especies proteoliticas dando la efectividad de
concentracion minima bactericida. Las concentraciones 10% a 60% en la
presente investigacion también mostraron actividad antimicrobiana frente a
Escherichia coli (Ver tabla 3). Por otro lado Bakkalia, et al, (2008) afirma que
en la actividad antimicrobiana, de compuestos naturales es posible que el
componente principal esté modulado por otras moléculas que se encuentran en
menor proporcion, y es probable que varios componentes jueguen un rol de los
atributos de los productos naturales tales como la fragancia, densidad, textura,
color y sobre todo la penetracion celular de aceites esenciales; las atracciones
lipofilicas o hidrofilicas y fijacion en las paredes celulares y membranas y la
distribucion del aceite en la célula determina los diferentes tipos de reacciones
producidas dependiendo de su compartimentalizacion en la célula. En este

sentido da mas informacion el estudio de un aceite completo antes de sus
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componentes individuales, en este estudio el producto ensayado fue el aceite

extraido de la semilla de comino.

Figura 3. Promedio de actividad antimicrobiana del aceite esencial de comino

respecto a Escherichia coli

[En
o

8.66

4.89

3.98

M Inhibicion

0.73

0 |

0% 10% 20% 60% 100%
Concentraciones

Halo de inhibicion en mm
O KL N W b U1 O N 0 L

En la figura 3, se observa que existe un ligero incremento del halo de
inhibicion a medida que van aumentando las concentraciones, el mayor didmetro
de inhibicién promedio fue de 8.66 mm al 100%, segin Burt (2004), menciona
que la sensibilidad del microorganismo al extracto se relaciona con el tamafio de
halo de inhibicion: sensibles (9mm. < d < 14mm.), muy sensibles (14mm. < d <
19mm.) y extremadamente sensibles (d > 20mm) viendo el resultado de las
pruebas consideramos que la Escherichia coli es sensible al extracto de aceite

esencial de comino.

4.2 Evaluacion de la influencia del aceite esencial del comino en la vida

util de la carne fresca de res
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Para la determinacion del tiempo de vida util se realiz una evaluacion
del anélisis del acido 2- tiobarbitdrico durante un periodo de 12 dias en
condiciones de refrigeracion (4 °C) cuyos resultados y discusiones se detallan a

continuacion.

4.2.1 Calculo del tiempo de vida util de la carne de res tratada con aceite

esencial de comino.

Utilizando las ecuaciones de (Nufiez y Chumbiray, 1991) tenemos:

tf:Qo;Qf

Donde:

Qo = Valor inicial del acido 2- tiobarbitarico.
Qi = 2 mg MDAV/kg, el valor de &cido 2- tiobarbitdrico méximo permitido.

k = Pendiente de la ecuacion.

Acido 2-tiobarbitdrico - Tiempo
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CAE: Carne de res con aceite esencial
SAE: Carr]e de res sin aceite esencial
TBARS: Acido 2-tiobarbiturico.

Figura 4 Ajuste de regresion lineal para los valores del analisis de acido 2 —
tiobarbiturico de la carne con aceite esencial y sin aceite esencial de comino.

En la figura 4 se presenta el ajuste de regresion lineal para los valores del
TBARS con y sin tratamiento del aceite esencial del comino, para determinar el
valor de K, representado por la pendiente de la ecuacidn, tal como se observa a

continuacion.

Tabla 4. Tiempo de vida Util de la carne de res con tratamiento y sin

tratamiento con aceite esencial de comino

CAE SAE
Valor de k 0.0966 0.1268
Vida atil (dias) 16.5859 9.8675

CAE: Carne de res con aceite esencial
SAE: Carne de res sin aceite esencial

En la tabla 4, se comprueba que la carne de res tratada con aceite esencial

presentan mayor tiempo de vida util, con 16 dias; respecto a los filetes sin el
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tratamiento de la carne con aceite esencial de la carne de res con 10 dias, estos
datos registrados pueden ser considerados mucho mas satisfactorios que los
datos resultados presentados por Aberle (2002), quien reporta una estabilidad de
la carne de res empacado en envase permeable al oxigeno, puede durar hasta 5-
7 dias en almacenamiento, este hecho puede ser atribuido a que existen factores
implicados desde la alimentacion, condiciones de beneficio y procesamiento de

la carne de res, que pueden influir directamente en su vida util.

