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RESUMEN

Una de las mayores dificultades que se presenta en la sociedad actual es la de
conservar todo tipo de carnes, las cuales muchas veces vienen con cierto grado
de contaminacién. En el Per(, y en muchas zonas alto andinas de América del
Sur, la carne de cuy es muy consumida por su alto valor proteico. El presente
trabajo de investigacion tuvo como obijetivo principal determinar la concentracion
minima del aceite esencial de mufa (Mithostachys mollis) para inhibir el
desarrollo de Escherichia coli en la carne de cuy raza Peru y evitar de esta

manera, posibles enfermedades en sus consumidores.

Se realizaron analisis microbiolégicos usando el método de nimero mas
probable para determinar si la carne de cuy venia con cierto grado de carga
microbiana, entre ellos la Escherichia coli. Comprobada la presencia de la
bacteria en estudio, se aislaron colonias para observar el crecimiento de
microorganismos mediante el conteo de placas de las soluciones de carne de

cuy curada con aceite esencial de mufia a diferentes concentraciones.

Se determino que una concentracion de 2,4mL de aceite esencial de muia
por cada 100g de carne (2,4% de concentracion en volumen) logra inhibir el
crecimiento de la Escherichia coli, lo cual podria ser utilizado no sélo por los
consumidores a manera de conservacion de ésta carne, sino también por

empresarios que deseen exportar esta sabrosa carne.

Palabras clave: Escherichia coli, mufia (Mithostachys mollis), concentracion, cuy.



ABSTRACT

One of the greatest difficulties that exists in today's society is to conserve all kinds
of meats, which often come with a certain degree of contamination. In Peru, and
in many high Andean areas of South America, guinea pig meat is widely
consumed for its high protein value. The main objective of this research work was
to determine the minimum concentration of the essential oil of mufa
(Mithostachys mollis) to inhibit the development of Escherichia coli in the guinea

pig meat of Peru and thus avoid possible diseases in its consumers.

Microbiological analyzes were performed using the most likely number method to
determine if guinea pig meat came with a certain degree of microbial load,
including Escherichia coli. The presence of the bacteria under study was verified,
colonies were isolated to observe the growth of microorganisms by counting
plates of the solutions of guinea pig meat cured with essential oil of mufa at

different concentrations.

It was determined that a concentration of 2.4mL of essential oil of mufia per 100g
of meat (2.4% concentration in volume) manages to inhibit the growth of
Escherichia coli, which could be used not only by consumers as of conservation

of this meat, but also by entrepreneurs who wish to export this tasty meat.

Keywords: Escherichia coli, mufia (Mithostachys mollis), concentration, guinea

pig.



INTRODUCCION

Conservar las carnes para evitar su descomposicion debido basicamente a
microorganismos patdégenos usando productos de origen natural, como es el
caso de los aceites esenciales, es una actividad de gran importancia y que cada
vez despierta mayor interés en varios paises del mundo moderno. Esto se ve
favorecido debido a que existe en muchos consumidores, la educacion de
mantener una buena salud y por ende cambiar su estilo de vida en cuanto a su
alimentacién, pasando a consumir cada vez mas alimentos que sean

conservados con sustancias naturales.

La carne de cuy es una de las de mayor consumo en el Peru por su
excelente sabor y calidad proteica, pero que debido a su mala manipulacién ya
viene con cierta carga microbiana y que causa lamentablemente en muchos de

sus consumidores enfermedades diarreicas agudas(EDA).

El objetivo general del presente trabajo es determinar la concentracion
minima del aceite esencial de mufia para inhibir el desarrollo de Escherichia coli
en la carne de cuy raza Peru, el cual se puede resolver determinando las
propiedades fisico quimicas del aceite esencial de mufia, para de esta manera
conocer cual o cuales de las sustancias presentes en el aceite esencial, logran
tener una accion inhibitoria en el microorganismo; posteriormente se procedera
a realizar el andlisis microbiolégico a la carne de cuy, para determinar en qué
condiciones llega la carne antes de ser tratada y por udltimo, se realizara
nuevamente un analisis microbioldégico a la carne de cuy, pero esta vez tratada
con el aceite esencial de mufia para determinar con ello la inhibicibn que se
genera en el desarrollo de la Escherichia coli. Cabe indicar a su vez que el
presente trabajo no intenta determinar el tiempo de vida que tendra la carne de

cuy, pues ello seria tema de un analisis microbiolégico mas profundo.



