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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto de aceites esenciales de Tagetes
elliptica y Tagetes minuta como conservante en carne de cerdo. Se utiliz6 un arreglo
factorial 2A x 2B x 4C, donde A fue el tipo de aceite esencial (T. minuta y T. elliptica),
B temperatura de almacenamiento (temperatura ambiente y refrigeracion), C la dosis
aplicada (Testigo; 0,1; 0,3 y 0,5 %) y se midio el pH, estado de conservacion (ensayo del
acido sulfhidrico), oxidacion de lipidos (Rancimat) y carga microbiana (coliformes
totales, Staphylococcus aureus, levadura y mohos). Tanto el aceite esencial de T. minuta
y T. elliptica tuvieron actividad antimicrobiana sobre S. aureus, coliformes totales y
levaduras en carne de cerdo, sin embargo no se evidencidé modificaciones en el pH. Los
resultados para actividad antimicrobiana en mohos, no son concluyentes debido a que por
la naturaleza del experimento no hubo crecimiento en los tratamientos ni el testigo. La
actividad antioxidante de los aceites esenciales de T. minuta y T. elliptica no pudo
evidenciarse en la estabilidad lipidica de la carne de cerdo, por el contrario se encontrd

una actividad prooxidante en funcion de la dosis aplicada.

Palabras claves: aceite esencial de T. minuta y T. elliptica, carne de cerdo, efecto y

conservacion
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ABSTRACT

The aim of this investigation was to determine the effect of essential oils of Tagetes
elliptica and Tagetes minuta as a preservative in pork. 2A x 2B x 4C factorial arrangement
was used, where A was the type of essential oil (T. minuta and T. elliptica), B storage
temperature (room temperature and refrigeration), C the dose applied (witness; 0, 1; 0, 3
and 0, 5%) and the pH, conservation status (hydrogen sulfide test), lipid oxidation
(Rancimat) and microbial load (total coliforms, Staphylococcus aureus, yeast and molds)
were measured. Both the essential oil of T. minuta and T. elliptica had antimicrobial
activity on S. aureus, total coliforms and yeasts in pork, however there were no changes
in pH. The results for antimicrobial activity in molds are inconclusive because, due to the
nature of the experiment, there was no growth in the treatments or the
witness. The antioxidant activity of the essential oils of T. minuta y T. elliptica could not
be evidenced in the lipid stability of pork, on the contrary a prooxidant activity was found
depending on the dose applied.

Keywords: T. minuta and T. elliptica essential oil, pork, effect and conservation
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. INTRODUCCION

El género Tagetes tiene un grupo de plantas herbaceas que pertenecen a la familia
Asteraceae nativas de América, de las cuales nueve son del Per(. La mariasacha (Tagetes
elliptica Sm.) es empleada, por su agradable aroma en potajes locales y gran parte de su
utilidad proviene de su contenido en aceites esenciales, los cuales le proporcionan el
aroma tipico (Arica et al., 2017). También se puede obtener aceite esencial a partir de
hojas y tallo de la planta de huacatay (Tagetes minuta L.) que son utilizados en la industria

y la agricultura, originaria de América del Sur y del Norte (Wanjala & Wanzala, 2016).

El mercado mundial de carnes presentd diversos cambios a lo largo de la ultima década,
que se increment6 a mas de 100 millones de toneladas en la produccion de carne en los
periodos 1996 al 2016, registrando mas de 329 millones de toneladas en este ultimo afio,
donde el 36% fue de la produccion de carne de cerdo (Errecart et al., 2015). En el Peru
los principales productores de carne de cerdo son las regiones de Lima, Arequipa y La
Libertad y en los periodos 2012 al 2016 la produccion nacional tuvo un incremento del
14%, registrando 149 mil toneladas en este dltimo afio (FAO, 2016), esto indica que hay
una demanda creciente en el consumo de carne de cerdo, incentivando la exportacién de
carne porcina a Bolivia y obligando a cumplir con una serie de requisitos de calidad
solicitados por este mercado (Diario Gestion, 2017), que implico grandes desafios para la

industria carnica en cuanto a la conservacién con fines de exportacion.

La conservacion de productos carnicos se realiza por distintos métodos de conservacion,
uno de ellos es el método de curado, que consiste en la adicion de sales tales como el
cloruro sodico y nitrato/nitrito (Fernandez, 2015); que al ser utilizados a niveles elevados
genera problemas para la salud humana (Huanca & Solis, 2010); ademés la elevada
toxicidad de estos aditivos son dafiinas para el medio ambiente. Por ello, se estan
investigando sustancias de origen natural que tengan la misma actividad conservante en
los productos carnicos (Vasquez et al., 2014). Otro de los problemas esta en la
manipulacion y conservacion de la carne, debido a las enfermedades de transmision por
alimentos (ETA), el cual consiste en la ingesta de alimentos contaminados por agentes
patdgenos o por sustancias tdxicas producidas por éstos, (Eguia et al., 2017) generando

intoxicaciones, fiebre, diarreas y otros (OMS, 2017).
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En los paises en vias de desarrollo como Per(, la comercializacion de carne de cerdo tiene
elevada carga de contaminantes microbianos como E. coli, Salmonella, Listeria y
Yersinia, debido a que el control en la manipulacion no es estricto y se refleja
generalmente en carne fresca y procesada, como chorizos, cecinas y longanizas (Bello-
Pérez et al., 1990; Hernandez et al., 2008; Rubio et al., 2013). En ese mismo sentido,
investigaciones recientes evidenciaron que la carne de cerdo comercializada en la region
Amazonas tiene una deficiente calidad sanitaria encontrandose microorganismos tales

como: coliformes totales, Salmonella, Shigella y Enterobacterias (Cérdova, 2017).

