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INTRODUCCION

Los bioconservadores son una parte esencial enadadsictos alimenticios ya que extienden
la vida de anaquel del producto, controlan lasipdgrles organolépticas de los alimentos y
garantizan la salud del consumidor inhibiendo eécicniento y/o aniquilando a

microorganismos indeseables (52).

Para Garcia, la actividad antimicrobiana de hierpasspecias, es atribuida tanto a
compuestos fenolicos presentes en sus extracto®m) accompuestos alifaticos, aldehidos,
cetonas, acidos e isoflavinas presentes en lagiaseor su parte Nychas indica que los
compuestos fendlicos presentes en sustancias ardbi@nas naturales, pueden
desnaturalizar enzimas o bien interferir en amiitwé®; ambas acciones vinculadas con la

germinacion microbiana (43).

De otro lado, en relacion a la conservacion de alitos, actualmente la industria
enfrenta una creciente exigencia, por parte dekwwoidor, para la produccién de
alimentos de calidad, minimamente procesadosugsg con mayor vida Gtil, por lo que
se hace cada vez mas necesaria la sustitucion atkigbos sintéticos por productos
naturales menos toxicos y con menor impacto coetrambiente, siendo los aceites
esenciales y especias una alternativa de impedagitances en este tema, pues, los
estudiosin vitro e in situ reportados en frutas, hortalizas, productos casnic lacteos
indican que se requieren muy bajas concentracideesceites esenciales para lograr un

efecto bioconservador.

Entre estos productos naturales se destaca dke @eecominoCuminum cyminumyjue se

ha descrito como agente efectivo por su activigatimicrobiana y antioxidante que se
atribuye a la presencia de compuestos activos tales: aldehido cuminico (25-35%),
terpenos (pineno, terpineol); flavonoides: deriwadiel luteolol y apigenol que podrian

controlar a agentes de deterioro y a patdgencs esrhe de truch@b).



Por tanto, el presente estudio estuvo encaminadalaar la actividad antimicrobianen“

vitro” del aceite de comincCminum cyminuiny su potencial uso como bioconservador
de la carne de trucha con el fin de aportar eblesqueda de aditivos naturales que
contribuyan a mejorar la conservacion y la inoadide este alimento muy susceptible al
deterioro. Ademas la industria alimentaria serd atector beneficiado al disponer de
informacion sobre un aditivo natural que satisfigdemanda de produccion de alimentos

mas frescos, mas naturales, mejor conservados garantia de calidad (49).

Para la determinaciofin vitro” se utilizé un Screening de actividad antimicrobiana
mediante difusion de discos, los cuales dieronaeiiic utilizando concentraciones de
10.000, 5.000, 2.500 y 1.250ug/pL, la CIM se uilen concentraciones de 1.000 hasta
0.998mg/mL , determinando que las potencias de01h@@ta 15.6mg/mL da la eficacia,
debido que las otras concentraciones son muy bajaSIMB fue de 31.25 mg/mL , el
tiempo de muerte especifico de las bacterias fuk ltleras en adelante, con una reduccion
del 100%. El estuditin situ” del efecto inhibitorio del aceite de comino, séadt a una
concentracion de 312.5 mg/mL, dando efectividaa parbacteridPseudomonas spas
cuales fueron almacenadas a 0, 12, 24 y 48 horaefdgeracion (4°C) este fue el
tratamiento mas efectivo para reducir la pérdidéadmlidad del pescado, en cambio para

Escherichia coliy especiegroteoliticasson inactivas.
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CAPITULO |

1. MARCOTEORICO
1.1 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

1.1.1 GENERALIDADES

En general un antimicrobiano es un agente que peurana funcion microbiana
presentando a la vez una toxicidad selectiva. Emgentes (antibidticos) son producidos
por microorganismos, tienen diferentes espectrasfubicion, muchos son efectivos solo
contra una variedad limitada de patdgenos miewitras son de amplio espectro, es decir

atacan diferentes clases de patégenos (41).

Algunos agentes se pueden usar contra mas de pao.dtatre los antimicrobianos. Los
agentes estéticos inhiben el crecimiento microb@manodo reversible, o sea si el agente
es removido, los microorganismos recuperaran demsa crecimiento, en cambio los
agentes cidas destruyen al microorganismo diana¢tstidad depende de la concentracion
y el agente puede ser solamente estatico a bajetesi El efecto de un agente también
varia con la especie diana, un agente puede separd unas especies y estéatico para otras
(41).

Plantas con usos medicinales y culinarios han deatustener actividades antibacterianas,
antifingicas y antivirales, las cuales han sidduagas mediantes estudida Vitro” e “in
vivo”. Las pruebas de actividad antibacteriana se haificiéa® en métodos de difusion,
de dilucion y autobiogréficos. Parece que hastamelmento no existen pruebas
estandarizadas para evaluar la actividad antibantede potenciales preservativos contra
microorganismos relacionados con los alimentodgque algunas pruebas propuestas por

la NCCLS (Instituto para la Normalizacion de Laliores Clinicos) para el ensayo de



-2-

antibioticos se han modificado para aplicarlas empuesto naturales como los aceites

esenciales (6).

Investigadores han adaptado métodos experimenpales representar lo mejor posible
futuras aplicaciones, sin embargo el ensayo puedafectado por multiples factores tales
como: el método para extraer el material de latplagl volumen de inoculo, la fase de
crecimiento, el medio de cultivo, el pH, el emutsihte, el tiempo y la temperatura de

incubacion (27).

Alguna idea de la efectividad de estos agentes egusst obtenida a partir de la
concentracion inhibitoria minima, (CIM), la conaatién minima bactericida (CMB) y el
tiempo de muerte. La concentracion inhibitoriaimanmide el desempefio antibacteriano
del agente, a través de la mas baja concentraei@ma droga que previene el crecimiento
de un patégeno particular. La concentracion mirldactericida es la concentracibn mas
baja que mata al patdgeno. Para determinar lagapid un efecto bactericida o la duracion

de un efecto bacteriostatico se aplica el ensay®dgo de muerte (27).

1.2EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Hoy en dia existe una demanda significativa dedssumidores por los alimentos que son
minimamente procesados y libres de conservantesapsd de sintesis con la percepcion de
ser "natural " como resultado, la industria alitaga se enfrenta a grandes desafios para
producir alimentos naturales antimicrobianos y axidiantes para reducir el uso de
conservantes quimicos sintéticos y siguen proddoi@imentos seguros que son también

considerados como saludables (37).

Los antimicrobianos se usan en los alimentos psrazmones principales: (1) para controlar
los procesos naturales de deterioro (conservac®mlidhentos), y (2) para prevenir y
controlar el crecimiento de microorganismos, irihgi los microorganismos patégenos, los
antimicrobianos naturales son derivados de origémal, vegetal y de origen microbiano.
Existe un potencial considerable para la utilizacite antimicrobianos naturales en los

alimentos, especialmente en frutas y hortalizascé® Sin embargo, los métodos y
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mecanismos de accion, asi como los efectos togma® y sensoriales de los

antimicrobianos naturales, no se conocen con éxd¢27).

1.3METODOS PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE  LOS
ACEITES ESENCIALES

La Administracién de Alimentos y Medicamentos (FD#§ aprobado este método como
una norma para el Comité Nacional de Estandardsaderatorios Clinico. El método de
difusion del disco es el método técnico mas utlkizgpara determinar la actividad

antimicrobiana de los aceites esenciales y exsd80).

1.3.1 METODO DE DIFUSION EN AGAR

La actividad antimicrobiana es generalmente evalyam este método para los estudios
preliminares. Un disco de papel empapado con kaldga de oportunidades se coloca en la
superficie inoculada de una placa de Agar y la zimanhibicion microbiana se mide.
Diferentes parametros en esta prueba podria afelctasultado, tales como el volumen de
igualdad de oportunidades en los discos de papelrosor de la capa de Agar y el
disolvente. Por ejemplo, algunos de los disolvemggmrtados son el etanol, metanol,
Tween-20, Tween-80, la acetona en combinacion aeeem-80, glicol de polietileno, el
glicol de propileno, n-hexano y dimetilsulfoxide, ¢jue podria dar lugar a dificultades al
comparar los diferentes estudios (Brandi et al,628art et al, 2007.). Los datos mas
precisos sobre el extracto de evaluacion a losnartbbianos se han obtenido con este
método (Kil et al., 2009) (37).

1.3.2 METODO DE MICRO DILUCION EN CALDO

El método de microdilucion en caldo se utilizd pdaaevaluacion de la actividad
antimicrobiana de las partes aéreas de aceiteofrBsectranthus cylindraceus contra
Staphylococcus aureus y Bacilluss subtille acuerdo con David son y Naidu, este método
mostro renta media-baja (% v / v) de diferentest@sesenciales extraidos de laurel, clavo,

menta y tomillo contr&scherichia coli, Staphylococcus aureus y Canditbacans en
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comparacion con el Agar-dilucion ensayo. Este netfoe utilizado por Radusiene et al.
para evaluar la actividad antimicrobiana de Acaalgsous contra 17 especies de bacterias,

levaduras y hongos (37).

1.4COMINO ( Cuminum cyminum
1.4.1 CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Apiales

Familia: Apiaceae
Género:Cuminum
EspecieCuminum cyminum
Nombre binomial

Cuminum cyminur(b4)

1.4.2 DESCRIPCION DE LA PLANTA DE COMINO

Es una planta herbacea anual perteneciente a ldiafaapiaceae (antes llamadas
umbeliferas). Alcanza una altura de 30 cm, tienashlanceoladas, las flores son pequefias,
blancas o rosas. Las llamadas semillas son, eidadallos frutos que constituyen la
especia. De forma ovoidea o fusiforme alargada,csvoa de medio centimetro de largo,

pardo amarillo y cubiertos de una fina de pelusadd@rafias No 1 y No. 2).

De sabor fuerte y aromatico, un poco amargo peradaple, las semillas se pueden
adquirir enteras o picadas. Estos son utilizados lpaaplicacion de ciertos productos como
las carnes, el curry (11) (12) (13).



FOTOGRAFIA Nol: Planta de Comino en floracion FOTOGRAFIA No2: Semillas de Comino

1.4.3 CARACTERISTICAS DEL COMINO

El fruto es alargado, mas o menos achatado erxtes®s, mide aproximadamente de 5 a
7 milimetros de largo por 1,5 de espesor. Es dnusnu donde se encuentran los principios
activos.

El comino corresponde a una planta herbacea gmurallp tanto todo su ciclo de desarrollo

lo completa en el transcurso de un afio.

Las semillas del comino habitualmente son de cmlarrdn, aunque existen casos en que

son amarillas o negras (48).

1.4.4 APLICACIONES MEDICINALES DEL COMINO

Al comino se lo ha usado popularmente como: duogaperitivo, eupéptico, carminativo,
espasmolitico, estrogénico, galactdogeno, antihdicoinligeramente hipoglucemiante y
sedante. Indicado para inapetencia, meteorism@epl$sas hiposecretoras, espasmos
gastrointestinales, diarreas, diabetes, hipomemortismenorrea. Su aceite esencial

provoca relajacion, usado como contraindicadolgperestrogenismo (12) (13).

El fruto concentra la mayor parte los principiagivs de la planta, entre ellos el

cuminal, que es un ténico estomacal y aperitivoirifasion de comino, es estimulante
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del peristaltismo intestinal y se recomendado panainar los molestos gases intestinales
(56).

1.4.5 COMPOSICION QUIMICA DE LA SEMILLA DE COMINO

El comino posee dentro de su composicion, aceigeno@les. Estos se encuentran
constituidos principalmente por monoterpenos, cehadehido cuminico (Figura No.1) y
el terpineol. Ademas, esta conformada por tanilogscuales resultan ser unos excelentes

antioxidantes (51).

El comino presenta también entre sus component@Bsase sustancias albuminosas y
flavonoides. Estos ultimos poseen muchas propiedaaedicinales, tales como,
anticancerigenas, antioxidantes, antimicrobiangscblesterolemiantes, entre otras.

Por otra parte, el comino posee una gran cantiddddtatos de carbono, como asi también

altas cantidades de proteinas y fibras (51).

L
-FFFFP. -
_

FIGURA NO 1: ALDEHIDO CUMINICO

1.5ACEITE ESENCIAL DE COMINO ( Cuminum cyminumn)

El comino pertenece a la familia de las umbeliferda que pertenecen otras conocidas
especias como el anis, hinojo, eneldo, coriandoo,S21 aceite esencial se extrae mediante
la destilacion de las semillas (fotografia No.B). un principio es incoloro pero amarilla

con el tiempo, tiene un aroma parecido al del anisque ligeramente amargo (46).

El olor y sabor del comino provienen principalmede& aceite esencial (2.5-4% en base

seca), el cual contiene comino aldehido (p-isoptmgmzaldehido, 25 a 35%) como
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principal constituyente. Ademas, se han encontiadg R3-pireno (21%), dipentano, p-

cimeno y R-felandreno (2).

En los frutos tostados del comino, un gran numerpidhcinas han sido identificadas como
componentes del sabor. Ademéas de las piracinas ripsvalerivativos de alquilo
(particularmente 2,5 y 2,6-dimetil piracina), 2edc3-alquilpiracinas parecen ser los
compuestos clave (2-etoxi-3-isopropil piracina, @owi-3-sec-butil piracina, 2-metoxi-3-
metil piracina) y el compuesto de sulfuro, 2-mieti-isopropil piracina. El tejido de las
frutas contiene un aceite con resina, mucilagomgaganalatos y materia albuminosa, y en
la corteza de la semilla existen muchos taninosoBtenido de ceniza es alrededor del 8%
(48).

FOTOGRAFIA No3: ACEITE DE COMINO

1.5.1 USO TERAPEUTICO DEL ACEITE DE COMINO

El aceite esencial de comino se obtiene por degtilaal vapor de las semillas maduras.

Combina bien con los aceites de romero, lavandbagd, cardamomo

Se han identificados los siguientes usos terapfutic

« Circulacion y rifion: mala circulacion, acumulacion de liquidos o toxinas

- Aparato digestiva dispepsia, flatulencia, indigestion, colicos,aspos.
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- Sistema nervioso:agotamiento nervioso, migrafas, dolor de cabesalidad (36).