De lo anteriormente expuesto, en la tabla 5 se puede inferir que se logré
prolongar el tiempo de vida util de la carne de res tratada con aceite esencial de
comino por 6 dias de diferencia respecto a la muestra sin aceite esencial, lo que
coincide con el estudio realizado por Khanjari et al.(2013) quien consigui6
aumentar la vida util los filetes de la carne de pollo crudo en 6 dias conservando
a 4°C mediante la utilizacion del aceite esencial de orégano, que se manifesto

por una disminucidon del inéculo de Listeria monocytogenes.

Por otro lado Bonilla (2012), reporta un tiempo de vida util de 12 dias
para la hamburguesa tratados con orégano como conservante en refrigeracion,
resulta dentro del margen de tiempo encontrado en el presente trabajo de

investigacion.

4.3  Evaluacion de las caracteristicas quimicas (pH y &cido 2-
tiobarbitarico) y microbioldgico de la carne de res tratada con aceite

esencial de comino
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Para la determinacion del analisis fisicoquimico se realizO una
evaluacion de pH, acido 2-tiobarbitarico y microbiologicas durante un periodo
de 12 dias en condiciones de refrigeracion (4 °C) cuyos resultados y discusiones

se detallan a continuacion.

4.3.1 Evaluacion del pH

En la tabla 5, se observa que el pH de la carne con aceite esencial de
comino (Cuminum cyminum L.), se encuentra entre los rangos de 5.46 a 5.63 con
mayor cercania dentro de los rangos para la carne de vacuno entre 5,4 a 5,6
(Tarrant y Sherinton, et al 1980); Con respecto a la carne de res con aceite
esencial (anexo 7) se muestra un ligero aumento a partir de 4 dias, mientras tanto
en la muestra control se muestra un mayor incremento a medida que va
aumentando el tiempo de almacenamiento, probablemente sea debido a las
condiciones particulares como el estado nutricional del ganado, la cantidad y
grado de agotamiento al momento de la muerte, que produce concentracion de
acido lactico a partir del glucogeno muscular en funcion de la glucdlisis
anaerobia que tiene lugar al detenerse el aporte de oxigeno, mientras haya
glucdgeno se produce acido lactico descendiendo el pH hasta que se interrumpen
los fenébmenos glucoliticos, Warris, (2003). Arribando que el pH esté dentro del

rango permisible.

Tabla 5. Valores de pH de la carne tratada con aceite esencial y sin aceite esencial de

comino a través del tiempo de almacenamiento

Dia CAE SAE

X X
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0 5.46+0.06  5.50+0.01
4 5.60+0.01 5.76+0.06
8 5.63+0.03  5.83+0.03
12 5.63+0.03  5.90+0.01

CAE : Carne de vacuno con aceite esencial.
SAE : Carne de vacuno sin aceite esencial.
X : Promedio.

Al dia 8 se aprecia un incremento de pH ya que durante las etapas
posteriores a los cambios post mortem, la descomposicion de los compuestos
nitrogenados provoca el incremento de pH en la carne de res (Herrero y Romero,

2006), asi mismo asi como se muestra en el anexo 7.