Los extractos y aceites esenciales son cada vez més estudiados por su poder conservante,
actividad antioxidante y antimicrobiana en la industria alimentaria (Careaga et al., 2002;
Chuan & Nufez, 2015). La actividad conservante de los aceites esenciales también ha
sido demostrada en diferentes carnes (Hilvay, 2015). En la carne cuy con aceite esencial
de Origanum vulgare; logré reducir la carga microbiana de E. coli, y Staphylococcus
aureus, ademas incrementd el tiempo de vida Gtil hasta por 40 dias almacenados en
refrigeracion. Por otro lado, otros investigadores lograron prolongar la vida atil de la
carne de res y costillas de cerdo hasta por 70 y 45 dias respectivamente, en diferentes
condiciones empleando como conservante los aceites esenciales de O. vulgare,

Rosmarinus officinalis y Zingiber officinale (Libardo et al., 2016; Moreno, 2016).

El extracto de T. elliptica tiene gran potencial en el uso alimentario, demostrando una
elevada actividad antioxidante (Lauriano & Lizaraso, 2017; Yucra, 2015), tambien el
aceite esencial de T. minuta, tiene actividad antimicrobiana frente a S. aureus, Bacillus
cereus, Salmonella typhi (Vargas, 2013) y ha sido evaluado como conservante en carne
de cuy empacada al vacio almacenado en refrigeracion, logrando incrementar su vida Util
hasta por 14 dias (Culqui, 2018). No existen investigaciones realizadas en carne de cerdo
con aceite esencial de T. minuta y T. elliptica, por lo tanto, la investigacion tuvo como
objetivo en determinar el efecto de aceites esenciales de T. minuta y T. elliptica como

conservante en la carne de cerdo.
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2.1.

2.2.

Il.  MATERIALES Y METODOS

Materiales

Material biologico:
e Hojasyramas T. minuta
e Hojasyramas T. elliptica

e Carne de cerdo

Reactivos:

Acido Acético Glacial (Ciencia y Tecnologia, pureza 99,85 %), DPPH 50 mg
(Sigma-Aldrich, pureza 99,10 %), Folin-Ciocalteu (Merk, 99,00%), Solucion de
acetato de plomo al 5% (Himedia, pureza 72,00 %), Sulfuro de sodio (Himedia,
pureza 99,00 %) y Solucién de hidroxido de sodio al 10% (Oxfrod, pureza 99,00 %).

Medios de Cultivos:

Los medios de cultivos utilizados son el agar Baird Parket, agar Sabouraud Dextrosa

y Brilla de la marca “Britania” con una pureza 99,00 %.
Solventes:

Agua peptonada tamponada (Granucult, 99 %), Alcohol etilico (Mifarma, 96 °) y
Metanol (Lichrosolv, 100 %).

Disefio experimental

Para esta investigacion se utilizd6 un DCA (disefio completamente al azar) con un
arreglo factorial 2A x 2B x 4C, donde A fue el tipo de aceite esencial (T. minutay T.
elliptica), B temperatura de almacenamiento (temperatura ambiente y refrigeracion)
y C la dosis aplicada (Testigo, 0,1; 0,3y 0,5 %).
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Tabla 1. Disefio experimental

Fac

Fact Factor t

orA B gr Réplicas y Tiempo de Evaluacion

- Tratam (Dias)

Acel Dos ientos

te  Temper i

esen aturas % 0 " ) 3 A : ; 3 -

cial
Co '=9/'® 8T 3T 3T 3T 3T 3T 3T 3T 3T
Ci AiBiC: 3A1 3A1 3A1 3A1 3A1 3A1 3A1 3A1 3As

B.C: B.C: B:C: B:C; B:C; B:C; B;C; B;C; B;C;
B1 C, ARG, A 3AL AL 3AL 3A 3A; 3Ar 3A 3A

B.C, B.C, B,C, B,C, B:C, B:C, B:C; BiC, B:C;
3A; 3A; 3A: 3A; 3A: 3A; 3A: 3A; 3A:
51C3 81C3 81C3 Blcg 81C3 BlC3 BlCS Blc3 BlCS

3T1 3T1 3T1 3T1 3T1 3T1 3T1 3T1 3T1

o)
Ci AR, SAI 3AL 3AI 3AL 3A1 3A1 3AL 3AI 3A
B.C:; B.C: B;C; B;C; B,C; B,Ci B,Ci B,Ci B,C;