1.5.2 TOXICIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE COMINO

Este tipo de aceite de comino no se debe ingeriagmmujeres embarazadas ni en los
lactantes o en nifios menores de 6 afios de edadbidrase indica que produce reacciones
adversas con aparicion de ampollas o dermatitipersonas alérgicas 0 personas con
enfermedad inflamatoria a la piel. El uso del &egencial de comino se vuelve toxico en
concentraciones altas, esto se atribuye a suseolaghes estupefacientes que ocasionaran

convulsioneg36).

1.5.3 EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE COMINO

Los aceites esenciales de especias como pimieniggl,| cilantro, comino, corteza de
cassia, regaliz han demostrado tener actividadebastatica con inhibicion de patégenos

y de micro-organismos alterantes (37).

1.6 CONSERVANTES NATURALES

Las especias y aceites esenciales desde l|a atdifjya eran utilizados para embalsamar
cadaveres y evitar la putrefaccion, por la presedeifenoles, flavonoides, que retrasan la

autoxidacion de las grasas (14) (20).

Actualmente, el creciente interés de los consuraglgor la seguridad y calidad de los
alimentos que ingieren, las nuevas tendenciasaeveia clara preferencia de la industria
alimentaria hacia los conservantes naturales, cesra caso de antioxidantes procedentes
de extractos de plantas. Asi, el mercado de lo®xadantes sintéticos esta en declive
mientras que los antioxidantes naturales gananrianpga debido a la aceptacion de los

consumidores y a los requerimientos legales paredac al mercado (59).
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Ciertas especias inhiben el crecimiento de micrmiggnos. En general son mas efectivos

frente a organismos gram-positivos que frente éebas gram- negativas.

En estos productos se han determinado: gran pattesewante (canela, clavo de olor,
mostaza). Inhibicibn débil de una gran variedad rdigroorganismosMicrococcus
pyogeénes, Sarcina lutea, Bacillus subtilis, Esattea coli, Salmonella Typhi, Penecilum
notatum(20).

Los aceites esenciales de los citricos (naramjan) son inhibidores del desarrollo de
Aspergillus flavuseliminando la produccién de aflatoxina. Los exinaatle ajo y cebolla
inhiben el desarrollo de levaduras y son tambiéibacterianos. Los cereales, rabanos,

platano, berza contienen también sustancias amtibianas (8) (60).

Las sustancias antimicrobianas de numerosas espsmmalos principios de los aceites
esenciales, que son mezclas de diferentes produatétiles, con frecuencia afines, entre
los que se encuentran los hidrocarburos, alcohaldshidos, cetonas, esteres fendlicos y
acidos (60).

Los marinados también son otra forma de conserlaneatos, estan compuestos por
liquidos y elementos aromatizantes que tienen pgat® eliminar los fuertes sabores que
pudieran tener los distintos tipos de carne. Aderdésaromatizarlas se consigue
ablandarlas y prolongar su conservacion al formalaepreparacion una pelicula externa

gue aisla los microorganismos (50).

1.7ACEITES ESENCIALES DE PLANTAS
1.7.1 GENERALIDADES

Los aceites esenciales son mezclas complejas yatioam que se obtienen de material de
las plantas, se encuentran en las hojas, floregpsfr maderas, cortezas, raices y
secreciones. Tiene usos en medicina, cosméticagrds, bactericida y antisépticos (9)
(18).
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La obtencion de los aceites no ha variado la desén, desde la forma mas antigua hasta
la forma mas moderna; que es mediante prensasrdiotda presion de la materia prima o
por procesos mecanicos de destilacion simple. kosedimientos actuales usan solventes
organicos u operaciones de refinado. Generalmambetraccion de los aceites en semillas
deben ser prensadas porque son ricas en proteggtas/sufren una coccién dé@@ue

libera el aceite al romper las estructuras celalgreoagulares de las proteinas (5).

En los aceites esenciales los compuestos mas ftesueerivan biogenéticamente del
acido mevalonico, se les cataloga como monoterdenaiGo) Yy (Cis). Las propiedades
fisico-quimicas de los aceites son muy diversagstouque esto engloba sustancias
heterogéneas, de las esencias de las plantagndiimiento de las esencias obtenidas de
una planta varia de unas cuantas milésimas potocigel peso vegetal del 1-3%. La
composicion de una esencia cambia también de axaela época de la recoleccion o del

lugar geografico o cambios genéticos que se praauE).

Ultimamente hay gran interés en el estudio de izaeifi de los aceites esenciales de las
plantas aplicadas en alimentos, por la capacidacesies productos para inhibir el
crecimiento bacteriano de ciertos microorganisnwwsaBacillus cereus, Escherichia coli,
Listeria monocytogengsPseudomonas aeruginasa

En este sentido se ha ensayado la actividad deicaonin con ciertos tipos de aceites
esenciales de comino, orégano, tomillo, perejd, ajc. Y se han utilizado como potentes

antibacterianos en ciertos alimentos (32).

Los aceites son inhibidores de las bacterias gmasitipas y gram-negativas, y es su
composicion estructural la que determina la adididantibacteriana por ejemplo

compuestos con grupos fendlicos son efectivospamorganismos antagonistas (34).
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1.7.1.1L ocalizacion de los aceites esenciales en plantas

Los aceites esenciales pueden encontrarse endatatomia o en la especie (58). Estos
compuestos se presentan como liquidos aceitososaticos y volatiles de las flores,

brotes, semillas, hojas, ramas, cortezas, hierlmaadera, frutos y raices (37).

1.7.1.2Funcion de los aceites esenciales en plantas

Los aceites esenciales se utilizan como aromaéggatimentos); perfumeria (fragancias);
en productos farmacéuticos (por sus propiedadesdinaes), también se emplean como

selladores dentales, antisépticos, por ser anéibanbs, antifingicos y antivirales (27).

1.7.1.3Clasificacion de los aceites esenciales

Por su consistencia
Esencias fluidas:Son liquidos volatiles a temperatura ambiente.

Bélsamos: Son de consistencia mas espesa, son poco volgtileopensos a sufrir
reacciones de polimerizacion, son ejemplos: elapdtsde copaiba, el balsamo del Perq,

Benjui, balsamo de Tolu, Estoraque, etc (44).

Oleorresinas: Tienen el aroma de las plantas en forma concemntyadon tipicamente

liguidos muy viscosos o sustancias semisolidas (44)

Clasificacion por su origen

Aceites Naturales: Los naturales se obtienen directamente de la glgnho sufren
modificaciones fisicas ni quimicas debido a su iref@hto tan bajo son muy costosas.

Estos aceites esenciales son los llamados Acaitesiales de aromaterapia (44).

En Aromaterapia o la Aromacologia solo se debentiliear aceites esenciales naturales,
puros y completos, que no hayan sufrido ningun di@oagregado natural o sintético y que

no hayan sufrido ningin proceso de rectificacién. €l concepto basico de la
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Aromaterapia es que el aceite esencial no debe mérguna transformacion para mantener

las caracteristicas quimicas que tiene el veg@l (

Aceites Artificiales: Los artificiales se obtienen a través de procdsomnriquecimiento de

la misma esencia con uno o varios de sus compaehte

Aceites Sintéticos:Los aceites esenciales sintéticos como su nontbiadica son los
producidos por la combinacién de sus componentesuales son la mayoria de las veces

producidos por procesos de sintesis quimica (44).

1.7.2 CONTROL DE CALIDAD DE LOS ACEITES ESENCIALES

La calidad se ha convertido en algo cada vez mgworiante para toda actividad
productiva; la competencia de los mercados, y tdbalizacion de la economia hacen
imperativo que los productos sean de alta calidad gostos se controlen en cada etapa del

proceso (27).

Concretamente y desde el punto de vista produckieglidad de los aceites esenciales
implica la valoracién de las necesidades del diatgsde el estudio del mercado y su
traduccion en un disefio y en producto que satisfaganecesidades en cuento a
funcionalidad, precio, vida y servicio de agentatirales que han centrado recientemente
en la ampliacion de la vida util de los alimentpara reducir o eliminar las bacterias

patogenas, y aumentar la calidad global de susiptos! (27).

1.7.2.1Toxicidad de los aceites esenciales

Si bien su publicacion alimentaria y terapéuticaata vez mas amplia, no hay que omitir
gue existen aceites cuyo uso inadecuado puedeaaetanico para el organismo. Al igual
gue sucede con la Actividad antimicrobiana, ladobed de los aceites esenciales los puede
variar en funcion de su quimiotipo. Ingeridos pda wral en dosis muy altas los aceites

esenciales como el de Eucalipto, clavo, canelaeg mioscada, pueden ocasionar cuadros
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de depresion en el SNC. Se han descrito asi misfactos narcéticos y de estupefacientes

para el comino, cilantro y tomillo (24).

1.7.3 TRUCHA ARCO IRIS
1.7.3.1ntroducciéon

La pesca ha sido desde tiempos milenarios unasdwilecipales actividades de recoleccion
de alimentos y de materias primas, realizada censmnente por los humanos e
instintivamente por los animales, siendo los mdegms, rios, la fuente fundamental de su
obtencion. A partir de la Segunda Guerra Mundilatuicultura comienza a ser tema
prioritario para organismos internacionales comb.RO. (Organizacion de las Naciones
unidas para la Agricultura y la Alimentacion) Emnténos generales, la piscicultura se
incluye dentro del concepto genérico de acuacyltdedinida como la reproduccion y

crecimiento de animales y plantas acuaticos (3).

Las técnicas acuicolas para diferentes especiearsgenido desarrollando en los ultimos
veinte afios, tales como: camaron, tilapia, canglggre trucha, mejillon almeja, ostra y
aun ciertas algas. De esta manera es muy claroJoguproductos animales acuéaticos
cultivados por el hombre, estan adquiriendo unmplortante en la industria de alimentos,

en la medida en que aumenta la presion sobre ta pesural (22).

FOTOGRAFIA NO. 4: TRUCHA ARCO IRIS (Onchorynchus mykiss) . ESPECIE DE AGUA DULCE QUE
VIVE EN TEMPERATURAS COMPRENDIDAS ENTRE 0°C Y 25°C. SIN
EMBRAGO TENEMOS QUE DECIR QUE LA TEMPERATURA MAS AD ECUADA
PARA REALIZAR SUS FUNCIONES OPTIMAS, ES DE 15 °C, EN PRESENCIA DE
AGUAS MUY CORRIENTES Y OXIGENADAS.
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1.7.3.2Situacion de la Trucha Arco Iris (Onchorynchus mykiss)

Esta especie fue originaria del Pacifico de Nortgara en el transcurso de los afos,
algunos permanecen hasta un afio en los rios nataégras que los otros se dirigen a los
mares. Otras especies viven hasta 3 afios en los d@gagua dulce que estan en los arroyos
(21).

La trucha arco iris (Fotografia No. 4), asi condo®los peces, no tienen capacidad propia
para regular su temperatura corporal, pues estendepotalmente del medio acuatico en el
gue viva. Las condiciones naturales que tiene para estan comprendidas entre 0°c y

25°c, la temperatura mas adecuada para esta espateel5°C (4) (3).

Las truchas toleran mal las poluciones acuaticeanymuy sensibles a las contaminaciones
organicas, asi como a numerosos productos en faeoalental, que se encuentran

ocasionalmente en las aguas (3).

La calidad de agua que se utiliza para el cultigdrdchas tiene que tener un conjunto de
propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, tatescc temperatura, ph, oxigeno, turbidez,
etc. Estas pueden estar sometidas a variacionesdsruypor varios factores externos
fundamentalmente por los cambios atmosféricos maticos. Las propiedades quimicas
son mucho mas estables y sus variaciones son nsirémacaso excepcionales de una
contaminacion produce efectos irreversibles. Laspipdades bioldgicas estan

condicionadas a la ausencia o presencia de ageattagenos (3) (21).

Su importancia reside fundamentalmente en susdagdms naturales, que permiten su
explotacion industrial. Con respecto a otras eggede salmonidos, la trucha arco iris
muestra una gran docilidad a la cautividad, tol@eary adaptaciéon social, con un

comportamiento menos agresivo que la trucha cos@in (
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1.7.3.3Acuicultura: Produccion
1.7.3.3.1 Situacion mundial

La especie de truchas tiene hoy en dia una granriemzia en el mundo de la piscicultura,
esta ampliamente diseminada por la cria intensiiados los continentes, totalizandose en
1988 una produccion mundial de 220.400 toneladasda un resultado positivo de la

especie (3).

En el mundo existen cerca de 20 especies de peeesoq cultivados intensamente, otras

60 especies son cultivadas extensivamente o sotaragnvel experimental.

La produccion acuicola mundial se ha orientadoudtivo de camaron, tilapia, trucha y
cachama.

CUADRO No 1: PESCA DE CAPTURA MARINA Y CONTINENTAL: LOS 10 PRINCIPALES PAISES
PRODUCTORES EN 2006

Pais Millones de Toneladas*
China 17,1
Perd 7
Estados Unidos de América 49
Indonesia 4,8
Japon 4,2
Chile 4,2
India 3,9
Federacion de Rusia 3,3
Tailandia 2,8
Filipinas 2,3
TOTAL 54,5

Fuente: El estado mundial de la pesca y la acuicultura 2008, © FAO Direccion de Estadistica 2009.

En el afio 2005 la exportacion total de truchasdielos millones 490 mil dolares, siendo
el mayor exportador Canada con 989 mil milloneddlares seguido por Noruega con 585
mil millones, Alemania con 422 mil millones, Estaddnidos con 204 mil millones y el resto con

288 mil millones.
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En los siguientes arios la produccion de truchemeatd la produccion, teniendo como principasds a
Canaday Estados Unidos que, de manera conjuwriagistraron el 70 por ciento del total de los

envios.

La exportacion total de ese producto sumé en eR@bd tres millones 614 mil dolares, 30% mas
gue en similar periodo del afio 2006 cuando leasifiendié a dos millones 788 mil délares. Enfiel a
2007se compraron truchas peruanas, el mayor coopea Canada con un millén 255 mil
dolares (34.7 por ciento), mientras que Estadaddgrocupé el segundo lugar al importario
por un millén 248 mil dolares (34.5 por ciento)skguid Noruega con 485,170 ddlares, concentrando
el 13 % del total y Alemania que registrd unaojption de  siete por ciento. También se encuentra
Suecia, Espafa, Egipto, Francia, Bélgica, ReiiamIéxico y Santa Lucia. El comercio intematidea
trucha alcanzd aproximadamente US$ 500 milloneslas en el 2009, pero la participacion de
Peru en este mercado es de apenas 0.8% de totaé goamercializa. Los principales mercados de
exportacion contindan siendo Estados Unidos, Ggriddruega y Alemania.