Esperemos pues que el presente estudio sirva no soélo para realzar dos
productos naturales autéctonos del Perd como lo es la mufa y la carne de cuy,
sino también de algunos otros productos que aun no han sido estudiados pero
gue se sabe de manera empirica poseen diversas propiedades beneficiosas para
el ser humano. Poder generar una mejor forma de vida usando conservantes
naturales sobre todo en diversos tipos de carnes debe servir para comercializar
la misma en forma masiva no sélo en el Peru sino también en diversos lugares

del Mundo evitando riesgo de contraer cancer a largo plazo.



l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de larealidad problematica

La carne de cuy tiene un proceso de sacrificio informal y no técnico, en los
diversos lugares de venta donde se puede adquirir. Debido a ello esta carne sufre
una consecuencia bromatoldgica, que si bien es cierto es pequefa, no sucede lo
mismo con la calidad microbiol6gica, producto de la contaminacion que existe en
ella, sea proveniente del mismo animal o por contaminacién cruzada. Esta
calidad microbioldgica influye en cuestiones de riesgo para la salud, debido a
gue puede ser portador de microorganismos patdgenos para el hombre y

desencadenar en enfermedades: generalmente gastrointestinales.

Hay que tener muy en cuenta que una temperatura de refrigeracion no
garantiza el incremento, disminucion o inhibicion de microorganismos alterantes
y patdgenos en la carne de cuy. Es por ello que conservar esta carne para darle
un mayor tiempo de vida, es uno de los grandes inconvenientes que tienen
muchos de los comerciantes y consumidores en general para el consumo de ésta
sabrosa carne.

Puesto que en muchos casos la carne de cuy ya viene con cierto grado de
contaminacién, el presente trabajo pretende inhibir el crecimiento de los
microorganismos patdégenos, entre ellos el de la Escherichia coli, usando para
ello el aceite esencial de mufia, por sus propiedades antibacterianas que
presenta. Actualmente existen diversas formas de conservacion que inhiben el
crecimiento de microorganismos patdgenos y que le dan a la carne no sélo la
calidad microbiolégica y bromatoldgica apta para el consumo humano sino
también un tiempo de vida prolongado. Una de las formas mas habituales en la
conservacion de las carnes, es usando diversas sales que contienen los
radicales nitritos, nitratos y sulfitos, que cumplen muy bien la funcién de
conservar la carne y darle un tiempo de vida prolongado a la misma, pero a su
vez se ha llegado a demostrar que con el tiempo provocan diversos dafos al ser
humano, entre ellos el cancer, que tanto dafio a hecho y sigue haciendo a la

sociedad.
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De esta forma, obtener una concentracion minima inhibitoria del aceite
esencial de mufia para evitar de esta manera el crecimiento de microorganismos
como la E.coli y de paso conservar de manera natural un alimento altamente
consumido como es la carne de cuy, sera de mucho beneficio para la poblacion
peruana y porgue no decirlo también para personas de otros lugares que sepan
degustar esta sabrosa carne en sus multiples presentaciones, asegurando con
ello no sdlo el sabor, la textura, color, etc.; sino también evitando el riesgo de

contraer cancer a futuro.

1.2. Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
¢, Cual sera la concentracion minima del aceite esencial de mufia para

inhibir el desarrollo de Escherichia coli en la carne de cuy raza Pera?

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢Como se determinaran las propiedades fisicas quimicas del aceite
esencial de mufia?
¢, Como se realizara el analisis microbiologico de la carne de cuy fresca?
3. ¢Cbomo se realizara el analisis microbiologico de la carne de cuy tratada

con el aceite esencial de muna?

1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Determinar la concentracion minima del aceite esencial de Mufia para

inhibir el desarrollo de Escherichia coli en la carne de cuy raza Pera.
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1.3.2 Objetivos especificos

1.4

1.

Determinar las propiedades fisico quimicas del aceite esencial

de mufia.

Definir el analisis microbiolégico que se aplicara a la carne de cuy
fresca.

Determinar el analisis microbioldgico que se aplicara a la carne de

cuy tratada con el aceite esencial de mufa.

Limitantes de la investigacion

Limites teoricos

Las diversas formas de manipular al cuy por parte de los vendedores
al momento del sacrificio en los diversos establecimientos, generan
muchas veces contaminacion cruzada que interfieren en el verdadero
resultado del analisis microbiolégico.