B2 C, ARG, A AL 3AL 3AL 3A 3A; 3AI 3A 3A
1522 B.,c, B,C, B.C» By,C» B,C, B,C, B.Cr B,C, B.Co

3A: 3A1 3A: 3A: 3A: 3A; 3A; 3A: 3A
B.Cs; B.C; B.Cs B.C; BCs B.C; BxCs B.Cs; B.Cs

3r 31t 31T 3T 3T 31T 3T 3T 3T

O

C: ABiCi 3A; 3A; 3A: 3A; 3A: 3A: 3A; 3A: 3A;
B.C: B.C: B:C:; B:C; B:C; B:C; B;C; B;C; B;C;

B1 Co AuBiCo 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A;
B.C., B.C, B:C, B:C, B;C; B;C, B;C, B;C; B;C;

3A; 3A; 3A: 3A; 3A: 3A: 3A; 3A: 3A;

B:Cs B:Cs B:iCs3 BiCz BiCs BiCs BiCs BiCz BiCs

3T1 371 3T1 3T1 371 3T1 3T1 3T1 3T1

O

Ci AuB.Ci 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A;
B.C: B.C: B,C: B,C; B,C; B,C; B,C; B;C; B:C;

B2 Co AuB.Co 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A; 3A;
B.C, B.C, B,C, B,C; B.C, BC, B,C, B.C, BC,

3A; 3A; 3A: 3A: 3A; 3A: 3A; 3A: 3A;

B.Cs B,Cs B2Cs B,Cz B.Cs B»Cs B,Csz B.Cs BCs

Cs: A1BiCs
TESTIG

Cs: A1B2Cs
TESTIG

Cz: A2Bi1Cs3
TESTIG

Az

Cz A2B2C3

2.3. Métodos y procedimientos

Métodos

Determinacion del indice de refraccion

Se realizé con el equipo de refractometro (Velaquin, Zwaj), que se calibré con agua
destilada, se coloco 1 gota de aceite esencial de T. elliptica y T. minuta en la lamina,
se cerrd la tapa para luego manipular el corrector de dispersion y el mando; para

20



medir y verificar la lectura de valor el indice de refraccion por medio de campo de

imagen.
Evaluacion de capacidad antioxidante de aceites esenciales

Se determind la capacidad antioxidante de los aceites esenciales de T. ellipticay T.
minuta mediante la técnica DPPH (2,2-difenil- 1- picril hidrazilo) desarrollado por
Brand-Wiliams, Cuvelier y Berset, modificado por Castafieda, Ramos e Ibafiez
(2008).

Determinacion de polifenoles de aceites esenciales

Se determino los fenoles totales utilizando los reactivos de tartrato de sodio potasio,
carbonato de sodio, hidroxido de sodio y Folin-Ciocalteu; para luego hacer la
evaluacion correspondiente utilizando el equipo espectrofotometro (Secomam,

Uviline 9400). La ecuacion de la curva patron tuvo un R? de 0,9929.
Evaluacion de estado de conservacion

Se realizé por el método de conservacion de la carne mediante el ensayo de &cido
sulfhidrico NTP 201.023:1980 (Revisada el 2010 ).

Potencial de hidrogeno (pH)

Se determiné utilizando el método potenciométrico por homogenizacion de acuerdo
ala NTP 209.069 (2018).

Determinacion de oxidacion de grasas

Se efectu6 el analisis con el equipo RANCIMAT (Metrohm AG 892, CH-9100) del
Laboratorio de Biotecnologia de la UNTRM.

Evaluacion microbiologica de la carne

Las muestras fueron sometidas a un pre-enriquecimiento con agua peptona

tamponada por 6 horas. Luego se procede a realizar los siguientes analisis:

a. Coliformes totales
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Se pesd 40 g de medio de cultivo (Brilla) en un litro de agua destilada, calentdndolo
a ebullicion con movimientos constantes. Luego se le agrega en tubos de ensayo 9
ml caldo brilla, insertando la campana colectora de gases. Se prepard también tubos

de ensayo con agua destilada con 9 ml y se autoclavo a 121 °C por 15 min.

Se tom6 1 ml de muestra enriquecida para hacer las diluciones de 102, 102, 10 2 en
los tubos de ensayo con agua destilada estéril de 9 ml. Se extrajo 1 ml de cada
dilucion y se vertio en Caldo Brila de 9 ml previamente preparados. Se coloco en la
estufa (Ecocell-eco line, EC 55 ECO) a 37 °C por 24 horas, finalmente se realizo la

lectura con el método del nimero més probable (NMP).
b. Staphylococcus aureus

Se utiliz6 el agar Baird Parket (base), preparando 58 g en 950 ml de agua destilada,
agitandole frecuentemente, para su dilucién completa, también se prepar6 tubos de
ensayos con 9 ml de agua peptonada tamponada, después se esterilizo el agar y los
tubos de ensayo en autoclave (H.w.kessel, Avda20) a 121 °C durante 15 minutos. Se
dejo enfriar entre 45 °C y 50 °C para agregar 50 ml de solucion (Emulsién de yema
de huevo con telurito potésico) al agar.

