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Resumen

En los ultimos afios, el uso de aceites esenciales (AE) en la conservacion de alimentos ha ido
en aumento, y la investigacion se ha centrado en sus propiedades antimicrobianas,
especialmente el AE de comino, asi como las moléculas terpénicas las cuales brindan una
actividad antimicrobiana. La presente investigacion tuvo la finalidad de evaluar la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de comino (Cuminum cyminum) frente a Escherichia coli
en embutidos frescos de cerdo. Este trabajo experimental busco extraer el aceite esencial de
comino (Cuminum cyminum) mediante la técnica de destilacion por arrastre de vapor, para la
formulacion de la concentracion adecuada de aceite esencial se utilizé el método de difusion
en agar estableciendo las concentraciones de 5%; 2,5%; 1,25%; 0,6% Yy 0,3%, una vez
obtenido el porcentaje de inhibicion se realizd el ensayo de toxicidad frente a Artemia salina
para comprobar su DLso de igual forma para establecer la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) se utilizé el método de dilucién en caldo a partir de las mismas concentraciones ya
mencionadas, para determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial en el embutido
se realiz6 una mezcla de Aceite Esencial (AE) con la carne del embutido mediante las cuales
fueron evaluadas con pruebas rapidas Petrilfilm. Los resultados presentaron un mayor efecto
inhibitorio al 5%, con un didmetro de halo de inhibicién de 16mm, mientras que para la CMI
se obtuvo un porcentaje de 1,25%, con respecto al DLso se obtuvo un rango optimo entre
0,6% y 0,3%, con relacion al recuento de Escherichia coli viable en el embutido se redujo
notablemente en la concentracion 1,25%. Concluyendo que el aceite esencial de comino si
presenta una actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, pero su uso no es
recomendable como aditivo alimentario debido aque su aceite esencial presenta una alta

toxicidad.

Palabras clave: Aditivos alimentarios, antimicrobiano, CMI, conservante, toxicidad



Abstract

In recent years, the use of essential oils (EOs) in food preservation has been increasing, and
research has focused on their antimicrobial properties, especially cumin EO, as well as terpene
molecules which provide antimicrobial activity. The purpose of this investigation wasto
evaluate the antimicrobial efficacy of cumin essential oil (Cuminum cyminum) against
Escherichia coli in fresh pork sausages. This experimental work sought to extract the essential
oil of cumin (Cuminum cyminum) by means of the steam distillation technique, for the
formulation of the adequate concentration of essential oil, the agar diffusion method was used,
establishing the concentrations of 5%; 2.5%; 1.25%; 0.6% and 0.3%, once the inhibition
percentage was obtained, the toxicity test against Artemia salina was carried out to verify its
LDso. In the same way, to establish the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), the broth
dilution method was used from the same concentrations already mentioned, to determine the
antimicrobial activity of the essential oil in the sausage, a mixture of Essential Qil (EA) was
made with the meat of the sausage by means of which they were evaluated with Petrilfilm rapid
tests. The results presented a greater inhibitory effect at 5%, with a 16mm inhibition halo
diameter, while for the MIC a percentage of 1.25% was obtained, with respect to the LDso an
optimal range between 0.6% and 0.3% was obtained, in relation to the count of viable
Escherichia coli in the sausage it was significantly reduced in the 1.25% concentration.
Concluding that cumin essential oil does have antibacterial activity against Escherichia coli,

but its use is not recommended as a food additive because its essential oil has high toxicity.

Key words: Food additives, antimicrobial, MIC, preservative, toxicity.
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1 Introduccion

Se conoce como embutido a la carne procesada o condimentada con diversas hierbas y especias
introducidas en tripas naturales de origen animal, cuyo inicio se da en los tiempos mas remotos
de la humanidad, razén por la cual se buscé la forma de conservar los alimentos a base de sal
desde el afio 2600 A.C. Es por ello, que el ser humano ha buscado aumentar la duracién de vida
en los alimentos con el propdsito de conservarlos para su consumo (Sugawara & Nikaido,

2014).

El desarrollo del proceso de conservacién de alimentos comenzo a partir de la necesidad de
alargar la vida util de los mismos y se ha basado en una lucha insistente contra los
microorganismos que los destruyen, por lo cual su consumo serd inseguro, siendo una
preocupacion en la industria alimentaria y en las agencias gubernamentales (Cevallos &

Londofio, 2018).

Los embutidos son consumidos en muchas partes del mundo y dado que son elaborados
principalmente con proteina carnica porcina pueden representar riesgos en la salud publica por
su origen (Lopez & Rojas, 2021). Si bien es cierto que la carne es importante para la
alimentacion del hombre también se puede decir que es uno de los alimentos méas perecederos
si no se aplica buena higiene y sanitizacion durante su manipulacion llegara a contaminarse,
siendo portadora de microorganismos patdgenos, causando dafios en la salud del consumidor

(Suarez, 2015).

Segun Yalta, (2019) en los paises industrializados, el mercadeo de carne de cerdo tiene una
eminente carga de microorganismo con propiedades patégenas como Escherichia coli,
Salmonella enterica, Listeria monocyitogenes y Yersinia enterocolitica, esto se debe a que no

existen controles sanitarios estrictos en su proceso de fabricacion en carne cruda y cocida; con



lo antes mencionado, es conveniente considerar la existencia de microorganismos que son
patdgenos en gran medida, ya que estos ultimos son los que predominan en enfermedades de
transmision alimenticia (ETA) y la aparicién de graves infecciones. Para el afio 2019, en
Ecuador se reportd doce mil doscientos tres casos por intoxicaciones alimentarias bacterianas
debido al consumo de alimentos cuya manipulacion, coccion o conservacion no es la adecuada
(Publica, 2021). Asi como también en la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportan
que, uno de diez individuos se enferma y 420 mil personas mueren cada afio como resultado de

ingerir alimentos contaminados.

Por consiguiente, se conoce que, para productos céarnicos crudos y procesados, hay algunos
parametros microbiolégicos que tienen un cierto rango de valores maximos permitidos para
identificar su nivel de calidad, segun la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN) nos menciona
que para Aerobios mesofilos (1,0 x 107 ufc/g), Escherichia coli (1,0 x 10° ufc/g) Staphylococcus

aureus (1,0 x 10* ufc/g) y Salmonella (ausencia/ 25 g).

Por ende, a nivel industrial, los productos derivados carnicos requieren por necesidad y
exigencia de los consumidores el uso de aditivos quimicos conformados por nitratos y nitritos,
siendo estos un ingrediente primordial en el proceso de preservacién, asi como también a las
caracteristicas organolépticas del producto. De acuerdo con Briones &Velasquez ( 2020) estos
conservantes mencionados al ingerirlos podrian provocar alteraciones de la salud al
consumidor, por lo tanto, en la actualidad se ha investigado alternativas naturales para
reemplazar nitratos y nitritos, una de las opciones mas favorables es utilizar aceites esenciales

que ayuden como antimicrobianos en productos carnicos.

Los aceites esenciales se han utilizado desde la antigliedad como parte de las préacticas
tradicionales para controlar una variedad de plagas agricolas debido a su potencial insecticida.

Tassou et al., (2000) menciona que la actividad antimicrobiana de plantas se le atribuye a los



compuestos organicos que contienen en sus aceites esenciales, también se le adjudica que la
adiposidad, proteina, acumulacion salina, pH y temperatura afecta la accién contra
microorganismos, sin embargo, su uso como antibacteriana y antioxidante es una tendencia
nueva y creciente, que refleja el interés en el “consumismo verde” y la extension de la vida util

de los productos alimenticios.

En un estudio realizado por Huq et al. (2015), alude que los aceites esenciales son mas eficaces
en bacterias Gram negativas como Escherichia coli, esto puede deberse a la estructura de la
pared celular, la composicion de la membrana externa y su interaccion con los aceites esenciales
de naturaleza lipofilica; ademas los AE han demostrado tener una capacidad antibacteriana para
evitar la proliferacion frente a microorganismos, segun lo mencionado por Rea (2012), entre
estos productos naturales se destaca el aceite esencial de comino (Cuminum cyminum), el
cual,se ha considerado un agente efectivo por su actividad antimicrobiana y antioxidante que
se le asigna a la presencia de compuestos activos tales como aldehido cuminico (25-35%),
terpenos (pineno, terpineol); flavonoides: derivados del luteolol y apigenol que podrian
controlar a agentes de deterioro y a patdgenos en la carne.

Por consiguiente, el presente trabajo de investigacion se enfoca en la evaluacion del aceite
esencial de comino como un tratamiento alternativo con actividad antimicrobiana; con esta
propuesta se intenta disminuir los efectos nocivos que producen los conservantes quimicos en
el ser humano al consumir embutidos, brindandole mas seguridad al consumidor. Ademas, se
planted extraer el aceite esencial de comino (Cuminum cyminum) mediante la técnica de
destilacion por arrastre de vapor; formular la concentracién adecuada de aceite esencial a
utilizarse como antimicrobiano en el embutido porcino; elaborar un embutido fresco a base de
carne de cerdo segin la Norma INEN AOAC 991.16; identificar la actividad antimicrobiana y
las caracteristicas organolépticas del aceite esencial de comino sobre Escherichia coli en el

embutido artesanal de cerdo.



Lo descrito anteriormente nos lleva a realizar la siguiente pregunta: ¢Existen propiedades
antimicrobianas frente a Escherichia coli en el aceite esencial de comino que alcancen los

efectos similares a los aditivos quimicos en la elaboracion de embutidos frescos de cerdo?