Tabla 6. ANVA del pH de la carne de res tratada con aceite esencial y sin

aceite esencial de comino a través del tiempo de almacenamiento

Nivel
F.de V. G. L. C. M. Fc .
Signif.
A: Tiempo 3 0.0966667 7.25 0.0027 **
B: Tratamientos 1 0.166667 12.50 0.0027 *x
Interacciones AxB 3 0.0144444 1.08 0.3844
Error expe. 16  0.0133333
TOTAL 23

En la tabla 6, se observa que existe una diferencia altamente significativa entre
los valores de pH para el tiempo y los tratamientos, es decir, que existe
diferencia entre la carne con aceite esencial y sin aceite esencial de comino,
con un 95% de nivel de confianza, por lo que fue necesario realizar la prueba
de Duncan, para los mencionados casos, tal como se presenta en la tabla 9 y
10, en caso para la interaccion del tiempo — tratamiento no hay significancia

por lo que no es necesario realizar la prueba de Duncan.
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Tabla 7. Prueba de Duncan del pH con respecto al tiempo

TIEMPO NUmero de ) Duncan
] _ Media
(Dias) observaciones (P<0.01)
0 6 5.48 a
4 6 5.68 b
8 6 5.73 b
12 6 5.76 b

En latabla 7, se presenta la prueba de Duncan para el efecto de los dias
en el analisis del pH, se puede observar que le efecto de los dias de tratamiento
aplicado en la evaluacion de la carne de res, muestran una diferencia de la carne
tratada con aceite esencial de comino a lo largo de los 12 dias de la evaluacion.
Podemos mencionar que los dias 4, 8 y 12 dias muestran una similitud en el
analisis de pH, estos resultados muestran que a mayor tiempo de conservacion

el pH aumentara segun transcurran los dias de conservacion de la carne.

Tabla 8. Prueba de comparacion de Duncan del pH con respecto al

tratamiento

NUmero de | Duncan
TRATAMIENTO ) Media
observaciones (P<0.01)
CAE 12 5.58 a
SAE 12 5.75 b

CAE: Carne de res con aceite esencial

SAE:  Carne de res sin aceite esencial

En la tabla 8, muestra una clara diferencia de los tratamientos, entre la
carne tratada con aceite esencial y la carne sin aceite esencial con respecto a los
resultados de los pH obtenidos durante el periodo de almacenamiento, se observa

ademas que la muestra sin aceite esencial permitio un incremento promedio hasta
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5.75 de pH, lo que hace dar cuenta que el aceite esencial influye, en la

variabilidad del pH.

4.3.2 Evaluacion del acido 2-tiobarbitdrico

En el anexo 9 se presentan los valores del &cido 2-tiobarbiturico
(TBARS) durante el almacenamiento de la carne tratada con aceite esencial de

comino en condiciones de refrigeracion.

Se puede observar que los resultados del analisis de TBARS de la carne
de res sin aceite esencial son mayores a los valores registrados con aceite
esencial de comino como se muestra en el grafico del anexo 7. El &cido 2-
tiobarbitdrico en la muestra control no sobrepasa al limite permisible para el
consumo de 3.60 mg MDA/kg de grasa (Djenane et al., 2001) lo que indica su

inocuidad de la carne.

Las muestras tratadas con aceite esencial de comino, presentan valores
menores que sin tratamiento, lo cual esta dentro del rango reportado por
(Djenane et al., 2001). Quien afirma que los valores de 0.93 — 3.60 mg MDA/kg
de grasa en aceites esenciales en la carne picada inoculado con E. coli 0157: H7
y S. aureus durante el almacenamiento a temperatura de refrigeracion, mostrd
efectos antioxidantes y antibacterianos.

Tabla 9. ANVA del analisis de acido 2-tiobarbiturico de la carne tratada con

aceite esencial y sin aceite esencial de comino a través del tiempo

Nivel

F. de V. G. L. C. M. Fc
Signif.
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A: Tiempo 3 2.68127 19.85 0.0000 e

B: Tratamientos 1 0.739978 5.48 0.0325 e

Interacciones AxB 3 0.158928 1.18 0.4649 ns

Error expe. 16 0.135097

TOTAL 23

En la tabla 9, se observa que existe diferencia altamente significativa entre los
valores de acido 2-tiobarbiturico para los tratamientos y tiempo, es decir, que
existe diferencia entre el tratamiento con aceite y sin tratamiento, asi como para
el tiempo de evaluacion, con un 95% de nivel de significancia; por lo que fue
necesaria la realizacion de la prueba de comparacion de Duncan para los
mencionados factores (tratamientos y tiempo), tal como se muestra en la tabla 9

y 10.