Se toma 1 ml de muestra que fue pre-enriquecida inicialmente, para agregarle en los
tubos de ensayos que contiene agua peptonada tamponada estéril, obteniendo las
diluciones de 10 %, 10 2y 10 3, se extrajo 1ml de la dilucién de 10 2 vertiendo en las
placas Petri y a continuacion se agregd el agar sobre la muestra que se adicion6
anteriormente; para luego colocarle en estufa a 37 °C por 24 horas para su

crecimiento.

c. Mohosy levaduras

Se utiliz6 Agar Sabouraud Dextrosa, el cual se prepar6 65 gramos de este medio de
cultivo en 1000 ml de agua destilada, luego se sometié a ebullicion agitandolo

frecuentemente hasta que se diluya completamente, luego se esterilizd en autoclave

22



a 121 °C durante 15 minutos. Se deja enfriar de 45 a 50 °C y se vierte 12 a 15 ml en

placas Petri estéril. Posteriormente se realiza la siembra por estria.
Procedimiento
Recoleccion de muestra

Las especies de T. minuta y T. elliptica en estudio fueron recolectas en el distrito de
Trita que se encuentra a 2728 m.s.n.m. en la provincia de Luya, regiéon Amazonas.
Se coloco en sacos para ser trasladado al laboratorio de ingenieria Agroindustrial-

UNTRM, donde se realiz6 la extraccion de los aceites esenciales.
Extraccion de aceites esenciales

La extraccion de los aceites esenciales se realiz6 por el método de arrastre con vapor
de agua. Se utiliz6 12 kg de hojas y tallos para cada una de las especies (T. minuta y
T. elliptica). Se colocd la muestra en la tolva y se sometio a fuego al baldn del
destilador previamente llenado con agua (6 litros aprox.). El vapor generado arrastro
el aceite esencial que se condujo hacia el condensador, donde cambi6 al estado
liquido. Se obtuvo agua con aceite esencial en un matraz de Erlenmeyer y este
liquido se agregd en una pera de decantacion dejando reposar por 30 minutos, pasado
ese tiempo se sustrajo el aceite esencial y se vertié en un frasco de vidrio color &mbar

almacenandolo a una temperatura de -4°C.

Preparacion de las muestras de aceites esenciales (T. minuta y T. elliptica) en

diferentes dosis

En tres vasos de precipitacion para cada aceite esencial (T. minuta y T. elliptica) con
agua destilada de 1000 ml c/u, se agreg6 el emulsificante (Tween 80 al 1%), y luego
se afiadi6 la dosis de 0,1; 0,3 y 0,5 %, homogenizandolo con el agitador magnético
(Cole-parmer, CAT N° 04801-56) por 15 a 20 minutos aprox.

Preparacion de la carne de cerdo

De 6,5 kg de carne de cerdo se obtuvo muestras realizandole cortes para los
diferentes tipos de analisis (10 g para estado de conservacion, 4 g para pH, 4 g para

oxidacion de grasas y 15 g para la evaluacion microbioldgica). Se sumergio las
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muestras preparada para cada dilucion (0,1; 0,3 y 0,5 %) correspondiente a cada
aceites esenciales (T. minuta y T. elliptica), dejandole en reposo por 30 minutos.
Luego se colocd en bolsa de polietileno a temperatura ambiente y en refrigeracion
(4 °C).

Andlisis de datos

Los datos fueron procesados con analisis de varianza, para determinar el efecto de los
factores y sus interacciones sobre las variables de respuesta; empleando el software
estadistico SPSS V 25 y Excel 2013.
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I11. RESULTADOS

Caracterizacion de los aceites esenciales empleados

Tabla 2. Caracteristicas de los aceites esenciales utilizados en el experimento

Especie Indice de Actividad Polifenoles
Refraccion antioxidante (mg/l AG eq.)
(%)
T. minuta 1,480 96,96 +2,873 4,64 +0,687
T. elliptica 1,484 27,42 +0,064 3,31 0,096

+: Desviacion estandar

En la Tabla 2, Se resume las caracteristicas de los aceites esenciales de T. elliptica y T.

minuta. En cuanto al indice de refraccion los aceites esenciales de ambas fuentes fueron

similares, sin embargo, el aceite esencial de T. minuta tuvo mayor actividad antioxidante

y mayor contenido de polifenoles.

Estado de conservacion (EC)

Tabla 3.Efecto de aceites esenciales sobre la evaluacién de conservacion a temperatura

ambiente
Muestras Dosis Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3
(%)
Testigo - + +
S
£T 3 01 : : +
8SE
< % X 0,3 - - +
|_
0,5 - - +
Testigo - + + +
(]
= - - - +
% E’ E" 0,1
<3873 0,3 - - - +
s @
|_
0,5 - - - +

+: Acido sulfhidrico positiva
-2 Acido sulfhidrico negativa

En la tabla 3, se observa que las muestras almacenadas a temperatura ambiente la

presencia del acido sulfhidrico se dio en el dia 2 con el aceite esencial de T. minuta

mientras que con aceite esencial de T. elliptica que fue hasta el dia 3.
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Tabla 4. Efecto de aceites esenciales sobre el estado de conservacion en refrigeracion.

Dosis
Muestras Dia0 Dial Dia 2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8
(%)
T Testigo - - - - - + + + +
ez
g 2 0,1 - - - - - - - + -
=
g E 03 - - - . - - . i
g+
< 0,5 - - - - - - - - -
T Testigo - - - - - + + + +
2 o
c .8
LB 0,1 - - - - - - - + +
L =
22 03 - - - - .- e
3+
< 0,5 - - - - - - - - -

+: Acido sulfhidrico positiva
- Acido sulfhidrico negativa

En cuanto al estado conservacion, tanto el aceite esencial T. minuta y T. elliptica no hubo

presencia de acido sulfhidrico en las dosis de 0,3 y 0,5 % hasta por 8 dias (Tabla 4).