La hipotesis de este trabajo experimental se enmarcé en si el aceite esencial de comino es un

antimicrobiano eficaz frente a Escherichia coli en la elaboracion de embutidos frescos.



2 Fundamentacion Teorica
2.1 Embutidos

2.1.1 Definicion
De acuerdo con Jimenez & Carballo (2015) se entiende por embutidos aquellos productos y
derivados carnicos preparados a partir de una mezcla de carne picada, grasas, sal, condimentos,
especias y aditivos e introducidos en tripas naturales o artificiales. Para Cérdova & Velasquez(
2020) el método de curacion ha permitido que estos productos sean de facil conservacion

durante largos periodos de tiempo.

2.1.2 Clasificacion de los embutidos
Segun Alvarado (2020) los embutidos se pueden clasificar de acuerdo a cada region, entre esos

se describen los siguientes:

Frescos: Elaborados en crudo, sin curado o maduracion. En estos se puede encontrar a
la chistorra (longaniza) esta se airea tres dias y también el chorizo que puede ser curado
o fresco.

e Secos: Elaborados y posteriormente cocidos, curados, fermentados y ahumados.

e Fiambres: Forman una pasta homogénea, que no se pueden distinguir las diferentes

partes de las carnes e ingredientes que los componen

e Crudos: Su fundamentacion es adobar la carne en especias o0 pimenton, se debe secar en
aire seco y frio hasta que llega a una consistencia dura, como las longanizas, el chorizo,

el lomo, el beicon (tocino), el jamon serrano (Sugawara & Nikaido, 2014).

2.2 Aditivos alimentarios
2.2.1 Definicion
Se consideran sustancias o productos biotecnoldgicos naturales, semisintéticos o sintéticos y

sensoriales que “no se consumen normalmente como un alimento en si, ni se emplean como



ingredientes caracteristicos de un alimento, ya sea que posean 0 no un valor nutritivo” (Diario

Oficial de la Union Europea, 2008).

Estan presentes en pequefias cantidades (mg/kg o 1 % en peso del producto final considerando
esta la concentracion maxima) y se usan de forma directa o indirectamente durante el
procesamiento o almacenamiento de alimentos para producir productos de expectativas de

grado alimentario deseables para el consumo humano (Cofre, 2022).

2.2.2 Aditivos quimicos
Segun Pifieiros & Delgado (2015), consideran que es “cualquier material que pueda convertirse
en un agregado de dicho alimento y de modo que no afecte a sus caracteristicas originales”,
incluyendo cualquier producto utilizado para procesamiento, embalaje, transporte o
almacenamiento de alimentos que ayude a mejorar sus cualidades fisicas, sabores, proteccion,
entre otros. Su funcion principal es proteger la salud de la poblacion, de igual forma estas
sustancias deben registrar parametros estrictos de calidad de modo que puedanser aprobadas

por las autoridades sanitarias para su posterior consumo.

Los aditivos quimicos més utilizados en la conservacion de productos carnicos son las sales de
nitritos, para Alvarado (2020), son esenciales dado que contribuyen al desarrollo del aromade
la carne curada, de igual forma presentan un efecto antioxidante que este ayuda a retrasar el
progreso de la rancidez, por lo tanto, reprimen la aparicion de alteraciones de las

particularidades sensoriales.

Segun Cordova & Velasquez (2020), las sales de nitritos suelen ser la base de todas las carnes
curadas, cumplen con la funcién de &cido nitroso no disociado, actian como poderosos
combatientes contra todos aquellos organismos que causan alteraciones, infecciones o

intoxicaciones carnicas.



2.2.3 Aditivos naturales
Para Duran, (2001) define que estos se extraen a partir de fuentes vegetales, animales y
microbianas que son aptas para el consumo humano, de igual forma que se use como ingrediente

caracteristico en la alimentacion, independientemente de que tenga o no valor nutritivo.

La Union Europea dispone de una lista de conservantes naturales permitidos para su uso en
alimentos, en los cuales se encuentran los espesantes, gelificantes y estabilizadores entre los

que se pueden incorporar aditivos de origen natural.

2.3 Parametros microbiologicos de la carne para embutidos.

Segun la Norma ecuatoriana INEN 1338:2012 (2012), “Un producto carnico procesado, esta
elaborado a base de carne, grasa, visceras u otros subproductos de origen animal comestibles,
con adicion o no de sustancias permitidas, especies 0 ambas, sometido a métodos tecnoldgicos

adecuados”.

La calidad en los embutidos es un tema de interés en la industria alimenticia, dado que presentan
propiedades que las consideran un excelente medio para el desarrollo de microorganismos,
encontramos que es una matriz alimentaria compuesta por carbohidratos solubles como el
glucdgeno, acido lactico, aminoacidos y proteinas, estos pueden ser utilizados por bacterias

como fuente de energia favorable para su metabolismo y reproduccion.

Segun Izquierdo et al. (1997), el embutido no es una materia prima estéril, los condimentos y
las especias pueden contener microorganismos, que no mueren en el proceso de escaldado,
ocasionando una aceleracion en el deterioro de los productos finales. De acuerdo a la norma
INEN 1344:96 (1996), los requisitos especificos de los aditivos empleados para la conservacion

de embutidos son los siguientes: &cido ascorbico e isoascorbico y sus sales sddicas, su maximo



admitido es 500 mg/kg, mientras que para los nitratos de sodio y/o potasio lo permitido es de

125 mg/kg, para los polifosfatos (P20s) es de 3000 mg/kg.

Para Tinoco (2018), existen otros tipos de productos carnicos elaborados de manera artesanal
como longaniza, chorizo, morcilla, salchicha que no presentan los mismos procesos
tecnoldgicos e industriales, por otra parte, no contienen conservantes generando la necesidad
que el producto requiera de refrigeracion también al no tener una buena manipulacién y asepsia
de la materia prima, proceso, transporte y equipos; va a existir la presencia de microorganismos
como Aerobios meséfilos, Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus, Salmonella enterica,
Listeria monocytogenes causando enfermedades de transmision alimentaria (ETA) y en casos

extremos hasta la muerte (Melendrez, 2021).

También hay algunos factores extrinsecos que afectan a la poblacién microbiana, tales como
procesos especializados aplicados para la elaboracion de los diferentes productos carnicos,
empleo de tratamientos térmicos, procesos de empaquetado (empaque al vacio, atmdsfera
controlada o modificada), ademas de las condiciones de almacenamiento (refrigeracion o
congelacion) y distribucion del producto. Para algunos autores el sacrificar animales que
presenten niveles de estrés altos y que estén cansados podria favorecer a que su pH se vuelva

acido y por ende la carne no se podria consumir.

2.3.1 Enfermedades transmitidas por el consumo de carne en embutidos.
Por su composicion y caracteristicas fisico-quimicas, la carne y sus derivados pueden ser
invadidos por numerosos tipos de microorganismos y parasitos, cuyas particularidades son
importantes para evitar el deterioro de los productos y evitar riesgos involucrados en brotes o

casos de ETA (Enfermedades de transmision alimentaria).

La microflora de los productos carnicos incluye géneros de microorganismos deteriorativos

proteoliticos (Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Aeromonas, entre otros) que producen
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cambios de color, textura, sabor y olor no deseados en los productos; y los patégenos
(Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli, estd ultima es capaz de producir
enteritis hemorragica, que puede complicarse con el sindrome hemolitico urémico (Margall et

al., 1997).

2.4 Bacteria de interés en inocuidad para embutidos.

2.4.1 Escherichia coli
Escherichia coli es una bacteria Gram negativa mdvil y fermentadora de lactosa que fue
definida por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodore Escherich después de un
brote de gastroenteritis infantil. En la actualidad, se han encontrado diversas cepas patégenas
de Escherichia coli promotores de cuadros diarreicos peligrosos, lo que ha vuelto a esta bacteria

en una complicacion de salud publica a nivel mundial (Gomes et al., 2016).

Segun Larrondo (2010), Escherichia coli se puede dividir en tres grupos: comensales,
patdgenas extraintestinales y patdgenas intestinales entéricas o diarreogénicas. Las cepas de
comensales son parte de la flora intestinal de los individuos sanos y han establecido esta relacion
de ayuda mutua. Por otro lado, la extraintestinal tiene un factor de virulencia que causan
infecciones, neumonia, septicemia y meningitis neonatal. Las enteropatégenas son rarasen la

flora fecal y provocan gastroenteritis cuando se ingieren en cantidades suficientes.
Enfermedades de transmision alimentaria asociada a Escherichia coli

En los Gltimos afios, han aumentado brotes relacionada con Escherichia coli, lo que significa
que tiene un impacto en los sistemas de salud y la produccién agricola. La fuente mas comdn
de ETA incluye productos lacteos, carne hecha con un tratamiento térmico insuficiente. Los
malos habitos de higiene y el almacenamiento deficiente también pueden afectar la presentacion

de los casos (FAO, 2016).



Las cepas de Escherichia coli originan algunos tipos de enfermedades segun sus tipologias
patogénicas. Por ejemplo, Escherichia coli shigatoxigénica provoca diarrea con sangre, cerca
del 10% de los afectados por esta cepa entre ellos nifios y adultos 28 mayores, la enfermedad
se puede desarrollar hasta el sindrome urémico hemolitico. Escherichia coli enterohemorragica
igualmente se asocia a diarreas con sangre y sindrome urémico hemolitico por la produccién de
toxinas como verotoxinas y shigatoxinas. En la salud puablica, el serotipo mas importante es
Escherichia coli 0157:H7, el mismo que esta atado a una alta incidencia de contagios y decesos

cada afio (Salazar, 2016).