Como podemos darnos cuenta en estos Ultimos afmsentado la exportacion de trucha
hacia los Estados Unidos, motivos por el cual hedesdido exportar hacia ese lugar

sumando al Tratado de Libre Comercio que se tieneese pais.

En Ecuador la truchicultura ha tenido un crecinudanto en el pais. Aunque el cultivo se
inicié hace 20 afos y la comercializacion interrexterna cobro fuerza a partir de 1996, el
desarrollo de esta actividad todavia es incipiéd¢eestima que el pais cuenta actualmente
con una produccion de 50 toneladas mensuales, cusnd los pedidos externos superan

las 100 toneladas.

Aln asi, las empresas dedicadas al cultivo de dsidiacen esfuerzos por crecer y
expandirse, sobre todo, en el mercado internacidbatompiscis, por ejemplo, es una
empresa familiar que se inicié en la actividad hB8efos. Enrique Maldonado, gerente
general de la empresa, recuerda que cuando arehmagocio su produccion era de 500
kilos mensuales. Ahora, luego de un largo procesexgerimentacion y tecnificacion, la

produccion asciende a 15 toneladas mensuales quempen 5 toneladas del criadero de
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Verde cocha (al noroccidente de Pichincha) y 1@leafas de las piscinas de Cosanga (en

Napo).

De este total, 6 toneladas se exportan a los EEQUopneladas se quedan en el mercado
nacional. Para la venta externa el producto segatiresco (entero o fileteado) mientras

gue al interior del pais se comercializa ahumadongelado.

Hasta hace 10 afos, la trucha todavia era unraiinpoco conocido, no obstante, a partir
de 2000 se experimentd el crecimiento de la demgrensecuentemente aumentaron los
proyectos de cultivo de truchas, aunque, segunicaxpdl director del Centro de
Investigaciones Acuicolas Papallacta (Ceniac), daidrovo, "los criaderos nacen sin

sustentos técnicos, por lo que fracasan al pongpté.

Maldonado asegura que la truchicultura demandaedsopal capacitado, alimentacion

adecuada, manejo técnico y sobre todo "ajustarke exigencias del cliente externo”.

Bajo esas caracteristicas, Acuicultura ha logradantemerse durante 20 afios. En
asociacion con una decena de truchicultoras deoha fAmbato) exporta 40 toneladas
mensuales para el Canada y Alemania. "Potenciakrcado hay, lo que hace falta son
inversiones, lineas de crédito, y politicas de dgstadice Ernesto Castillo, gerente general

de Acuacultura (57).

1.7.4 APORTES NUTRITIVOS DEL PESCADO

1.7.4.1 Generalidades.

El pescado y otros alimentos marinos engloban atites tipos alimenticios. Los cuales
viene produciéndose en los mares, rios y lagog $igtos siendo una fuente nutritiva para

el consumidor (7).

Los pescados frescos pierden su calidad originehuaa de los procesos enzimaticos vy el
crecimiento de microorganismos, por este motivoniyor parte de los pescados y los

mariscos que se consumen requieren de cierto gladwocesamiento y ser congelados
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antes de llegar al consumidor. La sensibilidadogstado y los mariscos es causado por su
alto contenido de humedad, su pH neutro (en el losamicroorganismos encuentran las
mejores condiciones para el crecimiento) y la preisede enzimas que rapidamente
deterioran el sabor y el aroma. La descomposiciénlag proteinas a causa de los
microorganismos, provocan olores desagradablexitcion de la grasa no saturada con

alto contenido graso (7).

1.7.4.2Composicion nutritiva del pescado

« Parte comestible del pescado: 50%.
« Contenido proteico: 18%.

« Contenido en grasa: 3%.

» Calorias (Cada 100g): 94Kcal (7).

1.7.4.3 Valor nutritivo del pescado

El pescado posee una serie de vitaminas, protgidaselementos minerales que facilitan
las funciones en el metabolismo. Y esta constita@oo una aportacién de gran calidad en

la dieta del consumo humano (6).

Entre los aminoacidos que abundan es la lisina (megesaria para los nifios en
crecimiento) y el triptéfano (imprescindible para formacion de la sangre). Ambos
aminoacidos escasean en la proteina de los ceredie®tros alimentos vegetales, por lo

gue la presencia del pescado en la dieta complamgantjora su calidad de proteinas (6).

Los lipidos y grasas del pescado constan, entne otrmpuestos, de acidos grasos, algunos
de los cuales protegen al consumidor frente a flmdoion de depdsitos grasos en las

arterias. El pescado contiene ademas otros ligjdesrebajan el colesterol y se asocian a
una serie de efectos beneficiosos relacionadoslagerevencion de las enfermedades

cardiovasculares (6).

El pescado contiene grandes cantidades de vitafind, y también posee vitamina E
(que ejerce un efecto protector antioxidante). Enegal, también es una buena fuente

nutritiva de vitaminas del grupo B, es muy ricosaio y en potasio y algo menos en
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calcio. Por su contenido en minerales el consumpedeado es recomendable para nifios

en crecimiento y para mujeres embarazadas (6).

1.7.4.4 Consumo mundial de pescado

Un informe de la FAO da cuenta de que el consumpedeado crecio a 17, 2 kilos per

capita al afio en 2009, una cantidad sin precedgntesendencia es que siga aumentando.

El pescado representa casi la quinta parte de ntidea promedio de proteinas que

comen mas mil 500 millones de personas en el mundo.

El valor alimenticio depescado es tal que so6lo una porcién de 150 granop®ieiona
entre 50 y 60 por ciento de las proteinas que @nsopa necesita al dia, ademas de ser

también una fuente de vitaminas y minerales (55).

1.7.4.5 Conservacion del pescado

La aplicacion de procedimientos adecuados de miagign permitira que el producto sea
mantenido de la mejor forma, conservando sus aafstitas nutricionales vy

organolépticas (7).

Las camaras frias son una de las principales fod@aplicacion de la conservacion a bajas
temperaturas, en ellas los alimentos deben cormrsersagun los requerimientos especificos
de cada uno de ellos en cuanto a temperatura, lagdndstmpo y compatibilidad

organoléptica (53).

El pescado es el mas susceptible a la autdlisisacdn e hidrolisis y a la alteracion
microbiana. Los conservadores son aquellos queitger@argar la vida util del pescado y

eliminar los microorganismos causantes del dete(i23).

Hoy en dia en el mundo existe una mayor demanddirdentos de mejor calidad y estos

resultan de la integracion exitosa de los mas adow métodos de la tecnologia de



-20 -

produccién de alimentos con los métodos de la tegim de almacenamiento y
distribucion (46).

* Empleo del calor

» Eviscerado

* Empleo de bajas temperaturas

» Refrigeracion

» Congelacion empleo de radiaciones
« Conservacion por desecacion

* Empleo de conservadores

» Antioxidantes (7) (23) (46).

1.7.5 METODOS PARA LA EVALUACION DE LA CALIDAD DEL PESCADO

Un método de determinacion de la frescura o dalldad de un pescado, debe ser rapido,
fiable, coincidente con la apreciacion sensoriaprgferiblemente, aplicable a todos los
alimentos marinos. Debido a la gran variedad deasp y de modificaciones bioguimicas
existentes, esto es dificil de lograr. En esteidense han propuesto numerosos métodos de
evaluacion de la frescura y calidad del pescadosm&les, fisicos, quimicos y

microbiologicos (42).

1.7.5.1Métodos Sensoriales

Los métodos organolépticos o sensoriales utilibandfganos de los sentidos para evaluar
caracteristicas del pescado como su aspecto, axblor, color, sabor valorando los
cambios organolépticos desarrollados progresivaanentel pescado hasta su deterioro.
Son los mas utilizados en las inspecciones didea®njas, puertos y mercados y en ellos
se apoyan los consumidores y los inspectores daliloentos para determinar la frescura,
calidad e idoneidad de los diferentes lotes deguks(2).
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Los métodos sensoriales no requieren de equiposateriales especiales, son rapidos y
permiten la valoracion simultanea de mas de unnpetréd en diferentes muestras de

pescado (42).

1.7.5.2Métodos Fisicos

Los métodos fisicos son generalmente no destrigctaemcillos y de facil aplicacion, por lo
que resultan muy utiles en la analitica de rutiraugden utilizarse fuera del laboratorio.
Sin embargo, la informacién que ofrecen es a meruditada y se suelen utilizar

Gnicamente como complemento de otro tipo de téaed®?2).

1.7.5.3Métodos Quimicos

Los métodos quimicos aportan generalmente, resdltatijetivos, fiables y seguros. La
mayoria de los métodos quimicos utilizados en Euaxeion de la calidad del pescado
implican el andlisis de una sola substancia o fiFatites substancias que pertenecen a la
misma familia. Por ello, se considera mejor deteammas de uno de estos parametros. Sin
embargo, presentan la ventaja respecto a otralépoétodos, de poder ser utilizados tanto
para la evaluacion de la frescura del pescadorsitepar, como de la frescura del pescado
utilizado como materia prima para la obtencion davddos en los que los tratamientos

tecnoldgicos aplicados frecuentemente modificasabbr, olor y color (42).

1.7.5.3.1 Compuestos nitrogenados de caracter basico

Nitrégeno basico volatil total (NBVT)

Tanto la actividad bacteriana, como las modificaegbioquimicas fruto de la actividad
autolitica del pescado dan lugar a una serie degestos nitrogenados basicos como el
amoniaco, la trimetilamina (expresado como nitrégeie trimetilamina, N-TMA), la
dimetilamina (expresado como nitrégeno de dimeiitl@nN-DMA) y la monometilamina,
conocidas en su conjunto como Nitrégeno Basico tifdlatal (N-BVT), a los que se les

considera representativos de la alteracion del goescLa determinacion de N-BVT
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presenta una elevada correlacion con el grado olgpiico de aceptacion del pescado y se
aplica en ensayos de rutina debido a que puedanserétodo relativamente sencillo de

aplicar y barato (42).

El componente mayoritario de la fraccion del N-B¥9 el N-TMA, compuesto originado
por la reduccion bacteriana del 6xido de trimetian(OTMA) y al que se considera el
responsable del caracteristico “olor desagradatd¢’pescado. Cuando el desarrollo o la
actividad bacteriana estan impedidos, como ess da temperaturas de congelacion, a
partir del precursor OTMA se puede formar N-DMA grrhaldehido en cantidades
equimoleculares por accion de enzimas del propiscgmo. Asi, el N-TMA esta
relacionado con el almacenamiento del pescadofggem@acion, mientras que el N-DMA

con el pescado mantenido en congelacion (42).

Niveles de N-BVT en pescado y su interés como indibigiénico - sanitario

Se han sugerido diversas cifras de N-BVT relaciasathbn la calidad del pescado. Asi

Billon y col. clasificaron el pescado estableciet@s categorias:

* Clase |, N-BVT < 30 mg/100 g
e Clase Il, 30 mg/100 g < N-BVT < 40 mg/100 g
* Clase lll, N-BVT > 40 mg/100 g. Un pescado que presentase esintidades, no

seria apto para el consumo humano (42).

1.7.6 CAUSAS DE LA ALTERACION DE LOS ALIMENTOS

Un alimento alterado por contaminacién microbiaraedimiento y actividad de
comunidades con actividades enziméticas) preseatabios en las caracteristicas
sensoriales, textura, color, olor, sabor, lo caaehal producto rechazable para el consumo,
afectando su comercializacion.

El pescado por su origen, cae en la categoriamerabs alterables, siendo muy sensible a
la accion degradadora de organismos con capaciwdeofitica y lipolitica, en efecto, la

microbiota de alteracién podria estar constituiola p
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« El mal tratamiento higiénico del pescado, porquesedempezar con la preparacion
del personal que trabaja cumpliendo las normases&as.

» Lalimpieza y desinfeccidn de las instalacionetuyendo artes de la pesca equipos
y utensilios; es decir de la aplicacion de la cad#mfrio.

» Utilizacidn de envases y embalajes en buen estigitnico (6) (3).

1.7.6.1Alteraciones del pescado

El pescado y los demas productos alimenticios petes del mar pueden alterarse, igual
gue la carne, por autdlisis, oxidacion y activibadteriana. La mayor causa del deterioro es
la accion de las enzimas que estos poseen, ocadmehdesarrollo bacteriano. Otra causa

muy comun también es el enrranciamiento oxidat&/tad grasa de los animales (23).

Los microorganismos que llegan a las carnes socegemtes del exterior, y por el tubo
digestivo, durante el sacrificio, la preparaciéelyalmacenamiento. La aparicion de malos
olores y sustancias viscosas en las carnes indicaneremento en las poblaciones
microbianas originando su deterioro. El recuentovidéles alcanza entre 50 y 100%10
UFC/g, dado que soOlo un numero limitado de micranigmos realmente invade el
musculo y el crecimiento microbiano se lleva a cpbiacipalmente en la superficie, el
deterioro es probablemente una consecuencia diot de enzimas bacterianas hacia el

interior del musculo y de la difusion externa dé&rieates (9).

Los alimentos marinos estan implicados en los brdéetoxiinfeccion alimentaria; los peces
en general y los moluscos, en el momento de laugstan libres de contaminacion por

Salmonelay Estafilococoxausantes de ETA (23).
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1.7.6.2Factores que influyen en el tipo y velocidad de lteracion

El tipo y la velocidad de alteracion del pescad@ewacon una serie de factores:

1. Tipo De Pescadolas diversas clases de pescados son susceptlbkesalteraciones,
los peces planos se alteran con mas facilidad apieelondos. Los peces grasos se
estropean rapidamente por la instauracion de ssagia que hace que sean
susceptibles a la oxidacion.

2. Condiciones de captura:Se producen la alteracion debido a la falta dgema,
manipulacién, descenso del pH.

3. Contaminacion bacteriana: Las bacterias del pescado pueden proceder da, barr
agua, operarios, que lo manipulan, peliculas vagse los recubren o del contenido
intestinal.