Potencial de hidrogeno (pH)

En la dosis de aceite esencial T. minuta, no se encontr6 diferencias significativas por lo
que se evidencia que no hay tendencia en las dosis evaluadas en la variacién de pH de la
carne de cerdo; y en cuanto a la dosis de aceite esencial T. elliptica en el pH de la carne

de cerdo, los resultados encontrados son diferentes (sig.= 0,05) (Figura 1).

6.30 6.26
6.25
6.20 6.18 6.16
6.15
6.10 6.06
6.04

6.05 599 6.01 AEH
6.00

5.95
5.90
5.85

pH

AEM

Testigo 0,1 0,3 0,5
DOSIS (%)

Figura 1. Evolucion del pH de la carne de cerdo almacenado a temperatura ambiente
con diferentes dosis de aceites esenciales
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En cuanto al tiempo de almacenamiento el pH de la carne de cerdo con aceite esencial
T. minuta muestra un descenso y aumento al pasar los dias. Para el aceite esencial de
T. elliptica se evidencia un claro efecto del tiempo de almacenamiento en el pH; éste se
incrementa a medida que el tiempo de almacenamiento se prolonga mientras que para el

testigo nos muestra un aumento del pH, superior a 6,4 (Figura 2).

6.80
6.60
6.40

6.20

pH

6.00 .
Testigo

5.80 AEH

AEM
5.60
0 1 2 3
Testigo 5.99 6.02 6.35 6.69
AEH 6.05 5.94 6.11

AEM 6.01 6.05 6.22 6.30
TIEMPO (DIAS)

Figura 2. Evolucion del pH de la carne de cerdo almacenado a temperatura ambiente
con aceite esencial de T. minuta y aceite esencial de T. elliptica.

El efecto de las dosis de aceite esencial de T. elliptica y T. minuta empleadas para
conservar carne de cerdo parece no tener una relacion con los cambios de pH de la carne,

tal como se muestra en la figura 3.

6.05 6.02
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Testigo 0,1 0,3 0,5
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Figura 3. Dosis y media del pH de carne de cerdo con aceites esenciales almacenados en
refrigeracion
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A medida que se incrementa el tiempo de almacenamiento de la carne de cerdo en
refrigeracion, el pH se incrementa significativamente, llegando a valores mayores a 6,4
para el testigo y el aceite esencial de T. minuta pero menor para las muestras con el
esencial de T. Elliptica (Figura 4).

6.60

6.40

6.20

6.00

pH

Testigo
5.80
AEH

5.60 AEM

>40 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Testigo  5.79 5.85 5.94 5.92 5.53 5.72 6.08 6.14 6.47
AEH 5.81 5.80 5.92 5.99 5.88 6.04 5.95 5.89 6.50
AEM 5.56 5.71 5.86 5.94 5.56 5.68 5.83 5.93 6.11

TIEMPO (DIAS)

Figura 4. Evolucion del pH de la carne de cerdo con aceites esenciales almacenada en
refrigeracion

En la figura 5, la carne de cerdo almacenada en refrigeracion muestra mayor cantidad de

pH con el aceite esencial de T minuta que con aceite esencial de T. elliptica

6.00 5'98

5.95 5.94

5.90

PH

5.85

5.80
5.80
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5.70
Testigo AEH AEM

AEY TESTIGO

Figura 5. Comparacién del pH de la carne de cerdo almacenado en refrigeracion con dos
tipos de aceite esencial y testigo.
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Estabilidad oxidativa (EO)

En la Figura 6, se observa que el aceite esencial de T. minuta a temperatura ambiente
tuvo mayor resultados frente al aceite esencial T. elliptica en contraste con el tiempo de
induccion en refrigeracion; pero se verifica que el testigo es mayor en refrigeracion y

temperatura ambiente a los aceites esenciales.

1.90 1.86

1.80
1.70

1.60
1.50 1.45

1.56
138 1.38

1.40 Ambiente

1.30 W Refrigeracion
1.20 1.14

1.10 -
1.00

Testigo AEH AEM

TIEMPO DE INDUCCION

TIPO DE ACEITES ESENCIALES

Figura 6. Tiempo de induccion en funcion del tipo de aceites esenciales y temperatura
de almacenamiento

Aunque deberia esperarse que cuando se aumenta la dosis de aceites esenciales tuvieran
efecto positivo, los tiempo de induccion se redujeron; todos los tratamientos se
encuentran por debajo del tratamiento testigo (sin aceite esencial) por lo que se puede

evidenciar un claro efecto prooxidante (Figura 7).