Otras bacterias relacionadas con enfermedades de transmision alimentaria

Para Soto et al.(2016), los principales patogenos etioldgicos descritos en brotes de ETA
fueron Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella enterica.; bacterias determinadas
en la normativa nacional para los diferentes tipos de alimentos; no obstante, se demostré la

presencia de otras bacterias, como Listeria monocytogenes en varios alimentos.

En la actualidad la Salmonella entérica tiene un gran impacto en la salud publica, de acuerdo a
datos epidemioldgicos este serotipo es responsable de enfermedades como gastroenteritis de
origen alimentario y fiebre tifoidea, los alimentos en los que se encuentran presentes son la
carne de pollo, cerdo, pavo y productos crudos; otra bacteria asociada a ETA es Listeria
monocytogenes es el agente causal de la listeriosis, el cual produce sintomas como fiebre, dolor
de cabeza y diarrea, este patdgeno se encuentra principalmente en alimentos como leche, queso,
verduras frescas y productos carnico (Mercado et al., 2012); también se puede mencionar a
Staphylococcus aureus la cual es una bacteria causante de gastroenteritis que se manifiesta por
nauseas, vomitos, diarrea y dolor abdominal debido al consumo de alimentos crudos (Marquez,

2012).
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2.5 Aceites esenciales
Un aceite esencial es un liquido aromatico de aspecto fluido o espeso y de color variable segin

las plantas de las que esté extraido (Luengo, 2004).

Para Martinez (2001), los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente
destilables por arrastre de vapor, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de

alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes).

Los aceites esenciales son generalmente liquidos a temperatura ambiente. Su principal
diferencia con respecto a los aceites fijos (lipidos) reside en su volatilidad o capacidad de

evaporacion al contacto con el aire a temperatura ambiente (Mestanza, 2017).

2.5.1 Composicidén quimica de los aceites esenciales
Se consideran agregados complejos de constituyentes muy variables, de forma casi exclusiva,
al grupo de los terpenos y, en menor medida, al conjunto de los compuestos aromaticos
derivados del fenilpropano (aldehido cinamico, eugenol, anetol, aldehido anisico y safrol, entre
otros). Los compuestos terpénicos estan constituidos por unidades de isopreno (5 carbonos),
pueden ser parte de los monoterpenos (10 carbonos) y sesquiterpenos (15 carbonos). Estos
monoterpenos y sesquiterpenos pueden ser, a su vez, aciclicos, monociclicos y biciclicos, y

también oxigenados y no oxigenados (M. Lopez, 2004).

2.5.2 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
Varios estudios han demostrado la efectividad de los aceites esenciales en la inhibicion de
crecimiento de diversos microorganismos, la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
se asocia principalmente a los terpenoides que contienen grupos alcoholes, aldehidos y por

Gltimo grupos cetonicos (Orozco, 2020).
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2.6 Comino

2.6.1 Taxonomia del Comino
Tabla 1 Taxonomia del Comino

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales

Familia Apiaceae

Género Cuminun

Especie Cuminun cyminum

Fuente: (Ludefia, 2021)

2.6.2 Descripcion Boténica del comino

Descripcién botanica

Figura 1 Descripcion boténica

A Planta de comino en floraciéon; B: Semilla del comino

Fuente: (Sanchez, 2021; Payares, 2021)

Su nombre botanico, Cuminum cyminum, procede del griego kyminon (que significa
comunién), corresponde la familia Umbeliferas (apiaceae). Una umbelifera es una planta con
racimos de flores planos o redondeados, que sobresalen de la parte alta de los tallos partiendo

desde un magnifico punto central (como una sombrilla) (Mohammadpour et al., 2012).

Gonzales (2018), indica que la planta del comino es pequefia y anual, creciendo hasta una altura
de aproximadamente 30 cm y originando pequefias flores blancas, rosas o lilas, comprendidas
en umbelas con 10 a 20 flores. El fruto, se le conoce como semilla de comino, es amarillo pardo,

extenso y con nueve protuberancias.
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2.6.3 Composicién quimica de la semilla del comino
Ludefia (2021), menciona que en estudios anteriores sobre la composicion de las semillas de
comino Cuminun cyminum indican que contienen aceite fijo (10%), aceite volatil (1-5%),
compuestos principalmente por monoterpenos, aldehido cuminico, terpineol y taninos, ademas

conformada por proteinas, celulosa, azicar, y minerales.

Por otra parte, segiin Rea (2012), el comino muestra también entre sus componentes resinas,
sustancias albuminosas y flavonoides. Estos Ultimos poseen muchas propiedades medicinales

como, anticancerigenas, antioxidantes, antimicrobianas, entre otras.

2.6.4 Toxicidad del comino
Para Abbaszadegan et al. (2016), este tipo de aceite de comino no debe tomarse en mujeres
embarazadas, bebés o nifios menores de 6 afios. También muestra que tiene reacciones adversas

en personas alérgicas o pacientes con enfermedades inflamatorias de la piel.

Segun Martinez et al. (2011), el uso del aceite esencial de comino es toxico a altas
concentraciones que van desde el 20% hasta 1,25%, las cuales fueron evaluados en organismos
vivos, dando como resultado una mortalidad al 100%. Tabarraei et al. (2019), nos menciona en
su estudio toxicoldgico realizado con trucha arcoiris, se evidencio que el comino presenta

toxicidad a una dosis de 35 mg/L en donde su mortalidad fue mas del 50%.

2.6.5 Aceite esencial de comino
El aceite esencial de comino recién destilado es incoloro o amarillo palido, pero con el tiempo
se torna color &mbar. Para Quiroga (2019), el porcentaje de aldehido o compuestos carbonilicos

expresados como aldehido cuminico va de 35 % a 63 %

De acuerdo con Rea (2012), el olor y sabor del comino proviene del aceite esencial (2,5-4% en

base seca), el cual contiene comino aldehido (p-isopropil-benzaldehido, 25 a 35%) como
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principal constituyente. Ademas, se han encontrado a- y B-pireno (21%), dipentano, pcimeno y

R-felandreno.

Estudios realizados en Italia sobre el aceite esencial de Cuminum cyminum revelan los
siguientes componentes mayoritarios: p-menthal,4-dien-7-al (27,4%), aldehido cuminico

(16,1%), y-terpineno (12,8%), y B-pineno (11,4%) (Romero et al., 2007).

2.6.5.1 Meétodo de extraccion por arrastre de vapor

Segun Bardales & Farfan (2018), la destilacion por arrastre de vapor es un método en el cual se
coloca la planta seca, o parte que contenga el principio activo en la estufa de un destilador de
hierro, acero inoxidable, cobre o vidrio, y se cubre con agua. Al calentar la caldera se evapora
el agua y el aceite volatil, que se condensa en el refrigerante, acumulandose en el colector, del
cual se disgrega al cabo de un periodo determinado por diferencia de densidades, y se separa

con un embudo provisto de un grifo en la parte mas estrecha.

2.6.5.2 Meétodo de la Artemia Salina para detencion de la actividad toxica del aceite de
comino

El crustaceo filtrador Artemia salina es uno de los individuos modelo mas utilizados para
observar el efecto tdxico (Bhuvaneshwari et al., 2018). EIl uso de bioensayos controla la
bioactividad de extractos, fracciones y compuestos aislados de plantas que se ha asociado con
la investigacion fitoquimica; entre estos ensayos bioldgicos se encuentra la prueba de toxicidad
con Artemia salina que fue desarrollado con el fin de detectar compuestos bioactivos en
esencias de plantas (Asadi et al., 2019). Para Jin (2019), esta prueba es una técnica facil en el
estudio de productos naturales o quimicos, que tiene una buena analogia con los ensayos de

toxicidad in vivo.
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2.6.5.3 Meétodo de Kirby-Bauer para evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales

Cockerill (2018), sefiala que es un método estandarizado en el cual se pone en la superficie de
un agar anticipadamente sembrada por el agente en estudio por medio de estriacion maltiple,
los discos de papel filtro son humedecidos por las concentraciones de las sustancias como
pueden ser antibioticos, extractos o aceites esenciales a evaluar, mediante la asistencia de una
pinza se colocan sobre la superficie himeda del agar y de esta manera los discos surgen
rodeados por un circulo de inhibicién, los cuales se medirdn con la ayuda de una regleta
milimétrica (Wikler et al., 2018). Es la técnica mas empelada para la evaluacion de la
sensibilidad antimicrobiana, la cual permite apreciar el impacto de los componentes sobre

agentes microbianos.

2.6.5.4 Meétodo de microdilucion en caldo para evaluar la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales

Este método radica en determinar cualitativamente la existencia o ausencia de la bacteria en un

medio de cultivo liquido junto con la presencia de un antimicrobiano. Se sefiala como

“microdilucion” porque se emplea placas multiposillos para establecer la turbidez (Argote et

al., 2017).

Segun Ortufio (2019), en este procedimiento se utilizan microplacas plasticas de fondo redondo,
donde se consiguen experimentar 8 diluciones de 12 antimicrobianos. En los pocillos de las
microplacas se coloca el medio liquido, se afiaden las distintas concentraciones de sustancias a
analizar (antibioticos, aceites esenciales, extractos vegetales, etc.). Se llevan a incubar por un
tiempo de 24 a 48 horas, a 37 °C, posteriormente se determina la CMI a través del crecimiento
visible o empleando el quipo Lector de Microplacas para su observaciéon de los resultados

alcanzados.
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3 Materiales y métodos

3.1 Trabajo de campo
El trabajo experimental se llevo a cabo en los Laboratorios de Ciencias de la Vida ubicados en
la Universidad Politécnica Salesiana sede Quito campus Girdn precisamente en los

Laboratorios de Investigacion y Desarrollo 11, Microbiologia y Ciencias Generales |.