4. Temperatura: EI método de conservacién mas utilizado es lagefacion, que evita
o retrasa el crecimiento bacteriano.

5. Empleo de un antibiotico: En forma de bafio o en el hielo (23).

La alteracién es el, resultado de una serie compmlej cambios que ocurren en el tejido
muerto a consecuencia de sus propias enzimas Hadtsias y de reacciones quimicas. Las
caracteristicas conocidas del pescado son altgpadéss siguientes efectos resultantes de un

conjunto de cambios (3).

1.7.6.3Signos de Alteracion del pescado

Reay y Shewan describen una serie de modificacitdmbnente identificables que el
pescado va sufriendo a medida que se alteran bastartirse en un producto putrido. Su
caracteristica es de color de aspecto brillantélq@§ adquiere color paro como amarillo
de aspecto sucio. La capa viscosa de la supedioigenta, especialmente en las aletas y
agallas. Los ojos van hundiéndose y arrugandoseati® gradual, la pupila se enturbia y
la cérnea se hace opaca. Las agallas y los mussal@blandan y en consecuencia se

oxidan por la hemoglobina (23).
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Es decir que los signos de la alteracion se puddesttar por el mal olor que se percibe al
examinar las agallas. Si el pescado no es eviscaratediatamente, las bacterias intestinales
atraviesan la pared intestinal y llegan a los @sjicthternos de la cavidad intestinal. Se cree

gue este proceso se debe a las enzimas proteotigtantestino (17).

1.7.6.4Bacterias que alteran el pescado

Las bacterias que provocan la alteracion del pessadncuentran en su superficie y en su
intestino. Estos gérmenes varian con las tempesatarlas que se haya conservado el
producto; a las temperaturas de refrigeracion pnatEn las especies d&seudomonasa

las que siguen en importancia algunos miembros ode génerosAchromobactery
FlavobacteriumEn las temperaturas elevadas se encuentran baaterr@Micrococcusy
Bacillus se han citado casos en los que interviene otémergs comoEscherichia,
Proteus, Sarcina, Serratia y Clostridiulina mayoria de estas crecen solo a temperaturas
ordinarias de la atmosfera y probablemente se mdlsar a temperatura de refrigeracion
(23).

Las bacterias alterantes crecen casi exclusivanenia superficie del pescado, de aqui
gue la alteracion se desarrolle lentamente cuamgooporcion superficie/volumen es baja
y rapidamente cuando es alta. Por lo tanto, ladasdteracion aumenta al pasar de pescado
entero a pescado eviscerado, de filetes a piezasregy finalmente a pescado triturado
(61).

Una excepcion puede constituirla el pescado cagduen condiciones de alimentacion
intensiva, debido a que en estas circunstancisddasa actividad enzimatica digiere muy
pronto después de la muerte la pared intestinaimipendo que las bacterias alli

localizadas penetren en la carne que rodea laazaddominal (61).
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1.7.6.4.1 Bacterias causantes de enfermedades alimentarias

Las enfermedades producidas por los alimentos (E3%Ae! sindrome originado por la
ingestion de los alimentos y/o agua contaminada, @pntengan agentes etiol0gicos en

cantidades tales que afectan a la salud del codsuminivel individual (6).

También se producen por la ingestion de toxinamddas en tejidos de plantas o animales,
de productos metabdlicos de microorganismos ealim®entos, por sustancias quimicas que
se incorporan a ellos de modo accidental o inteatidesde su produccion hasta su consumo
(6) (15).

Las infecciones alimentarias se deben al consumaliokentos contaminados con agentes
infecciosos especificos tales como bacterias, Mrosgos, parasitos que en la luz intestinal
pueden multiplicarse y producir toxinas (6) (15).

Existen al menos 12 grupos reconocidos de bacteuasgrupo variado, cuyos miembros se
describen de tiempo en tiempo como agentes deiéam@n alimenticia dentro de estos

tenemos:

» Salmonella especies

» Staphylococcus aureus
» Clostridium perfringens
* Clostridium botulinum

» Escherichia coli

» Shigellaspp

* Yersinia enterolitica

* Vibrio parahaemolyticus
* Aeromona shydrophila

» Bacillus cereugesporulados aerobios)
» Campylobacter jejuni

» Listeria monocytogeng46)
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1.7.7 Escherichia coli
1.7.7.1Clasificacion

Familia: Enterobacteriaceae
Especie:Escherichia

Geénero: coli

1.7.7.2Morfologia de Escherichia coli

Escherichia coli (Fotografia No 5) son bacilos de 1 a 3 um por ®,5gus formas varia
desde cocos a pequeiios bastoncillos, que se @essolbs, en pares, en cortas cadenas
agrupados en general méviles por los flagelosrpastaunque existen variantes moviles no

flagelados. No forman esporas y son gam negatd@s (

En cultivos jévenes la forma cocobacilar es bastfecuente y en los cultivos viejos se
presentan con formas de un tamafio mayor. Son aesdpanaerobicos facultativos, produce
dos tipos de fibras que rigen su capacidad patdégena

E. coliproduce un tipo de encima denominada bacteriociearegula la flora normal segun

el principio de la antibiosis (40).

1.7.7.3Infecciones en humanos poEscherichia coli

La mayoria de los gérmends coli estan presentes en el tracto gastrointestinal son
inofensivos a menos que se desplacen a otras esgil@h cuerpo tales como el tracto urinario
o las meninges donde provocan dafiocoli es una bacteria Gram negativa, facultativa, la
cual puede crecer a temperaturas tan bajas conae lefrigeracion (1 a 5°C). Los factores
implicados en esta infeccion se encuentran laidafe coccion delos alimentos, la falta de
normas de higiene, por parte de los manipuladodEd gnismo consumidor, la demora en la

refrigeracion de los alimentos, una vez han siépamados y las contaminaciones cruzadas.
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Los productos de origen carnico implicados soratae de hamburguesa y productos a base
de salmédn, y en general todo producto que sea oladip bajo escasas normas higiénicas
(10) (16).

FOTOGRAFIA No5: Escherichia coli. AUMENTO DE 20.000X DEL MICROSCOPIO DE BARRIDO
ELECTRONICO

1.7.7.4Bacterias Proteoliticas

Las BacteriasProteoliticas (Fotografia No 6) constituyen un grupo heterogédeo
bacterias fuertemente proteoliticas que formaneprasas (enzimas que digieren las
proteinas) extracelulares, asi llamadas porquefgedgn fuera de las células. Todas las
bacterias poseen proteinasas intracelulares, péwaisas cuantas las tienen en forma que
puedan ser difundidas extracelularmente. Las Bastgroteoliticas pueden dividirse en
aerobias o facultativas, que pueden ser esporégenas y anaerobias productoras de
esporas.Bacillus cereuses un germen aerobio esporulado proteolititseudomonas
fluorecens es aerobio o facultativo y no produce espora€lgstridium sporogenes
anaerobio y esporulado. Muchas especiesCtlestridium Bacillus, Pseudomonay
Proteuson proteoliticas. Ciertas bacterias llamadas duidteoliticas determinan a la vez
una fermentacion acida y una protedlisis. Como pijesnpueden citars8treptococcus

faecalis. Liquefacieng Micrococcus caseolyticuf\lgunas bacterias son putrefactivas, es
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decir, descomponen las proteinas anaerébicamemt@yugiendo compuestos malolientes
tales como acido sulftrico, mercaptanos, amina®ljry acidos grasos. La mayor parte de
las especies proteoliticas @éostridiumson putrefactivas, lo mismo que algunas especies

deProteus, Pseudomongotros géneros que no producen esporas (28).

FOTOGRAFIA No 6: BACTERIAS Proteoliticas. COLONIAS DE BACTERIAS AISLADAS EN AGAR
LECHE; MOSTRANDO EL HALO DE INHIBICION DE LA CASEIN A.

1.7.7.5Pseudomonaspp

La Pseudomonaspp (Fotografia No 7) es un género de bacilos rectdgyj@gramente
curvados, Gram negativos, oxidasa positivos, aeo8béstrictos aunque en algunos casos
pueden utilizar el nitrato como aceptor de ele@sorCiertos miembros del género son
psicréfilos mientras que otros sintetizan sideroforos flueates de color amarillo-

verdoso con gran valor taxonémico (28).

Los miembros de este género generalmente son redgikcias a uno o mas flagelos
polares que poseen, son catalasa positivos y nmafoesporas. Algunas especies sintetizan
una capsula de exopolisacaridos que facilita laesidh celular, la formacion de
biopeliculas y protege de la fagocitosis, de |d&caarpos o del complemento aumentando

asi su patogenicidad (28).
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Otras caracteristicas que tienden a ser asociamadas especies deéseudomonagon

algunas excepciones incluye la secrecion de pioweerdfluorescein), un sideréforo
fluorescente de color amarillo verdoso bajo comdies limitadas de hierro. Algunas
especies pueden producir otros sideréforos, talesda piocianina por IRseudomonas

aeruginosay Pseudomonas fluorescef8).

a ____-_.-:
ool . &

FOTOGRAFIA N,7: Pseudomonas spp. BACILOS GRAM NEGATIVOS, OBSERVADOS AL
MICROSCOPIO ELECTRONICO CON RESOLUCION DE 10nm Y AU MENTO DE 20.000X
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CAPITULO II

2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1LUGAR DE INVESTIGACION

La presente investigacion se llevé acabo en el lzboo de Microbiologia Aplicada y
Laboratorio de Alimentos de la Facultad de Ciendmga Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
2.2.1 MATERIAL BIOLOGICO

La Trucha arco iris@nchorynchus mykisamuestra utilizada para la investigacion fue
tomada en la Hosteria “La Pampa”, ubicada en Chacdnton Riobamba, provincia de
Chimborazo, fue seleccionada de acuerdo a su guelofrescura, ausencia de
enfermedades, sin lesiones fisicas ni mecanicas, \séimpia; se almacend en gavetas de
60 x 40cm y trasladadas en fundas ziploc a los laaboos de Alimentos y Microbiologia

para realizar los correspondientes andlisis dedras

2.2.2 MATERIALES DE LABORATORIO

* Balones aforados

* Pipetas

* Erlenmeyers

* Pinza

* Pipetas autométicas
» Varilla de vidrio

* Picetas



Probeta graduada
Vaso de precipitacion
Bureta

Matraz

Soportes Universales
Pinzas para soportes
Dean Start

Balon para destilacion
Refrigerante
Mangueras

Gradilla

Picnémetro

Papel filtro N,3

Cajas petris

Papel aluminio
Tubos tapa rosca
Frascos de vidrio
Pera

Masque

Pretriflim

Algodoén

Gasa

Viales

EQUIPOS

Estufa
Mufla
Balanza analitica

Autoclave
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Espectrofotometro
Céamara de flujo laminar
Camara de UV
Refrigeradora

Molino

Céamara fotografica (Sony)
Computador

Equipo de micro destilacion
Cuchillos

Tijera

Asa de platino

Bafio maria

Refractémetro

REACTIVOS

Sulfarico Acido (J. T. Baker 9681-05)
Sodio Hidréxido (MERK 1.064998.1000)
Agua destilada

Desinfectante

Alcohol

Rojo de metilo (MERK 6076)

Cloruro de Bario (DANGER B- 34)
Amoniaco (CONSEP)

Suero fisiolégico al 80%

Aceite de comino a diferentes concentraciones cbdn@00, 5.000, 2.500 y 1.250
Glicerol (Mallinckrodt 5092)

Tween 80 al 10% (MERK 8.2350)
Estreptomicina

Sulfato de sodio
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2.2.4.1Medios de cultivo

Agar VRB para Enterobacterias (DIFCO 211695)
Agar PCA (DIFCO 247940)

Caldo EMUG pardscherichia coli( DIFCO 222200)
Agar TSA (BBL 211043)

Caldo lactosa bilis brillante al 2% (DIFCO 274000)
Agar Cetrimida par®seudomond MERCK 1.25284)
Agar leche pararoteoliticos

Caldo TSB (Bacto 211825)

Caldo leche para proteoliticos

Agar Muller Hinton (DIFCO 225250)

Caldo Muller Hinton (DIFCO 275730)

Agar — Agar (Sharlau 07- 004)

Tryptone (Acumedia 7351A)

2.2.4.2Cepas utilizadas

Escherichia coli
Pseudomonaspp

Proteoliticas
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2.3METODOS.

2.3.1 FASE EXPERIMENTAL
2.3.1.1Caracterizacion fisico- quimico del pescado
2.3.1.2Determinacion de las caracteristicas sensoriales

* Preparacion de la muestra

Tras la limpieza del pescado (descamado, eviscesaloortdo en pedazos de 5 x 5y se
coloco en papel aluminio para ser codificada y cadla en cada una de las temperaturas

correspondientes como: ambiente, refrigeracionngetacion.

Para la Evaluacion de las caracteristicas senssridé la Trucha indicamos que a
temperatura de 21 °C (ambiente) de 0 dias de atradaeno hubo ningun contratiempo, en
cambio a 4 °C (refrigeracion) de 0 dias, la evafumsensorial de la trucha se realizd
después de 4 horas pero en el mismo dia, y a €dt@€lacion) de O dias de igual manera
la evaluacion sensorial se realiz6 a 6 horas despgeéhaber puesto a congelar, pero
tomando en cuenta que se ejecutd en el mismo thanpalterar el control.

» Evaluaciéon Sensorial

La Evaluacién sensorial de la trucha arco(i@achorynchus mykissg realizé atribuyendo
valores de apreciacion al aspecto, textura y gercibidos a través de los sentidos, de
acuerdo al Cuadro No 3.