2.00

1.80 1.76

1.60 150
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1.20
1.04
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Testigo 0,1 0,3 0,5
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Figura 7. Efecto de la dosis y tipo de aceite esencial en el tiempo de induccién
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La evaluacion de la estabilidad oxidativa a temperatura ambiente se realizé hasta el
segundo dia porque para este dia la carne se encontraba en estado de putrefaccion,
mientras que en refrigeracion se evaluo hasta el octavo dia porque la carne no presentaba
descomposicion en todas las muestras; por otro lado, a medida que se incrementa el
tiempo de almacenamiento, el tiempo de induccion fue menor y se verifica que en
refrigeracion al inicio tiene mayor tiempo de induccidn que a temperatura ambiente. Tal

como muestra en la Figura 8.
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TIEMPO DE INDUCCION
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Figura 8. Efecto de aceites esenciales en la oxidacion de las grasas de carne de cerdo en
funcion del tiempo y temperatura de almacenamiento

Capacidad antimicrobiana (CA)

Los resultados que se obtuvo durante la evaluacion de carne de cerdo con aceites
esenciales han sido comparados NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01 donde establece los
criterios microbioldgicos de calidad e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo
humano. Por ello los resultados obtenidos la dosis al 0,3 % de aceite esencial de T.
elliptica nos indica que tiene mayor efecto inhibitorio que las demas dosis y el aceite
esencial de T. minuta en el segundo dia se encontraron el limite permitido y las muestras
almacenadas en refrigeracion evaluadas hasta el dia 8, se encontr6 que las dosis de aceite
esencial de T. elliptica tuvo mejores resultados que el aceite esencial de T. minuta y el

testigo muestra crecimiento a partir del dia 6 (Tabla 5).
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Tabla 5. Efecto antimicrobiano de aceites esenciales sobre coliformes totales a
temperatura ambiente y refrigeracion

Muestras para evaluar coliformes totales

(NMP/ml)
Especie Dosis  Temperatura ambiente Refrigeracion
(%) Dia0 Dia 2 Dia0 Dia2 Dia4 Dia6 Dia8
o g Testigo 3 1100 9 23 23 23 1100
= s 2 01 3 1100 3 9 40 40 1100
< % E 0,3 4 1100 23 21 90 20 23
0,5 3 1100 9 9 21 210 1100
o Testigo 40 1100 3 20 23 1100 1100
g2E ol 14 100 3 3 9 21 40
883 o3 3 23 3 3 3 21 9
T s 15 1100 4 4 21 23 23

Los aceite esencial de T. minuta y T. elliptica en S. aureus tuvieron efecto inverso (a
medida que se incrementa la dosis, se redujo la carga microbiana) almacenadas a
temperatura ambiente y el crecimiento de S. aureus, las dosis de 0,3 y 0,5 % de aceites
esenciales inhiben mas el crecimiento que el testigo y 0,1 % hasta el dia 8 almacenadas a

refrigeracion (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto antimicrobiano de los aceites esenciales sobre S. aureus a temperatura
ambiente y refrigeracion

Muestras para evaluar S. aureus

Especie Dosis  Temperatura ambiente Refrigeracion

(%) Dia0 Dia 2 Dia0 Dia2 Dia4 Dia6 Dia8
_f_g . Testigo 200 733 0 433 367 465 667
% © E’ 0,1 200 533 0 367 367 567 633
2 E 03 200 500 0 0 167 133 167
2 0,5 200 433 0 100 100 233 100
_‘_g © Testigo 133 600 0 0 500 667 700
5,5 01 167 667 0 0 0 400 567
2°3% 03 100 567 0 0 133 100 167
§ - 0,5 133 400 0 0 100 100 233
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En la Tabla 7, se observa que ambos aceites esenciales evitan el crecimiento de mohos,
sin embargo, con excepcion del 0,1 y 0,5 % de aceite esencial de T. elliptica, ninguna
dosis pudo detener el crecimiento de levaduras. También se observa que el tratamiento
control para aceite esencial de T. minuta, no tuvo crecimiento de mohos, por lo que en el

andlisis deberia tenerse en cuenta cuando se pretenda determinar el efecto.

Tabla 7. Efecto antimicrobiano de aceites esenciales sobre levaduras y mohos a
temperatura ambiente

Muestras a temperatura ambiente

_ Dosis DIAO DIA 2
Especie o
(%) Levaduras Mohos Levaduras Mohos
Testigo + - + -
= S
£52 O : ' ' '
< gE 03 + - + -
® =
0,5 + - + -
© Testigo + - + +
- O
% .§ §_ 0,1 - + + +
<23 0,3 + - + -
®E
0,5 - - - +
+: Presencia
- Ausencia

De igual manera que en las muestras almacenadas a temperatura ambiente, en
refrigeracion, los aceites esenciales no inhiben el crecimiento de levaduras y tampoco
puede atribuirse una actividad anti mohos puesto que en los tratamientos control tampoco

se observo crecimiento (Tabla 8).
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Tabla 8. Efecto antimicrobiano de aceites esenciales sobre mohos y levaduras a refrigeracion

Muestras a refrigeracion a 4 ° C de mohos y levaduras

) Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
. Dosis
Especie (%)
Levaduras Mohos Levaduras Mohos Levaduras Mohos Levaduras Mohos Levaduras Mohos
Testigo + - + + + + + +
2= £ 0,1 + - + - + - - -
o 2.5
<8E 03 + - ¥ + + - + -
D=
0,5 + - + + + - + -
Testigo + - + + + + + +
(1o
o B = 0,1 + - + + + - + -
=52
853
T un - - - -
S 0,3 + + + +
0,5 + - - - + - + +
+: Presencia
- 1 Ausencia
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IV. DISCUSION

En la tabla 2, el aceite esencial de T. minuta tuvo mayor actividad antioxidante y
contenido fenolico que el aceite esencial de T. elliptica, pero esto no pudo reflejarse en
los ensayos de actividad antimicrobiana y antioxidante, puesto que se encontrd resultados
opuestos; porque podria deberse a su composicion fitoquimica (Lauriano & Lizaraso,
2017; Wanjala & Wanzala, 2016).