La volatilidad que poseen los aceites esenciales lo cual no permite un
adecuado almacenamiento y tratamiento en la carne al momento de
utilizarlo.

Separacion de la carne del cuy respecto de su piel y huesos, pues esta
muy adherida a ambos.

Limites temporales

El tiempo que se ha tardado en tomar las pruebas de las muestras a
diferentes concentraciones.

El costo para realizar la parte experimental de manera continua y
repetitiva, es uno de los principales inconvenientes que se presentan
en la investigacion.

Limites espaciales

El traslado de la carne de cuy desde un lugar alejado, podria ser

causante de crecimiento microbiano, alterando los andalisis de estudio.

12



.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Stashenko (2009) en su libro titulado: Aceites esenciales.,Bucaramanga,
Colombia nos afirma: “Las plantas aromaticas — aquellas que generan esencias
en cantidades apreciables; pertenecen también al grupo de las llamadas
plantas medicinales. Sus componentes solos o en combinacion, exhiben una o
varias actividades biolégicas, e.g., antibacteriana, antiviral, anti fungica, entre
otras” (p.18).

Concluyendo que los aceites esenciales presentan en su gran mayoria,
moléculas de gran actividad antibacteriana y que puede sustituir a muchos

productos quimicos.

Flores(2010) en su tesis de pregrado titulado: Investigacion de los aceites
esenciales, sus caracteristicas y finalidad de uso, Universidad de Chile, Santiago,
Chile nos dice: “Son muchas las propiedades farmacoldgicas que se podrian
atribuir a los aceites esenciales como bactericida o antimicética, pero solo
algunas de ellas han sido estudiadas totalmente. Hay que tener en cuenta no

obstante que algunas esencias pueden ser peligrosas” (p.28).

Se sabe claramente también que las esencias obtenidas de las diversas
hierbas que existen, no solo presentan actividades antimicrobianas, sino
también farmacoldgicas, motivo por el cual es cada vez mas difundido el uso
de ellos, pero que debiera usarse siempre con la supervisién de un profesional

para indicar la dosis adecuada.

Staschenko (como se cit6 en Julio, Rodriguez, Urbina ,Granados, &
Acevedo, 2012), en un articulo titulado: Evaluacién de la actividad antioxidante del
aceite esencial de la candia (hibiscus esculentus) aplicada a una hamburguesa de

carne bovina,de la revista Redalyc ,Medellin, Colombia nos dice acerca de los

13



aceites esenciales que: “Presentan diferentes componentes volatiles, debido al
metabolismo secundario de las plantas, mezclados entre si y cuya composicion
en parte estd dada por terpenos que responden a la férmula (CsHs) » ademas
de otros compuestos casi siempre oxigenados”.

Esta sinergia de terpenos (en su mayoria), con alcoholes, ésteres, éteres,
aldehidos y compuestos fendlicos hacen de los aceites esenciales, sustancias
capaces de inhibir diversos tipos de microorganismos, que le son de beneficio
a ellas mismas para protegerse de diferentes tipos de insectos y que el ser
humano las aprovecha, no sélo para aromatizar, sino también para preservar

sus alimentos de microorganismos patdgenos.

Watson et al (como se citdo en Guiza, 2007), en su tesis de pregrado titulado:
Estudio del efecto antimicrobiano del aceite esencial de Minthostachys mollis
combinado con inactivacion térmica, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota,
Colombia nos dice que: “Las plantas tienen una capacidad casi ilimitada para
sintetizar sustancias, siendo la mayoria fenoles o sus derivados oxigeno —
sustituidos. En general son metabolitos secundarios de los cuales por lo menos

el 10% se han aislado”.

Murphy (como se cité en Guiza, 2007) nos dice que “en muchos casos, estas
sustancias sirven a la planta como mecanismos de defensa contra el ataque de
microorganismo, insectos y herbivoros. Algunos como los terpenoides,
proporcionan a la planta sus olores, otros (quinonas y taninos) son

responsables del pigmento”.