Tabla 10. Prueba de comparacion de Duncan del acido 2-tiobarbitdrico con

respecto al tiempo

neweo  Jnemde s D
4 6 0.40 a
0 6 0.57 1
8 6 0.91 b
12 6 1.89 i

La tabla 10, de la prueba de comparaciones de Duncan para el efecto de
los dias hay una diferencia entre los tiempos O - 4 dias y 0- 8 dias, con respecto
a los resultados del é&cido 2-tiobarbitdrico durante el periodo de
almacenamiento, lo que hace dar cuenta que guardo una relacion directamente

proporcional con respecto al tiempo. Es decir, que a medida que el tiempo de
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almacenamiento incremento, el acido 2-tiobarbiturico, actué de la misma
manera, tal como lo confirman los resultados de (Nishimoto et al., 1985). En su
estudio sobre la estimacion de mantener periodo frescura y vida atil de
almacenamiento de caballa (Scomber japonicus) muscular durante el

almacenamiento a baja temperatura.

Tabla 11. Prueba de comparacion de Duncan del &cido 2 - tiobarbiturico con

respecto a los tratamientos

TRATAMIENTO NUmerq de Media Duncan (P<0.01)
observaciones
CAE 12 0.77 4
SAE 12 112 8

CAE: Carne de res con aceite esencial

SAE:  Carne de res sin aceite esencial

La tabla 11, indica la prueba comparacion de Duncan del acido 2-
tiobarbiturico con  respecto a los tratamientos, que existe diferencias, entre la
carne tratada con aceite y sin tratamiento con aceite esencial de comino, la carne
de res sin aceite esencial presenta un incremento promedio hasta 1.12 MDA/kg
del contenido de grasa, lo que hace dar cuenta que el aceite esencial, indica

claramente, una funcion como medio protector contra la oxidacion lipidica.

4.3.3 Evaluacion de Escherichia coli de la carne de res tratada con aceite
esencial de comino
En la tabla 12, se presenta el recuento total de Escherichia coli viable

analizado, la carga microbiana disminuye con respecto al tiempo, asimismo
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observamos que el efecto del aceite esencial de comino tiene un efecto
bactericida, llegando a reducir a cero la presencia de Escherichia coli en el
octavo dia, luego se muestra en el doceavo dia que aparecen 3ufc de Escherichia
coli, que probablemente sea por efecto de una inadecuada manejo del analisis
microbiologico. Con respecto a la muestra de carne sin aceite esencial de comino
en la misma tabla se muestra el incremento de la bacteria con relacion al tiempo.
Al respecto Rea, (2011), sefiala que la disminucion de la carga microbiana en su
estudio de conservacion de truchas con aceite esencial de la comino (Cuminum

cyminum L.), mostré una reduccion poblacional de del 1.55% en cada cm?.

Tabla 12. Recuento microbiano de Escherichia coli viable de la carne de res con

tratamiento y sin tratamiento del aceite esencial de comino en ufc/g.

Carne de res Carne de
TIEMPO/TRAT. res sin AE
con AE ufc/g
ufc/g
43x10% 41x101
14 10x102
0 69x102
12 3 150x102

AE: Aceite esencial
Ufc/g: Unidades formadoras de colonia por gramo.