3.2 Disefio Experimental
El presente trabajo de investigacion tuvo la finalidad de alcanzar el mejor tratamiento para
elaborar embutidos frescos de cerdo mediante el estudio del efecto antimicrobiano del aceite de
comino (semillas) en cinco concentraciones (0,3%; 0,6%; 1,25%; 2,5% Y 5%). Se utilizd un
disefio con cuatro tratamientos mas el control positivo y negativo Tabla 2 considerando sus tres

repeticiones.

Tabla 2 Tratamientos Experimentales

Tratamiento Tipo de agente Concentracion/ volumen
de agente

T1 Aceite de comino 0,3%
T2 Aceite de comino 0,6%
T3 Aceite de comino 1,25%
T4 Aceite de comino 2,5%
Ts Aceite de comino 5%

C+ Antibidtico cloranfenicol 30uL
C- DMSO 1%

Elaborado: (Las autoras, 2023)

*C+: control positivo; C-: control negativo; T nimero de tratamientos
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Para una repeticion se utilizdé 2509 de carne de cerdo con 75¢g de grasa, considerando que cada
formulacioén sera de 325g. De los 325g, 75¢ se destinaron para la evaluacion con aceite
esencial de comino, otros 75g a la evaluacion con sales nitrales, 75g en embutidos sin ningun
conservante y los altimos 50g con el fin de realizar el control de calidad del embutido y

mientras que en la caracterizacion organoléptica se utilizaron dos embutidos de 25g cada una.

Para la toma de muestra de la carne en el embutido se utilizo la NORMA INEN 1529-2:2013
(2013), la cual nos menciona que la unidad de muestreo en ensayos microbioldgicos se debe
utilizar una cantidad de 10g a 25g, en este trabajo experimental se optd por tomar 10g de un

embutido de 25g.

3.3 Analisis Estadistico
Los resultados del analisis microbioldgico del aceite esencial de comino en el embutido
fueron analizados estadisticamente en el programa INFOSTAT el cual se usé una

comparacion ortogonal y un analisis factorial mediante el método Tukey.

3.4 Poblaciény Muestra
3.4.1 Poblacion
Aceite esencial de comino: Semilla comprada en una tienda de abastos “Comercial Lopez”
ubicada en la calle Versalles RG22+4HR, Quito, esta semilla procede de la provincia de Loja.
Esta region es conocida por su produccion de comino de alta calidad ya que cuanta con

condiciones climaticas, y suelos favorables para el cultivo del mismo.

Carne de cerdo: Se obtuvo del supermercado Supermaxi ubicado en la Av. 12 de octubre N1486

y Madrid, Quito.
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3.4.2 Muestra
Aceite esencial de comino: Utilizaremos aproximadamente 20 ml obtenidos de la destilacion

por arrastre de vapor.

Carne de cerdo: La muestra estara constituida por 3259 de carne de cerdo la cual sera distribuida
para evaluar los tratamientos con sales nitrales, aceite esencial de comino y su control de

calidad.

3.5 Variables
3.5.1 Variable Independiente
Efecto antibacteriano del aceite esencial de comino (Cuminum cyminum) en el embutido

fresco de cerdo

Toxicidad del aceite esencial de comino (Cuminum cyminum) en la elaboracion del embutido

fresco de cerdo.

3.5.2 Variable Dependiente

Cantidad de ufc/ g de Escherichia coli totales presente en el embutido fresco de cerdo.

Mortalidad de la arteria salina evaluada para la toxicidad del aceite esencial de comino.

3.6  Procedimiento de Laboratorio
3.6.1 Obtencion del aceite esencial de comino.
El aceite esencial de comino es un compuesto que se ha convertido en una alternativa como
aditivo natural y conservante cérnico. Para la extraccién del aceite esencial de comino
seleccionamos semillas limpias, libres de cualquier impureza que puedan influir de manera
negativa en el proceso y la calidad de las mismas., a continuacion, se describira mediante un

diagrama de flujo su extraccion.
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Descripcion del proceso

1. Recepcion de la semilla de comino

La recepcion se la semilla de comino fue adquirida el mismo dia en el que se iba a realizar la

extraccion.

Obtencidn de la semilla de comino
COMERCIAL LOPEZ ‘.l

L L A

Figura 2 Obtencion de la semilla de comino

A: Comercial Lépez donde se adquirié la semilla de comino; B: semillas de comino

Fuente: (LOopez,2023; Argentina,2018)
2. Limpieza

Se observd que las semillas estén libres de impurezas para que esto no afecte el rendimiento en

el proceso de extraccion.

3. Pesado

Se determind en gramos la cantidad de semillas que se iba a utilizar en la destilacion.
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Figura 3 Pesaje de la semilla

A: pesaje de semillas de comino 50 g; B: pesaje de semillas de comino 200 g
Fuente: (Las autoras, 2023)

4. Anadir los nucleos de ebullicion y la semilla en el balén

Se procedio a introducir 8 nucleos de ebullicion en el matraz de fondo redondo, posteriormente

se colocd 200 g de la semilla para proceder a la destilacion.

Adicion de ndcleos de ebullicion y la semilla en el matraz de fondo redondo
B e 1§,
x f
/4

Figura 4 Adicion de ndcleos de ebullicion y la semilla en el matraz de fondo redondo

A: se coloca los ntcleos de ebullicidn; B: se introduce las semillas en el matraz de fondo
redondo.

Fuente: (Las autoras, 2023)

5. Adicion de agua destilada

En el matraz de fondo redondo adicionamos agua destilada con el fin de cubrir toda la semilla

para que tenga una adecuada hidratacion.
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Ad|C|on de agua

Figura 5 Semillas de comino sumergidas en agua

Fuente: (Las autoras, 2023)

6. Destilacion por arrastre de vapor de la semilla de comino

Una vez ya colocado la semilla en el matraz de fondo redondo se sujetd con sus respectivas
uniones acoplando el refrigerante, también se coloca sobre una manta de calor para producir la
ebullicion de agua a 92 °C de manera que produzca suficiente vapor, para que pueda arrastre la
mayor cantidad de aceite esencial generado, el condensado de la mezcla agua- aceite se recoge

en un embudo decantador.

Equipos de destilacion armados

=l

Figura 6 Equipos de destilacion

Fuente: (Las autoras, 2023)

7. Adicion de sulfato anhidro para la obtencion del aceite esencial.
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En la muestra obtenida se adiciona una pequefia cantidad de este producto con la finalidad de

asegurarnos que no exista ningun rastro de agua en el aceite esencial.

Proceso ds ebuII|C|on y adicion de sulfato de anhldro

Figura 7 Extraccion de aceite

A: proceso de destilacion de la semilla de comino; B: adicién de sulfato
anhidrido

Fuente: (Las autoras, 2023)

8. Envasado

Una vez asegurandonos que no exista agua en el aceite esencial se procede a transvasar, con
ayuda de una pipeta Pasteur se absorbe el aceite esencial y se traslada a un frasco ambar de 10

mL.
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Diagrama de flujo para la extraccion del aceite esencial de comino.

I Recepcidnde lamateria |

| Limpieza |

'

I Pesado |

.

Colocacién de 200 g
de semillas enun
matraz de fondo

redondo de 1000 mL

d

Colocacién de 700 mL
de agua destilada

.

Destilacién por arras tre
de vapor por 3 horas

.

Adicién de sulfato
anhidro de sodio

.

| Envasado |

Figura 8 Diagrama de flujo de la extraccion del aceite esencial de comino por arrastre
de vapor

Elaborado por: (Las autoras ,2023)

23



3.6.2 Propiedades fisicas del aceite esencial de comino

3.6.2.1 Densidad

Para determinar la densidad del aceite esencial se hara uso de la siguiente Ecuacion 1:

Densidad
m
d=_
v

Ecuaciéon 1 Férmula para la densidad

Fuente: (Coronel & Piedra, 2014)

Donde:

d = densidad

m = masa v = volumen

Para determinar la densidad del aceite esencial se empled el método de picnémetro el cual se
debe limpiar y secar dejandolo libre de humedad, por lo que se utiliza un desecador hasta que
tenga un peso constante, o exista diferencia entre dos pesadas consecutivas y no exceda el
0,001g; posterior a esto se coloca en una balanza analitica registrando su peso en gramos para
conseguir el peso inicial, se Ilenod con el aceite esencial el picndmetro de un volumen de 5
mL, con el fin de obtener el peso final y se procedid a realizar los célculos para definir la

densidad del aceite esencial de comino.

3.6.2.2 Rendimiento
El rendimiento del aceite esencial de comino es obtenido en relacién en gramos del aceite

esencial con respecto a la cantidad del material vegetal y se calcula en base a la Ecuacion 2
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Rendimiento

Pf—P
Pf

Ecuacion 2 Formula para determinar el rendimiento del aceite esencial

%R = X 100%

Fuente: (Escalante, 2020)

Donde:

%R= Porcentaje de rendimiento
Pf= Peso final del aceite

Pi=Peso inicial del frasco de aceite

3.6.2.3 Humedad

El método que empleo es del horno a temperatura constante. Para esta prueba se utilizé una caja
Petri, se distribuyd uniformemente la muestra (semilla de comino) sobre la superficie de la caja
Petri, se pesé el recipiente con la tapa antes y después de llenarlo, procediendo a colocar
rapidamente en una estufa a temperatura de 130-133°C, dejandolo secar por un periodo de 3
horas, posteriormente colocamos en un desecador durante 30-45 minutos para enfriarlo y se
pesa el contenido junto con la tapa, este ensayo se llevd a cabo por triplicado realizando el

mismo procedimiento para las 3 muestras.