Dentro de los compuestos presentes en los extractos vegetales que poseen
actividad antimicrobiana, se pueden mencionar el timol, el carvacrol, o el
eugenol; algunos autores como Conner en 1993, reportaron la alta actividad

antimicrobiana de éstos compuestos en forma pura.
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Se puede concluir una vez mas la importancia de la composicion quimica que
presentan los aceites esenciales de las distintas hierbas que existen en el
Mundo, pues su alto contenido en terpenoides, la convierte en un buen

antibacteriano natural.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Carhuapoma et al. (2009) en un articulo titulado: Actividad antibacteriana del
aceite esencial de minthostachys mollis griseb ‘ruyaq mufa, de la revista
Ciencia e investigacion, Lima, Perd nos dice que: “existe dentro de los
componentes que poseen los aceites esenciales, gran capacidad de poseer
efectos antibacterianos, debido basicamente a las sustancias terpénicas y

fenilpropanicas” ( p.38).

Viendo que las sustancias principales halladas en la gran mayoria de aceites
esenciales obtenidos de diversas hierbas naturales son los terpenos,
podriamos concluir que gracias a ésta sustancias, se logra inhibir el crecimiento
de muchos microorganismos causantes de la descomposicion de los productos

alimenticios, en especial las carnes.

Buitron & Quispe (2016) en su tesis de pregrado titulado: Conservacion de la carne
de cuy (Cavia porcellus) linea Peri en ambiente modificado con aceite esencial
natural de romero (Rosmarinus officinalis), y orégano (Origanum vulgare),
Universidad Nacional del Centro, Huancayo, Peru nos dice que:
(...) teniendo la carne de cuy un gran potencial alimenticio es necesario buscar
otros métodos de conservacion y de esta manera incentivar su consumo. Los
aceites esenciales purificados a partir de hierbas de uso tradicional. El timol, el
carvacrol, y el pineno son fenoles que se encuentran presentes en los aceites
esenciales de orégano y romero, los que se emplean en la industria alimenticia
como antibacterianos; estos aceites han mostrado un efecto frente a bacterias
Gram negativas y Gram positivas. Teniendo ambos una buena aceptacion por
el consumidor por ser hierbas arométicas utilizadas en la gastronomia. ( p.1)

Se concluye pues, de manera tacita, que existe un nuevo concepto por cambiar
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la forma de preservar los alimentos , acercandonos mas a lo que la naturaleza nos

brinda: los aceites esenciales.

Rudas(2017) en su tesis de pregrado titulado: Composicion quimica,
fraccionamiento y actividad in vitro del aceite esencial de Aloysia citriodora Palau
(“Cedron’) sobre las bacterias Escherichia coli y Salmonella typhimurium,
Universidad Peruana Cayetano Heredia,Lima,Peru nos dice que en 2011, en un
estudio realizado por F. Romero, se evalud la actividad antimicrobiana de
algunos aceites esenciales comercialmente disponibles, entre ellos, el cedron.
El mayor componente del aceite esencial de cedrén fue el geranial (41%),
seguido por neral y 1,8—cineol. La actividad antimicrobiana de sus aceites
esenciales se evalud sobre la supervivencia y el crecimiento de algunos
microorganismos considerados peligrosos para el consumo humano:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria innocua mediante el
meétodo de difusion de disco. De esta manera, el cedron fue clasificado
extremadamente sensible para el S. aureus, y sensible para E. coli y Listeria

innocua. (p.12)

Podriamos concluir que las propiedades fisico quimicas de los aceites
esenciales de las diversas hierbas naturales, son de vital importancia para
determinar cual es la capacidad de inhibir el crecimiento de microrganismos

para diversos tipos de alimentos, sobre todo en las carnes rojas.
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2.2. Bases tedricas

2.2.1 Cuy (Cavia porcellus)

a. Resenfa historica. - El cuy es un roedor conocido en el Peru y diversas zonas
alto andinas de América del Sur desde muchos afios atras, como datan los
estudios realizados por diversos historiadores y arqueologos. El  principal uso
gue se le ha dado a este animalito, es como fuente de alimentacién, por
presentar una carne muy sabrosa y nutritiva.” El cuy (Cavia porcellus),
conocido también como cobayo, curiel o curi, es un mamifero roedor que fue
domesticado en la region Andina de Sudamérica, donde ha sido utilizado,
principalmente, como fuente de alimento” (Flores, Duarte, & Salgado, 2016, p.
41).

De acuerdo a los antecedentes histéricos podriamos decir que existen
diversas pruebas de la existencia de este roedor, y de su relacion directa con el

ser humano, que datan incluso desde las culturas pre incas.