También se aprecia claramente la diferencia entre la carne tratada y
muestra control, la misma que no mostré crecimiento de microorganismos,
frente a la carne sin aceite esencial, que evidencioé la subsistencia del periodo de

evaluacion.
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Tabla 13. ANVA del recuento de Escherichia coli de la carne de res tratada con

aceite esencial y sin aceite esencial de comino a través del tiempo

Nivel
F.de V. G. L. C. M. Fc P Signif.
A: Tiempo 3 6.79521E7 9.85 0.0006 *k
B: Tratamientos 1 2.00213E8 29.01 0.0001 **
Interacciones AxB 3 7.27422E7 10.54 0.0005 e
Error expe. 16  6.90058E6
TOTAL 23

En la tabla 13, se observa que existe una diferencia altamente
significativa entre los valores de Escherichia coli viables para los tratamientos y
tiempo como para la interaccidén de ambos factores, es decir que existe diferencia
entre la carne de res tratada con aceite esencial y muestra control. Con un 95%
de nivel de confianza. Por lo que fue necesario realizar la prueba de Duncan,

para los mencionados casos, tal como se presenta en las tablas 14 y 15.

Tabla 14. Prueba de comparacién de Duncan del Escherichia coli con respecto

a los tratamientos

. _ Duncan
TRATAMIENTO Namero de Media
observaciones (P<0.01)
CAE 12 11x10 a
SAE 12 59x10° b
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CAE: Carne de res con aceite esencial.
SAE: Carne de res sin aceite esencial.

En la tabla 14, se presenta la prueba de Duncan con respecto a los
tratamientos, lo que muestra diferencias, entre la carne de res tratada y sin
tratamiento con aceite esencial con respecto a los resultados de Escherichia coli
viable obtenidos durante el periodo de almacenamiento, lo que hace dar cuenta
que el aceite esencial de comino presenta, claramente una funcion como medio

inhibidor de Escherichia coli.

Tabla 15. Prueba de comparaciéon de Duncan del recuento de Escherichia

coli viable con  respecto al tiempo

TEMPO  pcomvaciones M0 (oo
4 6 42x10 4
0 6 52x10 4
8 6 35x102 4
12 6 76x10? b

La tabla 15, muestra diferencias de Escherichia coli viable, entre los dias de

0 a 4 dia y 12 dia que fueron llevadas a cabo de las evaluaciones, podemos

mencionar que los dias 4, 0 y 8 existe una similitud en el contenido de
Escherichia coli.

El aceite esencial de comino, influyd en el crecimiento de las Escherichia

coli, considerandose como. Este hecho puede justificar Rea, (2011), quien

evaluo los filetes de la trucha utilizando como conservante natural el aceite

esencial de comino inoculado con Escherichia coli.
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CONCLUSIONES

e Las diferentes concentraciones del aceite esencial para inhibir el
crecimiento de Escherichia coli en placa petri, obteniéndose mejores
resultados al 100% de aceite esencial de comino generando 8.66 mm de

halo de inhibicién.
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e Eltiempo de vida til de la carne de res tratada con aceite esencial al 20%

fue de 16 dias, conservada en refrigeracion a 4 °C.
e Las caracteristicas quimicas (acido 2-tiobarbiturico y pH) y Escherichia

coli viable en la carne de res tratada con aceite esencial de comino, el cual

esta dentro del rango permisible.

RECOMENDACIONES

e Se recomienda el uso de aceites esenciales de otras especies vegetales nativas,

como conservante en productos diversos.

48

Repositorio institucional UNA - PUNO



R11, . :
TESIS UNA-PUNO ﬂ*‘: .

Altiplano

e Realizar trabajos de investigacion con el aceite esencial de comino a distintas
concentraciones y en diferentes bacterias, causantes de enfermedades

transmitidas por alimentos (ETAS).

e Realizar trabajos de investigacion que incluyan la utilizacion de aceite esencial

de comino y otras especies nativas, como conservante en otras tipos de carnes.
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ANEXOS

ANEXO 1

PANEL FOTOGRAFICO DEL AISLAMIENTO DE Escherichia coli.
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Aislamiento de E. coli Confirmacién de E. coli
Observacion en microscopio. Tincion gram de E.coli.
E. coli en agar EMB. Cepas de E. coli conservadas.
ANEXO 2
PANEL FOTOGRAFICO DE LA INHIBICION DE E. coli REALIZADAS EN LAS
PLACAS.