El contenido de humedad se calcul6 mediante la Ecuacion 3

Humedad

100

H=(M2—M3Xm)

Ecuacion 3F6rmula para calcular la humedad en semilla

Fuente: (Poulsen, 2015)
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Donde:

H= humedad

M1= Peso del recipiente en gramos

M= Peso del recipiente y la muestra en gramos antes del secado

M3=Peso del recipiente y la muestra en gramos después del secado

3.6.3 Activacion de la cepa bacteriana de Escherichia coli ATCC 25922
La cepa bacteriana de Escherichia coli ATCC 25922, se obtuvo del Criobank de los

Laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

En base a la metodologia de Solera et al. (2006), el tubo de Criobank que contenia las perlas de
Escherichia coli se removié de la congeladora, se descongel6 a temperatura ambiente alrededor
de 5 minutos, con una asa recta se seleccion6 una perla y se deposité en un caldo de cultivo
TSB(Caldo de Soja Triptico) con un volumen de 10mL, posterior a esto, se llevo a la incubadora

durante 24 horas a una temperatura de 37°C.

3.6.4 Determinacion de la actividad del aceite esencial de comino mediante el
método de Kirby-Bauer.

Preparacion de medios de cultivo.

Segun Tovar (2018), para la preparacion del medio de cultivo TSA(Agar Triptona Soja) se
utilizara 12 gramos del medio en 300 mL de agua fria destilada, esta se calienta hasta su
ebullicion, lo que permite la disolucion total del agar, este medio se procede a esterilizar en un
autoclave durante 15 minutos a una temperatura 121 °C, finalmente se repartid el medio en cajas

Petri hasta que solidifiquen para su posterior utilizacion.
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Resiembra de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922

Se realiz6 un cultivo de la cepa bacteria de Escherichia coli en los medios de cultivo TSA con
un volumen de 150mL, se tomd con un asa de inoculacién de 1 a 2 ufc (unidades formadoras

de colonias) aisladas para ser estriadas, se incubd por 24 horas a 37°C.

Inoculacion en cajas Petri

De acuerdo a la metodologia descrita por Ibarra & Paredes (2013), a partir de la resiembra de
la cepa bacteriana de Escherichia coli ATCC 25922, se tom¢ varias colonias con un asa y se
inoculo en un tubo de ensayo 10 mL con solucion salina. Posteriormente se ajusto este inoculo
a una concentracion 1,5 x 108 ufc/mL escala de McFarland, observando en un
espectrofotdbmetro a 625 nm esto con la finalidad de comprobar la absorbancia en el rango de

0,08-0,1.

Se tom6 100uL del inoculo bacteriano, se dejo caer en el centro de la caja Petri y con ayuda de
un asa drigalsky se esparcio por toda la caja, posterior a esto se dejo secar por 5 minutos para
colocar los discos de antibiograma. Se empled un disco de antibidtico Cloranfenicol con control
positivo, un disco en blanco con DMSO como control negativo y por Gltimo 5 discos con las
distintas concentraciones de aceite esencial a 0,3%; 0,6%; 1,25%; 2,5% y 5% en un volumen

de 20pL.

Transcurrido 25 minutos luego de la aplicacion de los discos se llevaron a incubacion a 37°C

durante 24 horas.
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Disefio de antibiograma

Control +
(Cloranfenicol)

Aceite 5 %

Aceite 0,3 %

Aceite 25 %
Aceite 0,6 %

Aceite 1,25 %

C ontrol - (DMSO)

Figura 9 Modelo del disefio del antibiograma con las diferentes concentraciones del aceite de comino

Fuente: (Las autoras , 2023)

3.6.5 Determinacion de la CMI del aceite esencial de comino mediante el
método de dilucidén en caldo.
3.6.5.1 Preparacion del inoculo bacteriano
El procedimiento para el inoculo es el mismo que se realizé para el apartado anterior de la

actividad antibacteriana mediante el método de difusion en agar.

3.6.5.2 Preparacion del control positivo

Se utiliz6 un antibidtico comercial que fue Penicilina- Estreptomicina, para Montiel et al.
(2006), esta combinacion se usa para impedir la contaminacion bacteriana debido que actla
eficazmente en bacterias Gram negativas gracias a su amplio espectro antibacteriano, esta
solucion se prepard a una concentracion del 1% en donde se diluyo 10 mg del antibidtico con

1000 uL de agua previamente esterilizada.
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3.6.5.3 Preparacion del control negativo
Se preparo una solucion de DMSO a 150 uL y 1350 uL de agua estéril con un volumen final

de 1500 pL.

3.6.5.4 Preparacion del colorante TTC
Para este reactivo se utilizé 10 mg de TTC y se diluyo en 10 mL de agua fria en un frasco

ambar debido a que es fotosensible.

3.6.5.5 Preparacion de microplacas

Se utilizé6 microplacas de 96 pocillos donde se puso un volumen final de 200 uL, se inicia
llenando la fila A donde se coloc6 100 uL de MHB(Muller Hinton Broth) este medio es
recomendable para pruebas de sensibilidad cuantitativas para analizar bacterias anaerobias y
aerobias facultativas mas comunes en alimentos (Milipore, 2018), a partir de la segunda fila (B,
C y D) se coloco 100 uL de MHB y de aceite esencial de comino, se traspasé 100 uL desde el
pocillo 1 hasta el pocillo 12, para la fila E se coloc6 100 uL de MHB y de aceite esencial de
tomillo esto nos servird como una comparacion en lo cual se realiz6 el mismo procedimiento
que las filas anteriores (B,C y D), para los controles se utilizo la F como control positivo en el
cual lleva la preparacion del antibidtico ya antes descrita, para la fila G se utiliz6 como control
negativo la solucion de DMSO y en la fila H se utilizé el control de esterilidad donde se coloco

solo el medio MHB.

3.7 Ensayo de toxicidad con Artemia salina

Obtencién de Artemia Salina

Para la evaluacién la toxicidad el aceite esencial de comino se tomé como referencia la
metodologia propuesta por Saetama et al., (2018), utilizando Artemia salina. Se empled huevos

de Artemia salina comercial.
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Incubacién de huevos

En este proceso se utilizd como referencia la metodologia propuesta por Armas (2012), para la
preparacion de agua salina se emple6 1000 mL de agua declorada y 20 gramos de sal marina.
Para el proceso de incubacién se cortd una botella de plastico de 3L utilizando la parte en la
que contiene la tapa; a dicha botella se le agrega el agua salina previamente preparada y se
medird la temperatura en un rango de 25-30°C, una vez realizado este paso se le agrega 1 gramo
de huevos de Artemia salina, en el equipo de incubacién se colocé un aireador para mantener
la oxigenacion y un termostato que controlara su temperatura, seguido de esto se tapa con papel
film la botella, dicho paso ayudara a que el proceso de incubacion sea mas eficiente y el tiempo

de incubacion fue de 48 horas.

Emulsién del aceite esencial de comino

Para realizar las distintas emulsiones con el aceite esencial de comino usaremos como
emulsificante Tween 80 al 0,1% dado que este no es tdxico para la Artemia salina, esta se
realiz6 en proporcion 1:1 con el aceite a las distintas concentraciones 0,8%; 1,6%; 3,2%; 4,5%

y 5%.

Para este proceso se utilizo el método descrito por Pila & Segarra (2022), donde menciona que
una vez que los huevos hayan eclosionado se debe tomar 10 nauplios con ayuda de una pipeta
Pasteur y colocarlos en tubos de ensayo con 10 mL de agua salina, se adiciond 500uL del aceite
de comino a las distintas concentraciones, este proceso se realiz6 por triplicado consiguiendo

un total de 15 tubos y estos se dejan incubar por 24 horas a temperatura de 27°C.

Hay que tener en cuenta que para el control positivo se empled alcohol al 96% esto con la
finalidad de que se evidencie la mortalidad total de los individuos, mientras que para el control
negativo fue agua salina con el propoésito de demostrar que la Artemia salina no presente

problemas de nado y por ende su supervivencia sea asegurada.
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Conteo de nauplios muertos

Transcurrido las 24 horas de incubacion, se procedio a contar los nauplios muertos con la ayuda
de un estereoscopio NIKON SMZ745, registrando aquellos como muertos los que no realizan

ningun movimiento durante algunos segundos.

3.8 Elaboracion del embutido

Diagrama de flujo de la elaboracion del embutido fresco de cerdo.

Recepcion de
materia prima

!

Troceado de
carne

|

Pesado

|

Molido de la
carne

Condimentos,
Mezclado > aditivos quimicos y
l aditivos naturales

__»  Carne y grasa de cerdo

Uso de la tripa

artificial de cerdo ' Embutidora

|

Refrigeracion > Temperatura de 4°C

Figura 10 Diagrama de flujo de la elaboracién del embutido fresco de cerdo

Elaborado: (Las autoras ,2023)

Descripcion del proceso
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1. Recepcion de la materia

La materia prima (carne y grasa de cerdo) debe ser comprado en un lugar aséptico en este caso
se obtuvo del supermercado Supermaxi, tomando en cuenta que la carne no debe pasar el 10%

de grasa.

Obtencidn de la materia prima para el embutido

Figura 11 Materia prima
A: local en donde se recepto el producto; B: carne de cerdo

Fuente: (Las autoras, 2023)

2. Troceado

La carne y la grasa debe cortarse en cubos de aproximadamente 4 cm, seguido de esto se llevara

a congelar durante 12 horas.