Aspecto: Tabla para la evaluacion de la calidad del pesdesbro Larrafiaga C. et all
(Cuadro No. 3)

Textura: Tabla para la evaluacion de la calidad del pesdeekzo Larrafiaga C. et all
(Cuadro No. 3)

Olor: Tabla para la evaluacion de la calidad del pestradoo Larrafiaga C. et all. (Cuadro
No. 3)
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CUADRO No 2: CALCULO DEL INDICE DE CALIDAD DEL PESC ADO

Valores de Apreciacién

3 2 1 0

Aspecto
Piel Pigmentacin brillante, cor Pigmentacion viva, pero sin brillo;Pigementacion en Pigmentacién apagada; mucus

MUCOS acuoso transparente. Mmucus ligeramente turbio decoloracion; mucus opaco

lechosos

Ojos Convexo; cornea transparer Convexo 0 subconvexo; cornedlano, cornea opaca;Concava en el centro; cornea

pupila negro brillante ligeramente opaca; pupila negr@upila opaca lechosa, pupila gris.

apagada

Branquias Rojizo brillante 'y sir Menos coloreada, y con ligeradecolorado y con mucusMucus opaco

mucosidad trazas de mucus claro. opaco
Carne (corte a nivel Azulada, transllcida, brillant Aterciopelada, cérea de cololLigeramente opaca Opaca
del abdomen) sin cambio de coloraciénligero

natural.
Color a lo largo de Sin coloracin Ligeranmente rosa Rosa Rojo
la espina dorsal
Organos Rojo brillante Rojo mate Rojo palido Rojo pardo

Estado

Carne Firme y elastica, sperficie lise¢ Con elasticidad disminuida Ligeramente blandglanda; las escamas se

superficie cérea.

desprenden facilmente;

superficie granulosa.

Espina dorsal

Se rompe en ¢ Adherente

desprenderse

lugar

Poco adherente

No adherente

Periténec

Totalmente dherido a la carr  Adherente

Poco adherente

No adherente

Olor

Branquias, piel y
cavidad abdominal

A algas marine Ni a algas marinas

desagradable.

ni Ligeramente agrio

Agrio

Fuente: Larrafiaga call Juan, Carbello Fernandez Jul

io, Rodriguez Torres Maria del Mar pp: 339
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» Determinaciones Quimicas en la carne de trucha arcais (Onchorynchus

mykiss)

Mediante la determinacién del Nitrogeno bascio tilotatal se llegd a conocer el tiempo
gue permanece fresco la carne bajo condicionesrdperatura ambiente, refrigeracion y

congelacion.

NBVT:NTE INEN 182

Bases volétiles totales: Es la cantidad de nitrogeaésico contenido en la muestra de
conservas de pescados y determinado mediante &dingiento anotado en la presente

norma (19).

» Parte experimental

Desmenuzador mecéanico molino
Balon de destilacion de 250 mL

Matraz errlenmeyer

A

Condensador

Reactivos

Acido sulftrico (J. T. Baker 9681-05)
Hidroxido de sodio, solucién valorada a 0.1N
Oxido de magnesio, reactivo para analisis

Rojo de metilo, solucion alcohdlica

o~ 0 DbdPF

Agua destilada
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* Procedimiento

Se peso 1 gramo de la muestra, y se transfiriGtitativamente al balon de destilacion, se

agrego sobre la muestra 60 mL de agua destil@da2g de 6xido de magnesio.

Se conectd inmediatamente el balon al condensasedgstila por 25 minutos. El extremo
de salida del condensador debe estar sumergidéreh e la solucion valorada de acido
sulfarico al 0.1N contenido en el erlenmeyer, alal se agregd unas gotas del indicador

rojo de metilo.

Una vez terminada la destilacion, se procediéudatitel exceso de acido contenido en el
matraz con solucién de hidréxido de sodio 0.1N. Biam se realiz6 un ensayo en blanco
con todos los reactivos, siguiendo el mismo pragedito, pero sin la muestra de pescado
(19). (Ver Anexo No 1)

Célculos

El contenido de nitrogeno basico volatil en la nigesexpresado en mg de Nitrégeno por
100gramos de la muestra.

M=)+ =) |

N.E.V.= 14
m

Siendo:

N.B.T.= Contenido de nitrogeno basico volatil expresadondigramo de nitrogeno por
100g

N;= Normalidad de la solucién de acido sulfdrico

V= Volumen de la solucion de acido sulfdrico, en nmip&eado para recoger el destilado
de la muestra

N,= Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio
V.= Volumen de la solucién de hidréxido de sodioceriempleado en la titulacion

V3= Volumen de la solucién de acido sulfdrico, er’ empleado para recoger el destilado
del ensayo en blanco

m= Masa de la muestra, en gramos.
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2.3.1.3Ensayos microbiolégicos en la trucha arco irigOnchorynchus mykiss)

2.3.1.4Aislamiento, identificacion y conservacion de lasapas empleadas en el estudio

Las cepas utilizadas en el estudio se aislaroartr gle carne fresca de trucha arco iris
recolectada en tomada en la Hosteria “La Pampaada en Chambo, cantdn Riobamba,
provincia de Chimborazo Los microorganismos se titiearon por las caracteristicas

morfologicas macroscoépicas y microscopicas de ¢éan@s aisladas en medios selectivos

y por las respuestas positivas a pruebas metab@sgecificas.

» Aislamiento y deteccion deEscherichia coli en carne de trucha arco iris

(Onchorynchus mykiss)

Se peso 10 g de carne de trucha y se diluyo 1Gwwatagua de peptona al 0.1%, se tomo
10 mL de esta dilucion y se inoculé en caldo EG UG en doble concentracion, se
incubd a 35 + 2° C durante 24 horas, se estriaroplacas de agra Mac Conkey y las
colonias tipicas aisladas se realizaron las prudbdsijkman (fermentacién de lactosa en

caldo lactosa bilis 2%, verde brillante), indoleasa, movilidad, citrato y kliger.

FOTOGRAFIA No 8: IDENTIFICACION DE Escherichia coli POR CALDO EMUG
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FOTOGRAFIA NO 9: PRUEBAS BIOQUIMICAS

FOTOGRAFIA No 10: SIEMBRA EN AGAR VRB PARA IDENTIF ICACION DE Escherichia coli
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TABLA No 1: CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS Escherichia coli

KLIGLER

Glucosa Gas/Glucosa  Lactosa SHCitrato Indol Manitol Movilidad Urea

Escherichia
) + + + - - + + 4 -
coli

Fuente: BoquetJiménez Ernesto, Manual de técnicas de Microbiologia Clinica

(1)
* Recuento de proteoliticos

0.1mL de cada una de las diluciones del homogadejzse inocularon y extendieron en
placas de Agar Leche, se incubaron a 30 + 2° Cntieiadias.

Para la preparacion del Agar Leche: Se pes6 10lgotie en polvo; 0.5 g de extracto de
levadura; 0.5 g de sulfato de amonio; 0.5 g deuotorde calcio; 0.1 g de fosfato
monobasico de potasio; 0.1 de fosfato dibasicootlespp; 15 g de Agar — Agar todo esto es
para un litro de agua destilada.

Las colonias desarrolladas en Agar Leche mostranonhalo de aclaramiento a su
alrededor, se caracterizan como tipicas bactpr@eoliticas.
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FOTOGRAFIA No 11: SIEMBRA EN AGAR LECHE

» Aislamiento dePseudomonaspp

De las diluciones del homogeneizado de carne abdrge inocularon en placas de Agar
Cetrimida (MERCK 1.05284), se incubaron a 35+ ZiuCante 24 horas.

ey

FOTOGRAFIA No 12: SIEMBRA EN AGAR CETRIMIDA
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» Conformacion del banco de cepas

Las cepas de interés se conservaron en tubosadobrcon Agar soya Tripticasa que se
almacenaron a 4°C, durante el estudio se mantuveroviabilidad y pureza. En cada
caso se observaron morfologias caracteristicagid@ndo con lo reportado por Boteo

y Aranzazu.

FOTOGRAFIA No 13: BANO DE CEPAS CONSERVADAS EN AGA R TSA

+ Obtencién del aceite de comino

Por el método apropiado para realizar la destitafi@ por arrastre de vapor, lo que se

obtuvieron 4mL de aceite de comino a partir de @0fle semillas.

Los primeros ensayos fueron negativos para laidativantimicrobiana, siendo necesario
la concentracion del aceite para lo cual se utiéikénétodo de destilacion simple y para
obtener la concentracion pura del mismo se afadfats de sodio hidratado, lo que

permitié la separacion aceite de la solucion acuosa
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2.3.1.5Actividad antibacteriana del aceite de comingCuminun cyminum)sobre las
bacterias aisladas causantes de la degradacién dechrne de trucha
2.4SCREENING DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

2.4.1 METODO DE DIFUSION DE DISCO.

Una suspensién microbiana de®ddélulas/mL se diseminé en placas de Agar Miiller
Hinton, discos de papel de 6 mm de didmetro sedgmaron con 20 pL de aceite de
comino en tres concentraciones (10000,5.000, 25a60 ppm) y/u otras por determinarse
con aceite puro, Tween 80 al 10% y se colocarofagrplacas de Agar inoculadas, las
placas deberan permanecer a 4°C por 2 h antes theskadas a 37 = 2° C por 24 horas.

El didmetro de la zona de inhibicién se medira em ira prueba se hara por duplicado y se
repetira en tres ensayos independientes, comoot@uaiitivo se usara Streptomicina B (10
pg/mL) (35). (Ver Anexos No 2)

2.4.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
2.4.2.1Método macrodilucion:

Se usaran 13 tubos de 13x100 mm para este ensage.tibos contendran diluciones del
antimicrobiano en series 1:2 en una escala aprapigdconcentraciones (como: 1.000
mg/mL a 0.998 mg/mL cuando los tubos sean inoaslgadse usaran controles de

crecimiento y de esterilidad.
» Preparacion de la serie de tubos
Los tubos del 1 al 11 contendran diluciones deltea@ntimicrobiano, el tubo 12 sera el

control de crecimiento (caldo MH + microorganisnsars antimicrobiano), el tubo 13 sera

el control de esterilidad (solo caldo MH).
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Se dispensard 1 mL de caldo MH en los tubos1Bat 1.8 mL en el tubo 1 al que se
adicionarad 200 pL de la solucién del antimicrobiazunteniendo 1.000 mg/mL, se
mezclard con vortex. Usando una nueva pipeta asféra@a 1 mL del tubo 1 al tubo 2,
repitiendo de tubo en tubo hasta el tubo 11, seatesa 1 mL de tubo 11.

* Preparacion del indculo

Se transferiran de 3 a 5 colonias (de similar Mogia y purificadas a partir de los medios
selectivos) a 5 mL de caldo Miller Hinton paraeoler una suspension equivalente al
estandar de turbidez 0.5 McFarland, se transfeirBnmL de la suspension estandarizada
a5 mL de caldo MH, se mezclara en vortex por 28 aegundos, se incubara a 35 +2° C
hasta turbidez visible pero no densa (determingpemxentalmente el tiempo de
incubacion).

Se ajustard la turbidez de la suspension con Na@B&% hasta alcanzar la turbidez del
estandar 0.5 MacFarland (aproximadamente 1.5 YJECT/mL).

Se adicionara 0.3 mL de la suspension estandariaa®7 mL de caldo MH (dilucion
1:32) para obtener recuentos de 4 a 5%URC/mL El indculo se usara en los 15 minutos

siguientes de la preparacion.

* |noculacién e incubacion

Los tubos seriados conteniendo el aceite antimi@nabse inocularon con 100 uL de la
suspensién microbiana conteniendo 5 X WEC/mL. Se mezclard 6 a 10 veces, se toman
100 uL para obtener una concentracién final deromoirganismo 5 x TOUFC/mL . De
esta solucion estandarizada pasamos a un tub®mdn de caldo MH y hacemos
diluciones sucesivamente a otros 3 tubos méas cdn 8ecaldo MH tomando 1mL y en
otro tubo estéril tomamos 200 pL de solucién m&s |80 de caldo MH, se inoculara 100
ML en una placa de agar se deberia contar aproameate 100 UFC.

Los tubos seriados 1:2 se incubaran a 35+ 2° @@dioras, se mezclaran manualmente, se

incubaran 4 horas adicionales.
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e Lectura de la CMI

Se examinard el tubo 12 (control de crecimienmg\aluara de la siguiente manera:

» +a 1+: muy ligera niebla en el tubo; 2+ ligera taet8+ a 4+, turbidez densa o
crecimiento globular fino o precipitado denso owbla en el sobrenadante.

» Se examinara el tubo 13 (solo caldo). Observaagichecimiento cuestionable

» Se examinara la placa para verificar el in6culocsetaran las colonias que han
crecido, se multiplicara este numero por el reciprde la alicuota sembrada y por
el factor de dilucién (5 x F. El resultado deberia estar entre 75 a 150 UF s
estan en este rango se repetira todo el ensaytle C

 Se examinaran los tubos del 1 al 11 buscando esimlete crecimiento y se
compararan con los tubos controles.

* Se determinara la CIM (concentracibn mas baja dém&robiano que inhibe

completamente el crecimiento del microorganismg.(@&er Tabla No 6)

2.4.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

» Preparacion e incubacion de cultivos

A patrtir de los tubos seriados 1:2 con antimicrobiae tomaran los tubos que no muestren
crecimiento visible, de estos se tomaran inocu4@ pL y de 100 pL y se colocaran en
placas de agar MH, se secaran al aire por 15 aif0tes, se diseminaran en toda la
superficie de la placa, las placas se incubardb+a23 C. Las placas se leeran a las 24

horas pard&scherichia coli.
* LecturadelaCIM
Se tomarad en cuenta la densidad microbiana (UEChdculo inicial para el ensayo de

CIM, el punto final de la CMB sera la concentracidel antimicrobiano para que el

in6culo inicial se reduzca en un 99.9%.
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La CMB se define como la concentracion mas bajaod&ando destruccion de la
poblacion en 99.9% o mas (35). (Ver Tabla No 7)

2.4.4 Tiempo de muerte

Este ensayo se utilizara para determinar la aetiV@htimicrobiana del aceite de comino
dependiendo de la concentracion y dependiendoeahepo.

Un indculo estandarizado se adicionara al calddecdendo varias concentraciones del
antimicrobiano y a un caldo control de crecimie(dim antimicrobiano), Se anotaran los

viables al tiempo inicial de inoculacién y a varibsmpos los resultados se graficaran
versus tiempo. Generalmente a las 24 horas hayeaduccion de 3 log 10 UFC/mL en

los recuentos al comparar la solucién antimicrabieon el control de crecimiento, lo que

indica una respuesta bactericida adecuada. Laicanéh horas puede ser determinada y

comparada para los organismos en estudio (35)

Para aplicar este ensayo se deberan conocer lap@fdriblemente por el método de
macrodilucion, a parir de este valor se determmardras concentraciones del
antimicrobiano, generalmente 2 veces la CIM y 4esda CIM, se determinara la tasa de

crecimiento del microorganismo a 0, 4, 8, 24 héwago de la inoculacion (35).