Para la preservacion de carnes hay diferentes métodos de conservacion (Fernandez,
2015), por lo tanto, los resultados obtenidos mediante las evaluaciones realizadas en la
conservacion de la carne de cerdo, se evidencia que para el tiempo de almacenamiento a
temperatura ambiente el aceite esencial de T. elliptica tuvo resultados superiores que el
aceite esencial de T. minuta, probablemente a los metabolitos secundarios (Tabla 3), por
otro lado se evalu6 el estado de conservacion en las muestras almacenadas en
refrigeracion, no habiendo presencia acido sulfhidrico en las dosis 0,3 y 0,5 % hasta el

dia 8 para ambos aceites esenciales (Tabla 4).

La carne después del sacrificio evidencia alteraciones al pasar el tiempo en sus diferentes
fases, experimentando cambios en el pH (Bedolla, y otros, 2003). Los resultados
obtenidos en temperatura ambiente del aceite esencial T. minuta tuvo menor variacién
en comparacién con el aceite esencial de T. elliptica, esto indica que la carne tiene mas
acidez (Figural) y muestran incremento del pH en los dos aceites esenciales (Figura 2).
También en refrigeracion los datos parecen no tener relacién en los cambios de pH de la
carne, con las dosis de los aceites esenciales aplicados (Figura 3), el pH de la carne se
incremento en el dia 8, llegando a los valores mayores a 6,4 en el testigo y el aceite
esencial de T. minuta, indicador de descomposicion microbiana, mientras que para el
aceite esencial de T. elliptica indica que la carne es ligeramente acida con un pH de 6.1
(Figura 4).

T. minuta y otros aceites esenciales mostraron actividad antimicrobiana y antioxidante en
carnes, evidenciado en otros trabajos de investigacion (Culqui, 2018; Hilvay, 2015;
Paucar, 2009). Los aceites esenciales de T. minuta y T. elliptica tuvieron un efecto
antioxidante en la carne de cerdo (Tabla 6); sin embargo debe tenerse en cuenta que las

dosis estudiadas mostraron un efecto prooxidante; es decir, que la dosis 0,3y 0,5 % tuvo
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un efecto positivo los tiempo de induccion (indicador del tiempo en que inicia a oxidarse
las grasas) redujeron (Tabla 7). A temperatura ambiente se evalud hasta el dia 2 y en
refrigeracion hasta el dia 8, con respecto al tiempo de almacenamiento, el tiempo de
induccion fue menor en temperatura ambiente y mayor en refrigeracion (Tabla 8); ya que

probablemente los aceites esenciales se comportan como agentes prooxidantes.

Los valores de NMP/ml de coliformes totales no se estimaron crecimientos mayores, a lo
establecido por norma (DIGESA, 2008) de las muestras almacenados a temperatura
ambiente y a refrigeracion a los 2 y 8 dias respectivamente tratados con los aceites

esenciales T. minuta y T. elliptica (Tabla 5).

La Direccion General de Salud Ambiental en la Norma Técnica de Sanidad N° 071-
MINSA/DIGESA-V.01 (MINSA, 2008), establece los criterios microbioldgicos de
calidad e inocuidad de carnes frescos, que indica los limites microbioldgicos para la carne
de cerdo (10 a 10® UFC/ml para S. aureus). Las muestras con aceite esencial de T.
elliptica y T. minuta almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeracion, mantuvieron

la carga microbiana dentro de éste limite hasta por 2 y 8 dias respectivamente (Tabla 6).

Los aceites esenciales estudiados, tuvieron un efecto inhibitorio considerable sobre S.
aureus, bacteria responsable junto a Salmonella de la degradacion de carnes (Bello-Pérez
etal., 1990 ; Cérdova, 2017), sin embargo, no se evidencio efecto alguno sobre mohos y
un efecto minimo sobre el crecimiento de levaduras. No se pudo estudiar el efecto
inhibitorio de mohos, debido a que las muestras (por el tratamiento que tuvieron) no lo
contenian, pero si el crecimiento de levaduras y solamente la dosis mas alta de T. elliptica

tuvo algun efecto inhibitoria.
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V. CONCLUSIONES

Los aceites esenciales de T. minuta y T. elliptica tuvieron indices de refraccion similares,
pero el aceite esencial Tagetes minuta muestra mayor actividad antioxidante y mayor

contenido de polifenoles que el aceite de T. elliptica.

El estado de conservacién a temperatura ambiente con el aceite esencial de T. minuta y
T. elliptica fue positivo en el segundo y tercer dia respectivamente. En refrigeracion el
testigo y al 0,1% fue positivo en el quinto y séptimo dia para los dos aceites esenciales,
mientras que para las otras dosis de 0,3 y 0,5% no hubo presencia de &cido sulfhidrico.