Troceado de la carne y grasa de cerdo
4 - y £ ‘..'?' h\

Figura 12 Carne y grasa de cerdo cortada en cubos

Fuente: (Las autoras, 2023)
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3. Pesado

Se tomara en cuenta que la carne y la grasa deben tener relacidn en su peso, es decir, se utilizara

275 gramos de carne con 87,5 gramos de grasa.

Pesaje de la grasa y carne
." " 2 "' =

Figura 13 Pesaje de la carne y grasa de cerdo

Fuente: (Las autoras, 2023)

4. Molido

Los cubos pequefios se muelen pasando por un disco de 3 mm adicionando la grasa que también
sera molida por el mismo disco. Hay que tomar en cuenta que si la carne no esta bien molida

sera necesario volver a moler por segunda vez.
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Molienda de la amteria prima

Figura 14 Troceado de la carne y grasa

Fuente: (Las autoras, 2023)

5. Mezclado

Una vez que la carne esta molida se procede a colocar los condimentos y aditivos quimicos

previamente pesados.

Mezcla de la carne y aditivos

Figura 15 Mezclado de los aditivos y la carne molida

Fuente: (Las autoras,2023)
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6. Embutido

La masa sera embutida en una tripa natural de cerdo calibre 28-30mm de didmetro, previamente
lavada e hidratada con el fin de eliminar el exceso de sal. Se tomara en cuenta que el embutido

sera de aproximadamente de 25 gramos.

Embutid

B e O

e AR

Figura 16 Producto final

Fuente: (Las autoras, 2023)

7. Refrigeracion

Se mantendra en refrigeracion con una temperatura de 4°C.

3.8.1 Anadlisis microbiologico del embutido fresco de cerdo
Se realiz6 mediante el método de ensayo proporcionado por la norma AOAC ( 2020), en donde
nos dice que para la seleccion de la muestra se seleccion6 una muestra representativa de los
embutidos y se tomd 25 gramos de carne del interior del producto, esta muestra se coloca en un

frasco boheco de 100 mL de agua peptona da al 0,1% , se homogeniza durante unos minutos.

Posteriormente se toma 10 mL de la solucién homogenizada y se traslada a otro frasco boheco
con 90 mL de agua peptonada, este proceso se repite hasta obtener una dilucion de 10-¢. Se

procede a sembrar un 1 mL en las Petrifilm las cuales se incuba a 37° C durante 24 horas.

Este proceso se realizé por triplicado de acuerdo a la norma requerida.
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3.9 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de comino en el
embutido fresco de cerdo
Para la actividad antimicrobiana del aceite de comino (Cuminum cyminum) se realizé un

ensayo con un volumen de 100pL.

3.9.1 Activacion de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 y preparacién de
escala McFarland
Se realiz6 una nueva siembra de la cepa Escherichia coli ATCC 25922 y se incubo a 37°C
durante 24 horas. Para saber la concentracion de Escherichia coli que se inoculara en el
embutido fresco de cerdo, se debera tomar varias colonias de modo que llegue a 1x108 ufc/ mL
(escala de McFarland) y se afiadira en una solucion de NaCl (cloruro de sodio) para determinar

su absorbancia.

3.9.2 Inoculacién de Escherichia coli en el embutido
Con el fin de que la concentracion de Escherichia coli este entre los parametros permitidos se
realizaron 5 diluciones hasta obtener una concentracién de 1x103 ufc/mlL,la cual esta

estipulada en la norma INEN (1338:2012) (2012).

Se introduce la carne en una funda ziploc estéril, con ayuda de una jeringa se inyecta 10 mL de
este inoculo en relacion a 25 gramos del embutido, esto con la finalidad de que el inoculo se
distribuya de forma homogénea posterior a esto se coloca el embutido en un Erlenmeyer y se
tap6 con parafilm y se llevd a incubar en el shaker durante 24 horas. Pasado este tiempo se
procedi6 a colocar 90 mL de agua peptonada, se tomé un 1 mL de la dilucién y se inoculo en
las placas de recuento E. coli / Coliformes 3M™ Petrifilm™, se incubaron durante 24 horas a

37°C para su posterior lectura.

36



3.10 Evaluacion de las caracteristicas organolépticas del embutido

Diagrama de flujo experimental

Carne y grasa de

Recepcidn de
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carne
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'

Molido de la
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|

Mezclado

Adicion de
condimentos y aditivos

l quimicos

Uso de tripa natural -« Embuﬁdora
de cerdo

Coccioén

Figura 17 Diagrama de flujo experimental de las caracteristicas organolépticas

Fuente: (Las autoras, 2023)

La prueba sensorial fue realizada en la Universidad Politécnica Salesiana, para llevar a cabo
esta prueba se empled una preparacion parecida a la que realiza un usuario ordinario. Segun la
metodologia de Cérdova & Rosales (2009), la prueba sensorial se evalu6 en base a una escala
similar de 5 puntos, considerando la calificacién de 5 como excelente hasta el 1 muy malo. El
valor minimo a considerar aceptable el producto es de 4 global. Dentro del analisis
organoléptico del producto terminado se realizaron distintas apreciaciones de las caracteristicas

del alimento entre las cuales son: el color, el olor y el sabor.
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Los criterios asignados para el color son los siguientes: muy palido el puntaje correspondiente
seria minimo (1), muy oscuro o rosaceo el puntaje correspondiente seria el maximo (5). Para la
caracteristica de olor el criterio a determinar es si es muy intenso su puntaje corresponderia al

minimo (1) pero si su olor es tenue (embutido comun) se calificaria con el puntaje maximo (5).

Finalmente, para el criterio del sabor el puntaje méximo (5) corresponde si es muy agradable,
y si su sabor es desagradable se puntuaria con una calificacion minima (1) (Pérez & Ponce,

2013).

Tabla 3 Escala utilizada para la evaluacion sensorial del embutido fresco de cerdo

Caracteristicas Calificacion
Excelente 5
Bueno 4
Regular 3
Malo 2
Muy malo 1

Elaborado: (Las autoras, 2023)
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4  Resultados y discusion

4.1 Extraccion del aceite esencial de comino

Se realizo la extraccion del material vegetal seleccionado (semillas de comino), para determinar
la densidad, rendimiento y la humedad, asi como también determinar las condiciones que se

emplearon en la extraccion que se encuentran descritas en la Tabla 4

Tabla 4 Condiciones de la extraccién del aceite esencial de comino

CONDICIONES Comino (Cuminum cyminum)
Cantidad de material vegetal 2000 g

Cantidad de agua destilada 3L

Tiempo de extraccion 4h

Total de aceite extraido 20 mL

Total de extracciones 16 extracciones

Color Amarillento

Rendimiento 1%

Humedad 9,60%

Densidad 0,9578 g/cm?®

Elaborado: (Las autoras, 2023)

En base a la Tabla 4 el aceite esencial de comino (Cuminum cyminum) tuvo un rendimiento del
1% en comparacion a un estudio realizado por Sowbhagya et al ( 2008), en donde menciona
haber obtenido un rendimiento del 3,4% utilizando el mismo método de extraccion, asi como
también un estudio publicado por Juarez (2015), en donde el rendimiento obtenido es de 2%. Este
resultado depende mucho de las condiciones geograficas, cosecha, suelo entre otras, asi como

el método de extraccion empleado para obtener el aceite esencial.

Con respecto a la humedad se obtuvo un porcentaje de 9,60% mayor en comparacion a

resultados obtenidos por Singh & Goswami (2000), en donde mencionan que la humedad de
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las semillas de comino es de 9,53%, siendo este un porcentaje permitido en base a las Normas
internacionales de Alimento (CODEX, 2021) , el cual menciona que el comino no debe contener

mas de un 10% de humedad.

En cuanto a la densidad el resultado obtenido es de 0,9578 g/cm?, este tiene una relacion con
el estudio de Sedlakova et al (2003), en donde nos menciona que su densidad es de 0,95 g/cm3,

este resultado nos muestra el nivel de pureza del aceite esencial de comino.

4.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de comino por el

método de difusion de agar

Halos de inhibicion

D)

Figura 18 Medicién de halos de inhibicién

A: Halo de inhibicion a la concentracion a 5%; B: Halo de inhibicion a la concentracion de 2,5%; C: Halo de
inhibicion a la concentracién de 1,25%; D: Halo de inhibicién a las concentraciones de 0,6 y 0,3%. Medicién
de halos de inhibicién formados por el efecto antibacteriano por el aceite esencial de comino.

Fuente: (Las autoras, 2023)
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Para determinar los resultados del diametro de inhibicién conseguidos, se tomara como

referencia las pautas de Lagos (2012), en base a la sensibilidad del aceite esencial de comino

frente a la cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25992, las cuales son:

Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm

Sensible (Sensible = +) de 9 a 14 mm

Muy sensible (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm

Sumamente sensible (S.S = +++) si fue igual o superior a 20 mm

Los diametros de los halos de inhibicion obtenidos por los discos sumergidos en aceite esencial

de comino a diferentes concentraciones se describen en la siguiente tabla:

Tabla 5 Diametro de los halos de inhibicion en mm conseguidos por el aceite esencial de

comino
Agente de Concentracion Promedio Desvest. Control (-) | Control (+)
control
5% 16 mm 1 6 mm 20 mm
2,5% 13 mm 1 6 mm 18 mm
Aceite 057
esencial de 1,25% 9,66 mm ' 6 mm 20 mm
comino 057
0,6% 6,66 mm ! 6 mm 16 mm
0,3% 5 mm 1 6 mm 16 mm

Elaborado: (Las autoras, 2023)

En base a los resultados obtenidos en la Tabla 5 se determind que la concentracion con un

mayor efecto inhibitorio fue de 5% con un promedio de inhibicion 16 mm para el aceite esencial

de comino, considerando a Escherichia coli como una cepa bacteriana muy sensible a esta

concentracion del aceite esencial. Por consiguiente, las concentraciones de aceite esencial de

comino de 2,5 %y 1,25 % estarian dentro de la clasificacion de sensible.