» Concentraciones a ensayar:

CIM (mg/mL), 2 x CIM, 4 x CIM en tubos con 900uLdaldo MH

Tiempos: 0, 4, 8, 24, 48 horas

Diluciones a sembrar:10* a 10°

Concentracién del antimicrobiano: A partir de la solucién stock de 1000 mg/mL, luego
se realizaron otras diluciones de 500, 250, 12%,&.25, 15.6 mg/mL. Sabiendo que la
CIM es 31.25mg/mL, se emplearon también: 0.5 MIglQ, 2MIC y 4MIC.

Se tomaran de 3 a 5 colonias se transferiran a 5 delLcaldo MH para obtener una

suspension de turbidez igual al estdndar 0.5 MFn. de esta suspension se pasara a 5
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mL de CMH se agitara con vortex de 15 a 20 seguymsksncubara a 35+ 2 °C hasta
turbidez visible, deberia corresponder a la mitadadfase logaritmica, se monitoreara el
crecimiento en el caldo por 4 a 6 horas, tomané@ueatas del caldo cada 30 minutos y
enumerando las UFC, se determinara el tiempo necgsaa la incubacion.

Se ajustara la suspension con NaCl al 0.85% peaazdr la turbidez del estandar 1 MF (3
x 10° UFC/mL), se diluira esta suspensiéon mezclando 1della suspensién con 4 mL de

caldo y se obtendra aproximadamente 6 XUBC/mL

* |noculacién e incubacion

Se adicionara 0.1 mL del inéculo conteniendo 1®XUFC/mL a cada tubo con 10 mL d
CMH, excepto al control de esterilidad, la concaeitin final del microorganismo en cada
tubo serd 6 x 1OUFC/mL , se tomara 0.1 mL del tubo y se sembrarplacas de AMH
para recuento de viables, se incubara a 35°+ 2t §iguiente tiempo: 4 horas se repetira el
ensayo, se mezclaran con vortex, se removera 0.1 dalLalicuota ( dentro de 5 a 10

minutos), se incubara y se repetird en los dera@gbs.

* Lectura de resultados

A las 24 horas se inspeccionaran visualmente lossty se anotara la CMI para el ensayo
de tiempo de muerte, también se haran recuent@s padtos los tubos incluyendo el
control.

Se determinard la densidad del in6culo inicial iampo cero para confirmar que la
densidad microbiana fue la apropiada: aproximadserer 16 UFC/mL.

Se haran los recuentos y convertiran las UFCherlbg 10. Se graficara las UFC/mL (y)
versus tiempo (x).

Se determinaré cual concentracion resultara erbaj@aen 3 log 10 respecto al control de
crecimiento.

Se determinara el tiempo requerido para obtenardéstinucion.

Se reportaran: CIMs y el tiempo cuando ocurriédiivedad bactericida (35). (Ver Tablas
No 9, 10, 11,12)
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245 EFECTO INHIBITORIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
ACEITE DE COMINO(Cuminum cyminumBSTUDIO”in situ”

» Preparacion del indculo

Se tomaran de 3 a 5 colonias se transferiran a 5 delLcaldo MH para obtener una
suspension de turbidez igual al estandar 0.5 MEFnl. de esta suspension se pasara a 5
mL de CMH se agitard con vortex de 15 a 20 seguns® incubara a 35+ 2 °C hasta
turbidez visible, deberia corresponder a la mitadadfase logaritmica, se monitoreara el
crecimiento en el caldo por 3 horas, contenienda carga microbiana de 1.5 x %10
UFC/mL , de ahi se toma una alicuota de 0.3mUadrispension ajustada en 9.7mL de
caldo para obtener una concentracion de 1 5WET/mL, después se vertera 100uL de la
suspension en 9mL caldo, enseguida se pasara (e _solucién anterior a otro tubo
con 9.9mL de caldo y de ahi a otro tubo con 9.9rde caldo MH para obtener la

concentracién aproximada de 1.5%16C/mL . (Ver Anexo No 3)

* Procedimiento del ensayo

Para el efecto inhibidor del aceite de comi@aminum cyminunge realiz6 un ensayo con
una concentracion de 312.5mg/mL.

Para esta prueba primeramente se corto la truclpgaarzos de 5x5, se la hizo hervir por
dos minutos, se le retiro la piel de la trucha galecé en fundas ziploc pequeias, después
se inocul6 100uL del Caldo MH a una concentraci@gmoxdmada de bacterias a
10°UFC/mL, masajeando por un lapso de 1.5min en cadade los pedazos, luego se
afadi6 el aceite de comino a una concentraciorildéfig/mL en cada una de las fundas
ziploc, afiadiendo 100 pL del aceite y se masajegudé forma por 1.5min.

Para el blanco se realiz6 el mismo procedimiergo pa excepcion de esto fue no aplicar
el aceite de comino.
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Se hara el muestreo de cada una de las fundas,zipito para las que poseen el aceite de
comino con la concentracion de 312.5mg/mL y pasldlancos correspondientes con
cada bacteria comBscherichia coli , Pseudomonappy Proteoliticos se incubaran todas
las fundas ziploc en la refrigeradora a una tentpexade 4 a 7 °C, luego se tomard la
muestra y se haran recuentos de viables a lag, @241y 48 horas usando un medio de
cultivo de PCA e incubarlo a 35°+ 2° C por 24 hd@).(Ver Tablas13,14, 15)
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CAPITULO 1l

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos que se reportaron fueron obtenidos dalirase de la metodologia indicada.

3.1RESULTADOS DE LA EVALUACION SENSORIAL Y QUIMICA DE LA
CARNE DE TRUCHA

Se realizd la evaluacién sensorial a tres gruposmiestras de Trucha arco iris
(Onchorynchus mykissyeterminandose: Aspecto, textura y olor, a teatpess: 21°C
(ambiente), 4°C (refrigeracion) y 0°C (congelaciprg 0, 5 y 15 dias de almacenamiento,

los resultados constan en la Tabla No. 2

TABLA No 2: CAMBIOS EN LOS ATRIBUTOS SENSORIALES DE  FILETES DE TRUCHA EN AMBIENTE,
REGRIGERACION Y CONGELACION.

Atributos Tratamiento Periodo de Almacenamiento (dias)
sensoriales 0 5 15
Textura Control (21°C) 3 2 0
Refrigeracion(4°C) 3 1 0
Congelacion (0°C) 3 3 3
Olor Control (21°C) 3 2 0
Refrigeracion(4°C) 3 2 0
Congelacion (0°C) 3 3 3
Aspecto Control (21°C) 3 1 0
Refrigeracion(4°C) 3 1 0
Congelacion (0°C) 3 3 3
Promedio Control (21°C) 3 1.6 0
Refrigeracion (4°C) 3 1.6 0
Congelacion (0°C) 3 3 3

La Union Europea clasifica los pescados en cuadtegorias, atendiendo al indice de
frescura (19). (Ver Tabla No 3)
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El indice de frescura del pescado se obtiene denddia aritmética de una serie de
valoraciones hechas sobre las caracteristicasedehfo expuestos en la parte experimental
(29). (Ver Cuadro No 3).

TABLA No 3 CLASIFICACION DE PESCADOS EN CUATRO CATE GORIAS

No de CATEGORIA CATEGORIA INDICE DE FRESCURA

1 Extra Igual o superior a 2.7

2 Calidad A Superior a 2 e inferior a 2.7
3 Calidad B Superior a 1 e inferior a 2
4 Calidad C Inferior a 1

(Fuente: Larrafiaga call Juan, Carbello Fernandez Jul  io, Rodriguez Torr es Maria del Mar pp: 339),

Las muestras de trucha fueron consideradas conptahdes para consumo humano cuando
la calificacion alcanzé 3, valor correspondientia &rucha fresca en la que no se aprecio

ningun tipo de alteracion.

La textura, el olor, color, aspecto, es decir ¢apsabilidad de las muestras control a
temperatura ambiente fueron inaceptables (calificacl.6) el dia 5, a temperatura
ambiente y en refrigeracién; se observo el peseadaroceso de descomposicién, mientras

gue en 15 dias alcanzé la putrefaccion total, siémaceptable para el consumo humano.

De acuerdo a Rodriguez (Rodriguez, J., 2005) elpesse conserva a una temperatura de
4°C, pero la vida comercial termina alrededor de B dias mantenido al aire sin
proteccién, sin embargo al envasar en atmosferaficamlas que sustituyen el aire por

otras mezclas de gases, el periodo comercial guettngarse considerablemente (47).

De otro lado, los resultados de la evaluacion seigoarecen estar correlacionados a los

valores del analisis quimico y microbiologico. Adg acuerdo a Shewan, enterobacterias y
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coli formes podrian multiplicarse con el paso dempo, ocasionado el deterioro del

pescado (42)

Debido a la alta oxidacion de los lipidos y creeimid microbiano las muestras control de
filete de trucha demostraron contaminacion apaneadenal olor, limo y decoloracién tras
5 dias de almacenamiento a temperatura ambienta yefeigeracion, teniendo una

(calificacion de 1.6).

En cambio, la temperatura de 0°C preservo esteeaton observandose sus caracteristicas
sensoriales inalteradas a los 0, 5 y 15 dias decainamiento, alcanzando una (calificacion
de 3).

La temperatura de conservacion de los alimentog &eb la adecuada para evitar la
proliferacion de los microorganismos contaminanteglicados en el deterioro o

enfermedades transmitidas por alimentos, en estelgdas temperaturas de refrigeracion
y congelacion controlan la microbiota de la trudedido a que inactivan a mesoéfilos y

psicrofilos implicados en la alteracion. (42)

Ademas, el aceite de comino usado como biopresenven el filete de trucha no deberia
introducir ningun tipo de efecto en sus atributesseriales, lo cual fue verificado en este

estudio.

3.2ANALISIS PARA DETERMINAR EL NITROGENO BASICO VOLATI L
TOTAL

La determinacion de bases volétiles fue una dpriaseras pruebas quimicas aplicadas a la
evaluacién del pescado y durante mucho tiempo sefsiderado representativa del grado

de alteracion de los productos del mar (39).

Con el término general de nitrdgeno basico votétdl (N-BVT) se incluye la medicion de
N-TMA (producida por el deterioro bacteriano), diitanina (producida por enzimas

autoliticas durante el almacenamiento en congelgci@moniaco (producido por
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desaminacion de aminoacidos y catabolitos de nugés) y otros compuestos
nitrogenados béasicos volatiles asociados con erided de los productos pesqueros. Su
determinacion expresa cuantitativamente el contemid bases volatiles de bajo peso

molecular (39).

Los valores de NBVT cuando es < a 30mg/100g sigmifiue pertenece a la clase |, cuando
existe es <30mg/100g y <40mg/100g de NBVT es dlas®r ultimo cuando el NBVT es
>40MG/100g pertenece a la clase lll, indicando gupescado con estos valores no seria

apto para el consumo humano (39).

TABLA N, 4: DETERMINACION DEL NITROGENO BASICO VOLATIL TOTAL (NBVT)

TRATAMIENT TIEMPO  TEMPER DETERMINACION DE RESULTADO
(DIAS) ATURAS NBVT mg
°c /100g

T1amb 0 21 No hubo viraje 0

T 2Ref 5 4 Se titulé con 1.9mL de 168mg/100g
NaOH

T 3cong 5 0 No presento viraje 0

T1 Amb 15 21 Se titulo con 1.2mL de  176.99mg/100g
NaOH

T 2Ref 15 4 Se titul6 con 0.3mL de  195.51mg/100g
NaOH

T 3cong 15 0 No hubo viraje 0

BLANCO - -

Los valores del nitrégeno basico volatil total pal@s tratamientos durante el

almacenamiento a 4°C y 0°C se presentan en la Nabta

Debido a que el nitrégeno basico volatil total esodpcido principalmente por
descomposicidén bacteriana, los valores mas altosata los 15 dias de almacenamiento
de la trucha a temperatura ambiente y en refriggra@videnciando la actividad de la
microbiota de contaminacion. La franca desconepmsse inicio ya a los 5 dias, por ello

normalmente, el pescado se mantiene en refriger&eista 2 dias.
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La conservacion de la trucha en frio se debe a pese a la presencia de grupos que
puedan crecer a bajas temperaturas su abundasaindye durante el almacenamiento
con hielo, posiblemente porque las tasas de crestmpueden ser inferiores a las de otros

contaminantes como por ejemplo psicrotrofos Gragatieos (29).

Es asi como a la temperatura de 0°C y entre 5 ¢@i&$ de almacenamiento no hay
produccién de nitrogeno bésico volatil total, aviee las caracteristicas sensoriales se
mantienen y los riesgos microbianos son minimoss pas bacterias se encuentran latentes
y no hay alteracién enzimatica, por esta razomihgelacion es un método de conservacion
adecuado que incrementa la vida util del pescagwpmoviendo ademas ventajas
comerciales, econdmicas e incluso nutricionalefadllitar el acceso de este producto a

gran parte de la poblacion.

En general, el pescado es un alimento extremadanpemecible, su deterioro resulta de
actividades enzimaticas y microbianas lo cual llaya@érdida de calidad y contaminacién
(25). El analisis de metabolitos de contaminacioma el nitrdgeno basico volatil total

puede ser significativamente mas rapido que lomeréas microbiolégicos como indice de

calidad, estos a la vez dan mas informacion sabire$cura de esta carne (33).