InocuIaC|on de ace|te esenC|aI en la placa Reposo del agar con diferentes %

Halo de |nh|b|CIon del aceite esencial de Determinacion de la distancia de
comino en la placa. halo de inhibicion (mm).
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ANEXO 3

PANEL FOTOGRAFICO DEL TRATAMIENTO CON ACEITE ESENCIAL DE
COMINO (Cuminum cyminum), DE LA CARNE DE RES.

Sy iy g

Muestras de carne con aceite esenmal Pesado de la carne de res.

de comino.
Licuado de la carne de res. Muestras licuadas de la carne de res.
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ANEXO 4

PANEL FOTOGRAFICO DE PRUEBAS DE pH

Muestra para el analisis de pH.

58

Repositorio institucional UNA - PUNO




Altiplano

TESIS UNA-PUNO Hhﬂ R

O

ANEXO 5
PANEL FOTOGRAFICO DE LAS PRUEBAS DE TBARS.

‘ Pesado del'a muestra a analizar. . Medicion del CHL 4N.

Preparacion de muestra. Destilacion de la muestra.
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Observacion en espectrofotometria de la Espectrofotometria.
muestra destilada.

ANEXO 6

PANEL FOTOGRAFICO DE LAS PRUEBAS de Escherichia coli VIABLE

Plaqueo de in6culo en agar. Incubamon de placas

Conteo de ufc placas. Conteo de placas en cuenta colonias.
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ANEXO 7
FIGURAS DE PRUEBAS QUIMICAS

pH — TIEMPO (dias)
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Escherichia coli VIABLES — TIEMPO (Dias)
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ANEXO 8

RESULTADO DE LA EVALUACION DEL PH

MUESTRA TRATAMIENTO
TIEMPO MUESTRA CON AE MUESTRA SIN AE
(Dias) 0 4 8 12 0 4 8 | 12
R1 5.5 5.5 5.6 5.4 5.5 5.7 6 5.9
R2 5.4 5.7 5.6 5.7 5.6 58 | 58 | 538
R3 5.5 5.6 5.7 5.8 54 | 58 | 5.7 6
PROMEDIO | 5.467 | 5.600 | 5.633 | 5.633 | 5.500 |5.767 | 5.833|5.900
Ri : Repeticion

AE: Aceite esencial.
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ANEXO 9

RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL ACIDO 2 - TIOBARBITURICO

MUESTRA TRATAMIENTO
TIEMPO MUESTRA CON AE MUESTRA SIN AE
(Dias) 0 4 8 12 0 4 8 12
R1 0.5304| 0.4680| 0.5932 2.25| 0.6006| 0.4290| 1.1154| 2.5190
R2 0.3120| 0.4446| 0.6572| 1.7082| 0.8814| 0.2730| 1.6536| 1.3416
R3 0.3510| 0.4290| 0.4954| 0.9672| 0.7644| 0.3432| 0.9438| 2.5678
PROMEDIO | 0.3978 | 0.4472 | 0.5819 | 1.6406 | 0.7488 | 0.3484 | 1.2376 | 2.1428
Ri: Repeticion
mg MDAV/kg: mg de malonaldehido/kg
AE: Aceite esencial.
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ANEXO 10

RESULTADO DE LA EVALUACION DE Escherichia coli VIABLE DURANTE EL

ALMACENAMIENTO.

MUESTRA TRATAMIENTO
TIEMPO MUESTRA CON AE MUESTRA SIN AE
(Dias) 0 4 8 12 0 4 8 12
R1 21x10t| 0 1 1 45x10* | 67x10' | 82x10° | 11x10°
R2 53x10% | 42 0 7 56x10% | 89x10% | 13x10° | 12x103
R3 54x10' | 0 0 0 23x10! | 15x10% | 12x10% | 21x10°
PROMEDIO | 43x10* | 14 0 3 41x10* | 10x10% | 69x10° | 15x10°

Ri: Repeticion
ufc/g: Unidades formadoras de colonias por gramo
AE: Aceite esencial.
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