Los resultados obtenidos en este estudio se pueden sustentar en base a una investigacion

realizado por Teneva et al (2016), donde demostraron que las bacterias Gram negativas
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ensayadas mostraron zonas de inhibicion de 8 a 12,5 mm, con un efecto inhibitorio mayor al
0,06 %. Esto se debe a la estructura y composicion de la pared celular. En donde la presencia
de una membrana externa en las bacterias Gram negativas impide la difusion de los aceites
esenciales a través de la membrana hasta el citoplasma celular, lo que las hace mas resistentes
a la accion de los aceites. Con respecto al antibidtico que se manejo fue el cloranfenicol donde
mostro una zona de inhibicion de 20 mm segin Mosquito et al. (2011), esto podria ser a que
este antibidtico inhibe la biosintesis de las proteinas por lo que previene la elongacion de la

cadena de péptidos al unirse al centro de la peptidiltranferasa del ribosoma 70S

Otro estudio denominado “Inhibitory activity of essential oils on Escherichia coli” se demostrd
que el efecto antibacteriano del aceite esencial de comino se obtuvo un halo de 9 mm a una
concentracion de 1,85%, en este estudio se empleo la misma escala de inhibicion a partir del
diametro calificandolo como sensible concluyendo que poseen una relacion con nuestros

resultados obtenidos (Pirliteanu et al., 2020).

4.3 Determinacion de la CMI del aceite esencial de comino por el método de micro
dilucion en caldo

El andlisis cuantitativo se efectué calculando las absorbancias de cada una de las celdas

mediante el lector de microplacas, en el cual se sabe que la absorbancia es directamente

proporcional a la concentracién bacteria. Para la microplaca se calculd el promedio de las

absorbancias de repeticion para obtener el analisis de datos (véase Tabla 6). Seguidamente, se

consiguio el porcentaje de inhibicion para E. coli ATCC® 25922™, Para el porcentaje de

inhibicion se calcula con la siguiente Ecuacion 4.
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% inhibicion =

Fuente: (Doroteo et al., 2013)

(Ao — Am) .

Concentracion minima inhibitoria

100

Ecuacion 4 Férmula para determinar la CMI

Donde:

Ao= Absorbancia del control negativo

Am= Absorbancia de cada formulacién

Tabla 6 Determinacién de la CMI del aceite esencial de comino.

Escherichia coli

Agente de control Concentracion | Porcentaje de CMI
inhibicion (mg/uL)

2,5 97,97% 1,66

1,25 97,81% 0,83

Aceite esencial de comino 0,6 50,11% 0,42
0,3 37,75% 0,21

0,15 35,36 0,105

0,08 31,4 0,052

*CMI: Concentracion minima inhibitoria

En la Tabla 6 se resume el resultado de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de comino frente a la bacteria Escherichia coli ATCC 25922, por consiguiente se
obtuvo una CMI de 0,83 mg/uL lo cual es un resultado ligeramente mayor a lo reportado por
Saee et al (2016), donde indica que su CMI fue de 0,25 mg/pL , con respecto al % de CMI se
obtuvo un resultado del 1,25% en comparacion con lo reportado por Mohamadein et al (2015),
donde mencionan que el aceite de comino inhibié al 10% ,segin Ozean & Erkmen (2001), la
diferencia puede deberse a sus componentes esenciales como monoterpenos dado que poseen

una estructura quimica especifica incluyendo anillos aromaticos, son capaces de descomponer
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la membrana externa de las bacterias Gram positivas y aumentar la permeabilidad de la

citoplasmatica interna a diversos compuestos (Helander et al., 1998).

Gréfica de inhibicion del AEC

120

97,97 97,81
100

60 50,11

37,75
- 35,36 314

20

PORCENTAJE DE INHIBICION AEC

2,5 1,25 0,6 0,3 0,15 0,08
CONCENTRACION DEL ACEITE ESENCIAL DE COMINO

Porcentaje de inhibicion

Figura 19 Porcentaje de inhibicion del AEC

Fuente: (Las autoras, 2023)
*AEC: Aceite esencial de comino

El porcentaje de inhibicion se cuantifico en base a la lectura del lector de micro placas a una
longitud de 630 nm, en la Figura 19 se evidencia el punto de declive de inhibicidn bacteriana,

por ende, se concluye que la CMI del aceite esencial de comino es de 1,25%.
4.3.1 Prueba cualitativa adicional de la CMI del aceite esencial de comino

Se realiz6 una valoracion cualitativa donde se observé la presencia o ausencia de crecimiento
de Escherichia coli empleando TTC, en el cual se constata un bajo crecimiento bacteriano desde
la columna 1 hasta la columna 2 y que a partir de la columna 3 hasta la columna 12 se empieza
a volver de un color rojo intenso eso se debe a que en estas concentraciones el aceiteno se
comporta como un antibacteriano; es decir que el reactivo TTC (cloruro de trifeniltetrazolio)

desempefia una accion deshidrogenasa, convirtiéndose en 2,3,5
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trifeniltetrazolio e induciendo a tornarse de color rojo o violeta en el citoplasma de las células

bacterianas vivas (Myszograj et al., 2018).

Dilucion en microplaca

A
B
c AEC.
D
= AET,
F
H (g
Control de
esterilidad
\ I J ' ]
22 C. 3-12

Figura 20 Microplaca con TTC luego de 2 horas de incubacion.

Fuente: (Las autoras, 2023)
*C+: control positivo; C-: control negativo; AEC: aceite esencial de comino; AET: aceite esencial de tomillo; C:
columna.

En la Figura 20 se visualiza la Microplaca luego de dos horas de incubacién con TTC en los
96 pocillos, se constatd que la tincion dado por el reactivo concuerda con las lecturas obtenidas

en el lector de microplacas en el cual se obtuvo una MIC de 1,25% a una longitud de 630 nm.

4.4 Ensayo de toxicidad

Se preparan 5 soluciones cada uno por triplicado considerando las siguientes concentraciones
del aceite esencial de comino (Cuminum cyminum) al 0,3%; 0,6%; 1,25%; 2,5%; 5% en un
volumen final de 10 mL en cada tubo; asimismo se utilizd control positivo se tomé referencia

el etanol 70% y como control negativo se empled agua salina.
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4.4.1 Ensayo del control positivo y negativo

Tabla 7 Ensayo del control positivo de toxicidad con etanol al 70%

N° o : % de
Agente Nauplios N° Nauplios Total mortalidad
Etanol T1 T2 T3
0,
70% 10 0 0 0 0 100%

Elaborado: (Las autoras, 2023)

Los resultados obtenidos para el control positivo de etanol al 70% en el ensayo de toxicidad
es del 100% mortalidad esto se puede confirmar como indica en el estudio de Bajracharya &

Tuladhar (2012), donde su mortalidad también es del 100%.

Tabla 8 Ensayo del control negativo de toxicidad con agua salina

N° o . % de
Agente Nauplios N° Nauplios Total mortalidad
Agua X1 X2 X3
salina 10 10 | 10 | 10 30 0%

Elaborado: (Las autoras, 2023)

Con respecto al resultado del ensayo de control negativo con agua salina el porcentaje de
mortalidad es 0% de tal manera que este agente es 0ptimo para el uso en toxicidad esto se debe
a que no presenta compuestos que puedan alterar la composicion del agente resultando eficaz
para la supervivencia de la Artemia salina como lo indica Saetama et al (2018), en su estudio
de “Evaluacion toxicoldgica de soluciones acuosas de ibuprofeno mediante bioensayos con

Artemia salina, Allium schoenoprasum L. y Lactuca sativa.

4.4.2 Dosis letal 50 con aceite esencial de comino.

Tabla 9 DLsy con aceite esencial de comino a las distintas concentraciones

Concentraciones N° N° Nauplios Total % de Observaciones
Nauplios muertos mortalidad

Agente
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Cl|C2|C3
5%
10 10|10 | 10| 30 100%
2.5%
10 10 |10 | 10| 30 100%
Aceite 1,25%
esencial 10 10|10 | 10| 30 100%
de
comino 0,6% 2 individuos
presentaron
10 3 13| 4 20 33,3% problemas de
nado
0,3%
10 2 3] 2 23 23,3%

Elaborado: (Las autoras, 2023)

En base a la Tabla 8, el DLso con respecto al aceite esencial de comino en concentracion de 0,6
% y 0,3% se considera dptimo ya que no presenta un alto grado de toxicidad en comparaciéncon
las otras concentraciones, en un estudio publicado por Cerda (2021), se muestra que los valores
obtenidos del DLsg del aceite de comino es altamente tdxico dado que a

concentraciones mas bajas presentadas en nuestro estudio demuestra toxicidad.