Seria de esperar que el aceite de comino reduZcandacion de Nitrogeno basico volatil
total en las condiciones del presente ensayo atnedl nimero de poblacion bacteriana en
la carne de trucha o disminuir su capacidad @ade$aminacion oxidativa de compuestos

nitrogenados proteicos y /o no proteicos (31).
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3.3ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LA CARNE DE TRUCHA ARCO IRIS
TRATADA CON ACEITE ESENCIAL DE COMINO (Cuminum cyminum)

Tabla No 5: SCREENING DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA D EL ACEITE DE COMINO (Cuminum
cyminum) FRENTE A Escherichia coli *

Concentraciones Desviacion
mg/mL Diametro del halo de Inhibicion en (mm) estandar
10.000 12 12 12 12 12 12 0,00

5.000 10 10 12 12 11 12 0,98

2.500 8 10 8 9 8 8 0,84

1.250 2 2 2 2 2 2 0,00

Ap 14 14 14 14 13 14 0,41

TW 80 al 10% 0 0 0 0 0 0 0,00

Streptomicina 12 12 11 12 12 12 0,41
10ug/pl

*Cepa aislada de Trucha aro iris

El mayor efecto inhibitorio correspondié al aceite comino sin diluir con un halo de 14
mm superando al patron de Streptomicina que forméhalo de 12 mm. Las
concentraciones de 10.000 a 1250 mg/mL tambiéitraron actividad frente&. coli

(Ver Tabla No 5)

La actividad antimicrobiana podria darse por coneptes fendlicos con accion principal
sobre la membrana bacteriana (38), siendo lasrmsctgram positivas mas sensibles que

las gram negativas (27).

En la actividad antimicrobiana, de compuestos a#sres posible que el componente
principal esté modulado por otras moléculas quenseientran en menor proporcion, y es
probable que varios componentes jueguen un ra%attibutos de los productos naturales
tales como la fragancia, densidad, textura, col@olyre todo la penetracion celular de
aceites esenciales; las atracciones lipofilicaBidvofilicas y fijacion en las paredes

celulares y membranas y la distribucién celulataEsaracteristica es muy importante
porgue la distribucion del aceite en la célula aheia los diferentes tipos de reacciones
producidas dependiendo de su compartimentalizaaida célula. En este sentido da mas

informacion el estudio de un aceite completo argeslugar de sus componentes
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individuales (Bakkali, F. et al, 2008), en esteudst el producto ensayado fue el aceite

extraido de la semilla de comino (26).

14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 -
6,00 -

.00

4,00 -

o
2,00 - S
0,00

Halo de inhibicion en mm

Tratamientos {(antibioticos)

GRAFICO Nol: SCREENING DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE DE COMINO (Cuminum
cyminum) FRENTE A Escherichia coli *
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TABLA No 6: DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIB ITORIA MINIMA

CLASIFICACION DE LA TURBIDEZ

Aceite de comino (Cuminum cyminum)

Num. Tubos Concentracién mg/mL Primera Repeticién Segunda Repeticion Tercera Repeticion
1 1000 (+++) (+++) (+++)
2 500 (+++) (+++) (+++)
3 250 (+++) (+++) (++4)
4 125 (+++) (+++) (+++)
5 62.5 (++) (++) (++)
6 31.25 (++) (++) (++)
7 15.6 (++) (++) (++)
8 7.8 (+) (++) (++)
9 3.9 (+++) (+++) (++4)
10 1.95 (+++) (+++) (+++)
11 0.998 (+++) (+++) (+++)
12 MH+ mo (+++) (+++) (+++)
13 CMH Claro Claro Claro

*+ a 1+: Muy ligera niebla en el tubo

*2+ ligera niebla

*3+ a 4+: Turbidez densa o crecimiento globular fino o precipitado denso con niebla en el sobrenadante.
*CMH: Control
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En la tabla No 6 de la determinacion de la coneertn inhibitoria minima se clasifica la
turbidez en tubos con distintas concentracioneacgéie de comino, para este ensayo se
utilizaron trece tubos con caldo Miuller Hinton wmdos un caldo inoculado con
Escherichia colia (4a 5x18UFC/mL ) y otro caldo sin bacterias que seran lmstroles
para nuestro ensayo, las concentraciones de aeeited00, 500, 250 y 125 mg/mL para
las tres repeticiones se determina la clasificaciénla turbidez con tres cruces lo que
visible que tiene una turbidez densa o crecimiggitbular fino o una niebla en el
sobrenadante, pero no se puede dar una respubstid deque la presencia de aceite en
estas concentraciones son altas y en contactol dameen 80 al 10% al hacer la mezcla se
vuelve lechoso y no permite distinguir la presemcaisencia de los microorganismos en el
tubo.

Para las concentraciones de 62.5, 31.25, 15.6, mgmlos clasifica la turbidez con dos
cruces, que quiere decir que presenta una nigjgealien el tubo, de igual manera que lo
anterior expuesto no se puede determinar si exiatela presencia de las bacterias, solo la
comprobacion de esto se lo hace en siembra de Migker Hinton incubados a 35@or

24 horas.

En las ultimas concentraciones de 7.8, 3.9, 1.9998 mg/mL por triplicado se puede

visualizar sin ningun problema la presencia de nie@la bien densa tipificada con tres

cruces, para la verificacion de microorganismosesdiz0 la siembra correspondiente. En
estas concentraciones existe los microorganismdsdalea que las concentraciones

realizadas de aceite esencial de comino son mag bajgue hace que pierda la eficacia de
la actividad antimicrobiana del aceite. (Ver Anekus3)

Este ensayo es muy importante debido a que porongiedesto podemos identificar cual va

hacer la concentracién inhibitoria minima bacteaaitilizada para los siguientes ensayos.
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TABLA No 7: CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA DEL AC EITE DE COMINO (Cuminum cyminum) FRENTRE A Escherichia coli *

METODO DE MACRODILUCION

Inseng, H.D 1995 Clinical Microbiology Procedures ldndbook. Vol | Guide to Regulatory Requirements. A1 press. Washington, D.C. USA pp. 5.16.1 a 5.20.20

Aceite de Inoculacion: 4 a
comino CONCENTRACIONES 5x10° UFC/mL
(Cuuminum
cyminum)
en mg/mL
CONTROLES
1000 500 250 125 62.5 31.25 15.6 7.8 39 1.95 0.068aH + | CMH
mo) Control
Control negativo
positivo
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] — — — — — —
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] — — — — — —
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] — — — — — —
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] — — — — — —
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] — | —1
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] S— | —1

*Cepa aislada de Trucha arco iris
: 230 x 10°UFC/mL

*
I
* : No hay crecimiento
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El ensayo de macrodilucién en tubos para deterntinaoncentracion inhibitoria minima
CIM esta disefiado para indicar cudl es la conceintranas baja del agente antimicrobiano
capaz de inhibir completamente la multiplicaciohidéculo bacteriano (accién estética),

lo que se evidencia por la claridad del caldo (37).

En el presente estudio no fue posible la lecturacti de la CIM por cuanto el aceite de
comino usado como antimicrobiano ocasioné el dekbarde turbidez en mayor o menor

grado en todos los tubos de la prueba. (Ver Tidbl&)

Sin embargo, el ensayo permitié determinar la cotnaeion minima bactericida CMB del
aceite de comino mediante subcultivo de in6éculdodetubos en placas de agar Miller
Hinton, usando el rango de concentraciones de Ja0DO98 mg/mL con los respectivos

controles positivo y negativo (Ver Tabla No 7)

Los resultados de este ensayo mostraron que dke adei comino fue efectivo en las
concentraciones de 1.000 a 31.25-15.6 mg/mL phnainar E. coli, quizas por la
presencia de aldehido cuminico, componente prihdpacomino. En contraste, en las
concentraciones sucesivas de orden 2 (7.8 a 0.998lh se recuperaron mas de 30 X 10
UFC /mL deE. coli,lo que indica que el aceite fue muy diluido y jer@od control sobre

la poblacién bacteriana.

En la metodologia de estudio para la CMB es imptetéener presente que el inéculo
bacteriano a ensayar debe encontrarse en faséthoigarde crecimiento ya que muchos

antimicrobianos ejercen efecto bactericida soltadase exponencial de crecimiento.

Estas pruebas determinaron que el aceite de coemnmncentracion de 31.25 mg/mL
seria bactericida pai coli.

Los estudios de actividad antimicrobiana de pramBiciaturales, no se han estandarizado
como en el caso de estudios clinicos, por tantaresigdtados son dificiles de comparar,
tomando en cuenta que emplean metodologias disiamale incluyen diferentes solventes

y concentraciones de las cepas microbianas (Han@aeson etc) (37).
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Para el ensayo del tiempo de muerte, se empleasncbncentraciones minimas
bactericidas en lugar de concentraciones inhilagorninimas que en la practica no se

determinaron por la interferencia de turbidez dedigoluciones de aceite en las lecturas de

los tubos (Ver Tabla 8).
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TABLA No 8: DETRMINACION DE LA TURBIDEZ EN TUBOS A DIFERENTES TIEMPOS

Lectura de tubos controles:
CMH + 10uL de bacterias 6*XQFC

Lectura de tubos inoculados con:
CMH + Aceite de comino (Cuminum cyminum) + 10uL de
bacterias 6*10UFC

Ti 0.5MIC 1IMIC 2MIC 123'\/”(/: L 0.5MIC IMIC 2MIC 4MIC
1empo (15.6mg/mL ) (31.25mg/mL) (62.5mg/mg/mL ) (125mg/mL. ) (15.6mg/mL ) (31.25mg/mL)  (62.5mg/mL) (125mg/mL )
to No hubo No hubo No hubo turbidez ~ No hubo (+) +) (+++) (+++)
turbidez turbidez turbidez
L ) (+) (+) (+) (+++) () (+++) (+++)
tag
(+++) (+++) (+++) (+++) (+) (+++) (+++) (+++)

*+ a 1+: Muy ligera niebla en el tubo
*2+ Ligera niebla
*3+ a 4+: Turbidez densa o crecimiento globular fino o precipitado denso con niebla en el sobrenadante.
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El tiempo de muerte es otro método para evalueapacidad de un agente antimicrobiano

y para examinar la tasa y cudl es la concentrat@bagente.

En este estudio el tiempo de muerte determinotiaidad bactericida del aceite de comino
contraE. coli dependiendo de la concentracion: 0.5, 1, 2, y 4 @IMel tiempo de

actuacion 0, 4, 8 6 24 horas.

Los resultados de las tablas (9, 10, 11 y 12) amdigue mientras el cultivo control a 0
horas de la inoculacion dE. coli va aumentando en poblacion con el tiempo de
incubacion, los otros cultivos tratados con ladimi®s concentraciones del aceite de
comino experimentaron una reduccion del 100% decdega microbiana, con un

decrecimiento variable de 2-4 lpgUFC/mL.

Generalmente, una disminucién de 3 unidades logags en el recuento de viables revela
una adecuada respuesta bactericida del materaisi#g/o y los organismos son tipicamente
muertos cuando hay una reduccién aproximada dgl0{QFC/mL, auna CiIM a2y 4
veces la CIM pueden decrecer 2 y 3 unidades logiads en la primera hora de incubacién
(35). Nuestros resultados guardan coherenciaccanteriormente mencionado por tanto el
aceite de comino muestra actividad bactericidaradat coli. La concentracidon mas baja
ensayada de 15.6 mg/mL fue tan efectiva como lacgbi de 4 CIM y tendrian un tiempo

de actuacién minimo de 4 horas.
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TABLA No 9: RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE Escherichia coli FRENTE A UNA
CONCENTRACION DE 0.5 MIC (15.6 en mg/mL) ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum)

Aceite de comino
(Cuminum cyminum)

Escherichia coli 0.5CIM Actual* Log % de
(15.6mg/mL) UFC Reduccién
Tiempo E. coli Log de
en crecimiento viables
(Horas)  microbiano
UFC/mL
0 12x10 4 0 0 100%
4 67x10 7 0 0 100%
8 25x10 8 0 0 100%
24 25x10 9 0 0 100%

CIM: Concentracion inhibitoria minima
UFC: Unidades formadoras de colonia

En los ensayo$n vitro” realizados para el tiempo de muerte de la bacEs@erichia
coli se puede determinar que para este estudio se himatra tiempos 0, 4, 8 y 24 horas de
incubacion a 35 Qoor 24 horas, y diferentes concentraciones deeaceino 0.5, 1, 2 y 4
MIC en mg/mL aumentado 100 veces la concentra@éndecir que al tiempo cero de
inoculacion con 24 horas de incubacion el crecitiem el control fue de 4 logaritmos de
viables, en cambio a cuatro horas de incubaciésepta 7 logaritmos de viables , a ocho
horas presenta 8 logaritmos de viables y a veinteiatro horas de incubacion existe 9
logaritmos de viables, puesto que en la concedinade 0.5 MIC actual de aceite de
comino mas la bacteriascherichia coli se redujo a cero unidades formadoras de colonias,
se atribuye un porcentaje de efectividad antibectarde aceite de comino de marféna
vitro” del 100%.

Como se puede observar en el Grafigd W actividad antibacteriana del aceite de comino
es una tendencia recta esto se debe a que proita@aein vitro” frente akE. coli, asi el
ensayo de formdin vitro”, indicando que a medida que va pasando las horas de

incubacion de la bacteria produce el aceite prahao la muerte de las mismas.
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E coli expuesto a Aceite de comindCuminum cyminum)
0.5 MIC (15.6mg/mL)
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GRAFICO No 2: Escherichia coli EXPUESTO A ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum) 0.5MIC

TABLA No 10: RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE Escherichia coli FRENTE A UNA
CONCENTRACION DE 1MIC (31.25mg/mL) ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum) .

Aceite de comino
(Cuminum cyminum)

Escherichia coli 1CIM Actual* Log % de
(31.25mg/mL ) UFC Reduccién

Tiempo en E. coli Log
(Horas) crecimiento de
microbiano viable

UFC/mL S
0 87x10 4 0 0 100%
4 98x10 7 0 0 100%
8 30x10 5 0 0 100%
24 20x16 9 0 0 100%

CIM: Concentracion inhibitoria minima
UFC: Unidades formadoras de colonia

En el ensayo dE. coli frente a 1 MIC de aceite de comino al tiempm @k inoculacion

con 24 horas de incubacion el crecimiento en efrobfue de 4 logaritmos de viables, en
cambio a cuatro horas de incubacion presentd 7ritogss de viables , a ocho horas
presenta 5 logaritmos de viables y a veinte y odadras de incubacion existe 9 logaritmos
de viables, puesto que en la concentracion de 1 &ttQal de aceite de comino mas la

bacteriaEscherichia colise redujo a cero unidades formadoras de colonesiodun
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porcentaje de efectividad antibacteriana de aagtecomino de maneran vitro” del

100%.