Los aceites esenciales no presentan diferencia significativa en el pH de la carne de cerdo

respecto al testigo.
La actividad antioxidante de los aceites esenciales de T. minuta y T. elliptica no pudo
evidenciarse en la estabilidad lipidica de la carne de cerdo, por el contrario se encontrd

una actividad prooxidante en funcién de la dosis aplicada.

Tanto el aceite esencial de T. minuta y T. elliptica tuvieron actividad antimicrobiana sobre

S. aureus, coliformes totales y levaduras en carne de cerdo.

Los resultados para actividad antimicrobiana en mohos, no son concluyentes debido a que

por la naturaleza del experimento no hubo crecimiento en los tratamientos ni el control.
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VI. RECOMENDACIONES

Continuar con la investigacion utilizando el método de envasado al vacio a temperatura

ambiente y en refrigeracion.

Determinar la Toxicidad de los aceites esenciales de T. minuta y T. elliptica.

Realizar estudios incorporando cepas bacterianas para determinar el afecto de aceites
esenciales de T. minuta y T. elliptica.

Evaluar la dosis de aceite esencial a fin de determinar la concentracion adecuada para
evitar el efecto prooxidante.

Evaluar las caracteristicas organolépticas de la carne aplicando los aceites esenciales

para determinar la aceptabilidad de los consumidores.
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VIII. ANEXOS

Tabla 9.Andlisis de varianza para el pH

Tipo Il de .
Origen suma de gl Me@u_a F Sig.
cuadratica
cuadrados
MiEeEle 244 11 0,022 0,364 0,958
corregido
Interseccion 1311,164 1 1311,164 21528,806 0
Dosis 0,023 3 0,008 0,127 0,943
DIA 0,092 2 0,046 0,753 0,482
Dosis * DIA 0,129 6 0,022 0,353 0,901
Error 1,462 24 0,061
Total 1312,87 36
Total corregido 1,706 35
a. R al cuadrado =,143 (R al cuadrado ajustada = -,250)
Tabla 10. Analisis de varianza de estabilidad oxidativa
Variable dependiente: Estabilidad oxidativa
Tipo 111 de .
Origen suma de gl 'V'e‘i"?‘ Sig.
cuadratica
cuadrados
Modelo corregido 26,669° 13 2,051 0,773 0,677
Interseccion 46,296 1 46,296 17,452 0,001
T.DEALMACENAMIENTO 0,302 1 0,302 0,114 0,740
TIPODEAE 3,075 1 3,075 1,159 0,296
dosis 1,340 2 0,670 0,253 0,780
T.DEALMACENAMIENTO *
TIPODEAE 0,988 1 0,988 0,373 0,549
T.DEALMACENAMIENTO *
doss 2,496 2 1,248 0,470 0,632
TIPODEAE * dosis 0,046 2 0,023 0,009 0,991
T.DEALMACENAMIENTO *
TIPODEAE * dosis 0,307 2 0,154 0,058 0,944
Error 47,750 18 2,653
Total 120,715 32
Total corregido 74,419 31

a. R al cuadrado = ,358 (R al cuadrado ajustada = -,105)
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OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE HUACATAY

Planta de T. minuta

Figura 9. Proceso de obtencion de aceite esencial de T. minuta.

Equipo destilador por arrastre
de vapor.

Aceite esencial de T.
minuta.

OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL DE MARIASACHA

Recoleccion de T. elliptica

Figura 10. Proceso de obtencion de aceite esencial de T. elliptica

Equipo destilador de arrastre
por vapor

Aceite esencial de T.
ellintica
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PREPARACION DE MUESTRAS

Dilucién de aceites Carne de cerdo embebido
esenciales en aceite esencial

Almacenamiento de la carne trata para luego ser evaluada.

Figura 11. Proceso de preparacion de la carne en diferentes dosis de aceite esencial.

EVALUACION DE ESTADO CONSERVACION

Embebiendo el papel Colocando los matraz Acido sulfhidrico —
filtro en solucidn de de Erlenmeyer positiva
acetato de plomo

Figura 12. Procedimiento para evaluar el estado conservacion de la carne de cerdo
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EVALUACION DE LA OXIDACION DE GRASAS

Configuracion del
equipo

Colocacion de la
muestra

Evaluacion de las muestras
en el equipo de Rancimat

Figura 13. Pasos para determinar la estabilidad oxidativa de la carne de cerdo tratada

EVALUACION DE CARGA MICROBIANA

Preparacion del caldo
brilla

Siembra en caldo
brilla, para determinar
coliformes totales

Lectura del NMP para
coliformes totales

Figura 14. Evaluacion de aceites esenciales sobre coliformes totales.
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Preparacién de agar
Baird Parket

Siembra en agar Baird
Parket para el conteo en

Conteo de UFC para S.
aureus

UFC

Figura 15. Procedimiento para evaluar S. aureus

Preparacion del Agar
Sabouraud Dextrosa.

Figura 16. Pasos para la evaluacion de levaduras y mohos.

Siembra de la muestra
en el Agar Sabouraud
Dextrosa.

Crecimiento de
levaduras y mohos.
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