4.5 Evaluacién de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de comino y las sales
nitrales en el embutido.

Tabla 10 Analisis microbioldgico en embutido fresco de cerdo

Agente
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Recuento de Escherichia

Recuento permitido de

coli Escherichia coli
ufc/g ufc/g NTE INEN 1529-8
Aceite esencial de comino 8,15 x 102 1x103
Sales nitrales 6,93 x 102 1x103
CONTROL POSITIVO 1x 103 1x 103

CONTROL NEGATIVO

No hay crecimiento

Ausencia total

Elaborado: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 10 se puede observar que el embutido con la aplicacion del aceite esencial de

comino se encurta dentro de los parametros establecidos por la INEN (1338:2012) ( 2012),

debido a que hay que tomar en cuenta que para el embutido se trabajé con una materia prima

de alta calidad ya que al momento de realizar el analisis microbiologico de la carne de cerdo

junto con la grasa no se obtuvo un crecimiento de Escherichia coli. Para inocular la bacteria en

la carne se estim¢ aplicar una cantidad de 1000 ufc/g siendo la cantidad méxima que nos permite

la normay al aplicar el AEC como las sales nitrales se observo si existe una disminucién en el

crecimiento de E. coli.

4.5.1 Andlisis estadistico del analisis microbioldgico

Tabla 11 Analisis de varianza entre AEC-Sn y Testigo

Desviacion Diferenciacion
Agente Tratamiento Media
estandar de las medias
Aceite esencial
T1 830,00 20,00 AB
de comino

48




Aceite esencial
T2 800,00 100,00 B
de comino
Sales Nitrales T3 786,67 15,28 B
Sales Nitrales T4 600,00 100,00 C
Testigo Test. 1000,00 0,00 A

Elaborado: (Las autoras, 2023)

En base a los resultados obtenidos en la Tabla 11 se realiz6 una comparacion entre el testigo y
los tratamientos presento un p> 0,003, lo cual demuestra que existe diferencia estadistica, por
lo tanto, se evidencio que la aplicacion de estos tratamientos tanto como sales nitrales y el aceite

esencial de comino si reduce el crecimiento bacteriano en el embutido fresco de cerdo.

Gréfico de barras del andlisis de varianza entre AEC-Sn y Testigo

1058,944

A
938,74
AB
818,541 B B
698,341
'
578,15 1
T2 T3 T4

Test T

UFC

Tratamiento
Figura 21 Diagrama de barras de los tratamientos
Fuente: (Las autoras, 2023)
*AEC: Aceite esencial de comino

*Sn: Sales nitrales

Ho = Todos los aditivos son iguales

Ha= Al menos un aditivo es diferente
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De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 11 se obtuvo un p<0,05, por lo cual se rechaza

la Ho y se acepta la Ha tal como se muestra en la Figura 21, en donde podemos observar que

el T4 (sales nitrales) presenta un menor crecimiento bacteriano de Escherichia coli con respecto

al testigo y al aceite esencial de comino.

Tabla 12 Andlisis de varianza entre el AEC-Sn

Agente Tratamiento | Media Desviacion Diferenciacion de
estandar las medias

Aceite esencial C1 830,00 20,00 A

de comino

Sales nitrales C1 786,67 15,28 A

Aceite esencial C2 800,00 100,00 AB

de comino

Sales Nitrales C2 600,00 100,00 B

Elaborado: (Las autoras, 2023)

En cuanto a la Tabla 12 se realiz6 una comparacion entre los aditivos, de manera que en el

analisis de varianza se delimité la variable agente en donde se demostr6 que al menos uno es

diferente, esto quiere decir, que estadisticamente los aditivos no son iguales, por consiguiente,

se obtuvo un p valor de 0,0189 dando como resultado que las sales nitrales son el mejor

conservante para los embutidos.
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Gréfico de barras del anélisis de varianza de AEC-Sn.

810,39 A

UFC

735,731

661,081

I B
585,43 T 1
Aceite_Comino:C1 Aceite_Comino:C2 Sales_Nitrales:C1 Sales_Nitrales:C2

Agente*Dilucion
Figura 22 Diagrama de barras de los tratamientos

Fuente: (Las autoras, 2023)
*AEC: Aceite esencial de comino

*Sn: Sales nitrales

Ho = Todos los aditivos son iguales

Hq= Al menos un aditivo es diferente

Referente a la los resultados obtenidos en la Tabla 12 se consigui6 un p<0,05, por lo cual se
rechaza la Ho y se acepta la Hq, en donde la sales nitrales presentan un menor contenido de ufc,
por lo tanto, existe una mejor inhibicion de Escherichia coli a comparacion del aceite esencial
de comino. También se puede mencionar que hay una diferencia estadistica entre las diluciones
donde la C2 presento un bajo contenido de actividad antimicrobiana, pero hay que tener en
cuenta que los agentes y las concentraciones son independientes ya que no muestran una

interaccion como se observa en la Figura 22.
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5 Conclusiones y recomendaciones
Mediante la investigacion realizada con aceite esencial de comino, se logro obtener 20 ml por
cada 2 kg de la semilla de las cuales se realizaron 16 extracciones para obtener el volumen final

mediante el método de destilacién por arrastre de vapor.

En base a la metodologia realizada aceite esencial de comino presento una actividad
antibacteriana a concentraciones de 5%; 2,25% y 1,25%, teniendo un promedio de halo de 16
mm, 13 mm y 9,66 mm respectivamente para Escherichia coli ATCC 25922 , estas
concentraciones fueron utilizadas debido a que se realizd un previo ensayo toxicoldgico a
concentraciones mayores al 10% lo cual resulté con un porcentaje de mortalidad al 100%, es
por ello que se optd por escoger rangos menores al 5% para conocer la actividad antimicrobiana
en porcentajes menores, de igual forma para la obtencion de la CMI se utilizé el método de
Microdilucion en caldo dando como resultado una concentracion de 1,25% el cual presenta un
efecto inhibitorio sobre Escherichia coli en embutido fresco de cerdo, sin embargo al realizar
la prueba de toxicidad mediante Artemia salina el cual nos permite calcular el DLso (Dosis letal
media) se pudo evidenciar que a esta concentracion el aceite esencial de comino no es 6ptimo
ya que resulto con un porcentaje de mortalidad al 100%, sin embargo se demostro que este
aceite puede ser optimo en pequefias concentraciones como 0,6% y 0,3% dado que tiene un

porcentaje de DLso menor al 50%.

Al concluir nuestro trabajo experimental se deduce que los resultados obtenidos demuestran
que el uso del aceite esencial de comino presenta actividad antibacteriana, pero a
concentraciones mayores al 1,25% debido a esto no se podria considerar como una alternativa
a manera de aditivo, no obstante, se realizaron pruebas estadisticas donde se hizo una
comparacion entre las sales nitrales y el aceite esencial de comino, lo cual, se evidencio que las
sales nitrales son un mejor conservante dado que presenta una mayor actividad antimicrobiana

frente a Escherichia coli.
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Finalmente con los ensayos ya realizados se llegd a la conclusion que el aceite esencial de
comino es un antimicrobiano eficaz frente a Escherichia coli pero a concentraciones altas a
partir del 1,25%, sin embargo este aceite presenta toxicidad a concentraciones mayores a las
realizadas, es por esto que la hip6tesis planteada no se logro, ya que al colocar en el embutido
fresco de cerdo el aceite esencial de comino a la concentracion que presenta actividad

antimicrobiana como conservante no seria 6ptimo para el consumo humano.

Por consiguiente, se recomienda combinar con otro aceite esencial que presente actividad
antibacteriana mas potente, pero a menores concentraciones de este modo podra ser utilizado

para conservar embutidos.

Se sugiere ensayar otra forma de extraccion para obtener una mayor cantidad aceite y por ende
optimizar su concentracion, de igual forma se puede hacer uso de distintas bacterias que pueden

ser causantes de enfermedades transmitidas por alimentos.

Se plantea el uso de otros emulsificantes para que los aceites esenciales se pueden mezclar con
mayor facilidad al momento de realizar la prueba de toxicidad y que no presente microparticulas
suspendidas en el agua dado que estas podrian dificultar el conteo de la Artemia salina en el

ensayo.

Se aconseja probar el tiempo de vida atil del embutido a diversas concentraciones del aceite

esencial para demostrar si su efecto antimicrobiano podria reemplazar a los aditivos quimicos.

Se propone estudiar el uso de aceite esencial de comino, asi como también las ventajas y
desventajas economicas para el mercadeo dentro del Ecuador como conservante natural para

productos carnicos.
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6 Anexos
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Anexo 1 Pruebas Petrifilm aceite esencial

A: prueba del aceite esencial de comino en Petrifilm; B: control positivo del aceite esencial de comino; C:
control negativo del aceite esencial de comino

Fuente: (Las autoras,2023)
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Pruebas de Petrifilm con sales nitrales

Anexo 2Pruebas Petrifilm sales nitrales

A: prueba de sales nitrales en Petrifilm; B: control positivo de sales nitrales; C: control negativo de sales
nitrales

Fuente: (Las autoras,2023)
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Ensayo de toxicidad con Artemia salina
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Anexo 3 Ensayo de toxicidad

A: Equipo para eclosidn de Artemia salina; B: Artemia ya eclosionada; C: Visualizacién de Artemia salina en
el Macroscopio

Fuente: (Las autoras ,2023)
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Anexo 4 Activacion de la cepa bacteriana
A: activacion de la cepa Escherichia coli ATCC 25922; B: resiembra de la cepa bacteriana

Fuente: (Las autoras,2023)

Determinacion de la humedad

Anexo 5 Determinacién de la humedad

A: secado de la caja Petri en la estufa; B: pesado de la semilla antes del secado; C: pesaje de la semilla
después de 3 horas de secado

Fuente: (Las autoras,2023)
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Determinacion del rendimiento del aceite esencial de comino

Anexo 6 Determinacidn del rendimiento del aceite esencial
A: pesaje del frasco vacio; B: traspaso del aceite esencial al frasco; C: pesaje del frasco con aceite

Fuente: (Las autoras, 2023)
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