En el grafico No 3 la tendencia que presenta laidat del aceite de comino frente a la
bacteria es una recta, se debe a que medida gpasemdo las horas las bacterias van
desapareciendo, debido a que el aceite de conmgne ttomponentes quimicos lo que
produce la muerte a las bacterias. En relaciéro&rdatendencia decimos que, a medida que
va pasando las horas van creciendo mas las bactesi® es porque no existe el

antibacteriano el cual inhibe el crecimiento.

E coli expuesto a Aceite de cominadCuminum cyminum)
1MIC (31.25mg/mL)

12

10

6 —— 1CIM (31,25mg/mL)
——1CIM (31,25mg/mL)

Log de viables

Lineal (1CIM (31,25mg/mL))

12 16 20 24

o
~ N
o

Tiempo en Horas

GRAFICO No 3: Escherichia coli EXPUESTO A ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum) 1MIC
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TABLA No 11: RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE Escherichia coli FRENTE A UNA
CONCENTRACION De 2MIC (62.5mg/mL) ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum) .

Aceite de comino
(Cuminum cyminum)

Escherichia coli 2CIM Actual* Log % de
(62.5mg/mL ) UFC Reduccion

Tiempo en E. coli Log de
(Horas) crecimiento los
microbiano viables

UFC/mL
0 12x10 6 0 0 100%
4 12x10 9 0 0 100%
8 40x1G 10 0 0 100%
24 21x16 9 0 0 100%

CIM: Concentracion inhibitoria minima
UFC: Unidades formadoras de colonia

En esta tabla diremos que al tiempo cero existgéritmos de viables, a cuatro horas hay
9 logaritmos, a ocho horas 10 logaritmos y a vemtaatro existen 9 logaritmos de viables
estos corresponden al blanco, mientras que ensalyerde la concentracién de aceite a
2MIC en todos los tiempos se reduce a cero losritogas de unidades formadoras de

colonias, presentando un porcentaje de reduccibi@®6 en formdin vitro” para el

ensayo.
E. coli expuesto a Aceite de comino
(Cuminum cyminum)X2MIC (62.5mg/mL)
12
10
3 ¢
= 8 —&— 2CIM (62,5mg/mL)
2
'go a ——2CIM (62,5mg/mL)
-
——Lineal (2CIM
0 = - (62,5mg/mL))
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo en Horas

GRAFICO No 4: Escherichia coli EXPUESTO A ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum) 2MIC
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TABLA No 121 RESULTADOS DEL TIEMPO DE MUERTE DE ESCHERICHIA COLI FRENTE A UNA
CONCENTRACION DE 4MIC (125mg/mL) ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum) .

Aceite de comino
(Cuminum cyminum)

Escherichia coli 4CIM Actual* % de
(125mg/mL ) Log UFC Reduccion
Tiempo en E. coli Log de
(Horas) crecimiento viables
microbiano
UFC/mL
0 110x10 7 0 0 100%
4 12x1G 9 0 0 100%
8 30x10 5 0 0 100%
24 97x10 9 0 0 100%

CIM: Concentracion inhibitoria minima
UFC: Unidades formadoras de colonia

En esta ultima tabla del tiempo de muerte de laebadEscherichia colide ensaydin
vitro” se indica que en el tiempo cero de inoculacionZbmoras de incubacion existe 7
logaritmos de viables, a las cuatro horas hay @ribgos de viables, a las ocho horas
presenta 5 logaritmos de viables y a las veintaagro 9 logaritmos de viables, las cuales
son para el blanco que representa solamente larlzasin la presencia del antibacteriano
gue es el aceite de comino, para el ensayo dentzentracion 4MIC de aceite esencial de
comino en cada tiempo determinado existe una ré&gludotal de cero logaritmico de
unidades formadoras de colonias, indicando el 186%fectividad del aceite frente a los

microorganismos.

Es por esta razon que los extractos de hierbases@senciales y especias son utilizados
por la industria alimentaria como agentes naturgles extender la vida util de los
alimentos. Una variedad de antimicrobianos en piapten base de especias se utiliza para
reducir o eliminar las bacterias patdgenas, y @hemio de la calidad general de los
productos alimenticios.
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GRAFICO No 5: Escherichia coli EXPUESTO A ACEITE DE COMINO (Cuminum cyminum) 4MIC

TABLA No 13: TRATAMIENTOS UTILIZADOS “ IN VIVO” PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE COMINO (Cuminum cyminum) FRENTE A Pseudomonas

spp

F. var gl S.Cuad C. Medio Fisher

Cal 0.05 0.01

Total 23 26246,86
Trata 3 18766,82 6255,61 16,73 3,10 4,94
Error 20 7477,03 373,85
CV% 33,39
Media 57,91

El analisis de varianza indica que el F calculad®13) es > que F tabular con un nivel de

confianza del 99% por tanto rechazamos la hipétesadirmamos que la reduccion de

bacterias explica facilmente la variabilidad erienpo de contacto de la carne de trucha

con el aceite de comino.
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GRAFICO No 6: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE E SENCIAL DE COMINO (Cuminum
cyminum) FRENTE A Pseudomonas spp EN LA CARNE DE TRUCHA

La trucha contaminada en el laboratorio &seudomonaspp Yy tratado con el aceite de

comino, diez veces su CIM (31.25mg/mL) mostro weduccion poblacional del 1.55% en

cada cry por cada hora de tratamiento con el aceite, tirrislacion entre el nivel de

bacterias y el tiempo de tratamiento es superiamaedia, esto es 68.8%.

TABLA No 14: TRATAMIENTOS UTILIZADOS “ IN VIVO” PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE COMINO (Cuminum cyminum) FRENTE A Proteoliticos.

F. var gl S.Cuad C. Medio Fisher
Cal 0.05. 0.01
Total 23 5954,72
Trat 3 466,22 155,41 0,57 3,10 4,94
Error 20 5488,50 274,42
CV% 21,72
Media 76,22

El andlisis de varianza indica que el F calculadsy @on un nivel de significancia (p <

0.01) es menor que F tabular, por tanto se aceptapbtesis nula y afirmamos que la
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reduccién de bacterias no explica la variabilidagktratamiento de la carne de trucha con
el aceite de comino.

Actividad inhibitoria del aceite de comino
(Cuminum cyminum)rente aProteoliticos
120,00 y=-0,178x+ 79,97
é 100,00 * L ‘ R2=0,040
';83 80,00 —— 4
% 0009 ¢ . ‘ € Seriesl
S 40,00
é’ 20,00 —— Lineal (Series1)
0,00
(0] 12 24 36 48
Tiempo en Horas

GRAFICA NO 7: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE E SENCIAL DE COMINO (Cuminum
cyminum) FRENTE A Proteoliticas EN LA CARNE DE TRUCHA

Observamos en la Gréafica No 7 la presencia de t@steroteoliticasinoculadas con
aceite de comino a una concentracion de 312.5 mg/mo esta relacionada
significativamente (P < 0.01) con el tiempo deamaiento lo que indica que la regresion no
el lineal. No existe una reduccion de las bacteResteoliticasen la trucha arco iris
inoculada con el aceite de comino.

TABLA No 15: TRATAMIENTOS UTILIZADOS “ IN VIVO” PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE COMINO (Cuminum cyminum) FRENTE A Escherichia
coli.

F. Var gl S.Cuad C. Medio Fisher
Cal 0.05. 0.01
Total 23 1337,17
Trata 3 129,41 43,14 0,71 3,10 4,94
Error 20 1207,76 60,39
CV% 8,33

Media 93,30
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El analisis de varianza arroja un F calculado d& Que es menor a la del F tabular con el
95% y 99% de confianza, esto implica que la reducde la microbiota no explica la

variabilidad en el tratamiento con el aceite deioom

Actividad del aceite de cominoCuminum

cyminum)frente aE. coli
y=-0,048x+ 94,32

120,00
R?2=0,013
100,00 * ‘ z

§ 80,00
; 60,00 ¢
E 40,00 @ Seriesl
= 20,00 — Lineal (Seriesl)
0,00
0 12 24 36 48

Tiempo en Horas

GRAFICO No 8: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE E SENCIAL DE COMINO (Cuminum
cyminum) FRENTE A Escherichia coli EN LA CARNE DE TRUCHA

En la Tabla No 15 el coeficiente de variacién esB83%, indicando que mientras mas
bajo posible sea el coeficiente mas confiable s®rmhdos resultados de la actividad del

aceite esencial de comino frente a la bacteriayasta.

En la Grafica No 8 la actividad para el tratamiedéola bacteria Escherich@li si es
confiable. Por tanto se afirma con un 99% de comBaque en la carne de trucha
refrigerada a 4 €y tratada con aceite de comino a una concentrate6812.5 mg/mL a
los 0, 12, 24 y 48 horas no experimentan reducd@rcrecimiento. En el tratamientio

vitro” el aceite de comino inhibia el crecimiento inclagemperatura ambiente.

Segun lo descrito por Shelef, deduce que el adeimino inhibe de formart vitro” las
bacterias pero de maneria ¥ivo” se establece que las bacterias se mantienen odgined

el proceso de refrigeracion retarda el crecimi@népio de las mismas (37).
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Este estudio confirma que el aceite de comino pas#igidad antibacterianar vitro”
frente aEscherichia colien contraste, en el estudio vivo” no se evidencié reduccion de
esta poblacién, sin embargo previene el crecimjéiniovivo” el aceite de comino fue
activo solo contraPseudomonasspp, permitiendo el crecimiento de otras especies
proteoliticas algunos estudios sugieren que extractos natupaleden ser Utiles como

bioconservadores en la Industria Alimentaria.

La eficacia de este tipo de extractos se atribuygealos compuestos solubles penetran mas
frecuentemente en la matriz alimentaria que logesés, las oleorresinas de extraccion y

hasta los aceites esenciales. (37)

El aceite de comino usado en la carne de truchia eoncentracion apropiada podria al

igual que otras especias extender la vida Utilstie @limento (30).
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CAPITULO IV

4 CONCLUSIONES

1. El comportamiento del aceite esencial de conf@uminum cyminumgn el estudio
de actividad antimicrobiar@n vitro” frente aE. coliindica la posibilidad de usar

este producto para controlar el potencial patéganpescado de agua dulce como
la trucha, pues el ensayo de Screening demostnddact en las concentraciones

de 10.000 a 1.250 mg/mL determinandose a la veLifa de 31.25 mg/mL.

El estudio“in situ” no evidencié reduccién de. coli al tratarlo con 10 veces la

CMB del aceite de comino, desconociéndose el efelgola aplicacion de

concentracion superior.

2. Las bacteriaproteoliticasinoculadas en la carne de trucha no fueron comtaslan

su crecimiento por los principios antimicrobianes$ aceite de comino.

3. Pseudomonaspp en el estudidin situ” sufre reduccion en su nivel poblacional lo
gue asocia a la potencialidad de uso del aceitma@no como bioconservador en

la industria alimenticia o en uso culinario.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

Ensayar nuevas formas de extraccion y purificadénaceite esencial de comino
(Cuminum cyminum) para optimizar la concentracion de compuestos @&t

metabolitos responsables de su actividad antibanter

Investigarantibacterianos de origen vegetal, en especias @atar el consumo masivo de

conservantes artificiales que provocarian dafiogtpaso del tiempo al consumidor.

Ejecutar pruebas con el aceite esencial de Comidstantas concentraciones y en

diferentes bacterias, causantes de enfermedadesitaas por alimentos.

Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esém@aComino en las diferentes etapas
del proceso tecnoldgico de la carne de trucha pterminar el mayor poder

conservante del aceite.

Se recomienda estudiar el uso del aceite de Consng,ventajas y desventajas
econdmicas para la comercializacion dentro de Exuedmo conservante natural de

carnes.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue “Evaluar laigictad antimicrobiana del aceite esencial
de comingCuminum cyminungomo potencial bioconservador en la carne de tfrucha
Pruebas que se realizaron en la Escuela Superivédpaca De Chimborazo, Facultad de
Ciencias.

Los métodos utilizados en el ensayo fueron indoatieductivos y cientifico-
experimentales; utilizando como materia prima acede comino a diferentes
concentraciones.

Los microorganismos de ensayo fueischerichia coli, Pseudomonapp y especies de
proteoliticas se aplicaron pruebas de Screening, CMBvivo” y tiempo de muertén
vitro” e “in situ” sobre la carne de trucha adicionando el aceiteh#o en el laboratorio.
El Screening arroj6 actividad antimicrobiana entt.000 a 1.250 mg/mL. La
concentracion minima bactericida frenteéscherichia colifue de 31.25 mg/mL.

El tiempo de muertéin vitro” para Escherichia colidemostrdo una reduccioén de la
poblacion con un decrecimiento de 2 a 4 log 10 WHC/sin embargdin situ” no se
determind actividad antimicrobiana.

Las bacteria®roteoliticastampoco fueron controladas por el aceite de comiexcepcion
de Pseudomonaspp, que redujo su poblacién en 1.55% por cadadencarne y por cada
hora de tratamiento. El aceite esencial de comsada en la concentracion apropiada
puede usarse como biopreservativo para prevedetetioro poiPseudomonaspp para el
filete de trucha.

Por lo que se recomienda a la industria alimentriaso del aceite esencial de comino
(Cuminum cyminumjomo una alternativa natural a los productos sau®tpara controlar

la putrefaccion de los alimentos susceptibles &riaeo.
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CAPITULO VI
8. ANEXOS

ANEXO 1: FOTOGRAFIAS DE LA PARTE EXPERIMENTAL

Determinacion de NBVT en la carne de Trucha arco is

ANEXO 2: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL ACEITE DE COM INO
(Cuminum cyminum) SOBRE LAS BACTERIAS AISLADAS CAUSANTES DE LA
DEGRADACION DE LA CARNE DE TRUCHA

Método de difusion de disco.
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Método macrodilucion
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Determinacion de la Concentracién Minima Bactericia
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ANEXOS No 3: ENSAYO “IN SITU” DE ACEITE DE COMINO (Cuminum
cyminum), CON TRES TIPOS DE BACTERIAS Escherichia coli, Proteoliticos y

Pseudomonaspp.

Descamacion de la Trucha Medicién de 5x5 cm de los pedazos
Trcuha

\/

Pedazos para ser colocados en ful Se hacen hervir lo pedazos por 2 mi
Ziploc




-92-

Colocacion del aceite de comino a una concentraci@e 312.5 mg/mL a tres tipos de
bacterias, almacenadas a Temperatura de refrigeragn 4 C