Se tienen diversas pruebas que nos demuestran que el cuy fue domesticado
hace 2500 a 3600 afnos. En los estudios de los diversos tipos de rocas hechos
en el templo del Cerro Sechin (Peru), se hallaron abundantes excretas de cuy y
en el primer periodo de la cultura Paracas, llamado Cavernas (250 a 300 a.C.),

ya se alimentaba con carne de cuy (Chauca, 1997).

Estudios realizados por diversos cientificos peruanos acera del cuy en el antiguo
Perd, nos dan una idea de la importancia que presenta para ellos (arquedlogos
e historiadores en especial) ya que de esta manera se ha podido conocer mas
acerca de las costumbres y actividades que fueron realizadas por los antiguos
peruanos.

Tello (como se cité en Segura, 2007, p.12) en sus estudios realizados en
el templo del cerro Sechin encontré abundantes depdsitos del estiércol de
cuy. Engel en sus estudios realizados sobre la cultura de paracas denominado

‘cavernas” por Tello determind que 250 a 300 afios A.C. ya el hombre se
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alimentaba con carne de cuy y mas tarde en el tercer periodo de esta misma
cultura descubri6é en un pueblo donde todas las casas tenian cuyeras; es decir,
gue 1400 afos d.C. ya se consumia grandes cantidades de carne de cuy.

b. Clasificacion. - De acuerdo a su clasificacion zooldgica podemos decir que

el cuy se clasifica de la siguiente manera:

Phylum..........cooooi Vertebrado
Subpylum............o Gnasthosmata
Clase.....ccooeviiiiiiiiiiiiin, Mamifero
Subclase........ccccvviviiviiiiiiinnns Theria
Infraclase........ccccccvvvvvvvininnnns Eutheria

(@] (0 [ o Roedores
Suborden.......cccocoii, Hystricomorpha
Familia........cccoovviiiiiiiinnnn, Cavidiidae
GENEIO....uvviiiiiiiiiiiiee e Cavia
ESpécie....cccoeeevviiiiiiiieieiee, Cavia porcellus

Debido a los dificiles términos usados en la clasificacion zoologica, la
forma mas comercial de clasificar a los cuyes por los microempresarios es por
su tipo de raza, en la cual podemos diferenciar: raza Andina, raza Inti, raza
Mantaro y raza Perq, siendo este ultimo el que presenta mejor biotipo y el de
mayor consumo por la poblacién. Es sabido que la raza Peru presenta gran
desarrollo muscular y por tanto es un gran convertidor de alimento. Su coloracién
es marron, similar al de la canela, con toques blancos y puede ser combinada o
fajada, su pelo es liso, por lo que se le clasifica de acuerdo a ello al tipo A. En su
cabeza puede o no existir remolino, las orejas caidas y 0jos negros en su
mayoria, siendo los de 0jos rojos no recomendables para el consumo. (Ataucusi,
2015, p.12)
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Figura.1l. Cuy raza Peru.
Copyright 2011 por Instituto Nacional de Innovacion Agraria.
Reimpreso con permiso.

c. Sacrificio. — Existen diversas formas de sacrificar al cuy, pero de la buena
manipulacion que se tenga al momento del proceso se evitara tener una
contaminacion cruzada en la carne, lo cual nos permitird un analisis mas correcto

en cuanto a la carga microbiana.

La forma mas usual de sacrificio por muchos comercializadores de cuy es
aquella en la que se realiza un desnucamiento del animal mediante un
estiramiento de sus patas y cuello, para su posterior corte en el cuello y
desangrado. Acto seguido el animal es sumergido en agua caliente para eliminar

el pelaje y dejar solo la piel.

d. Caracterizacion de la carne de cuy. - La carne de cuy ha alcanzado en los
ultimos afios gran demanda, no sdlo en el Pera sino también en otros paises del
altiplano, justamente por su gran sabor y propiedades nutritivas, como lo muestra
la tabla 1. Lamentablemente uno de los mayores problemas que se presenta en
esta carne, de alto valor nutritivo, es el tiempo de vida que posee, pues en
muchos casos la carne ya viene contaminada (como lo muestra la tabla 2), sea
por la naturaleza del animal o por contaminacién cruzada al momento del
sacrificio, o que no permite tenerla por mucho tiempo almacenada para su
posterior consumo. La tabla 3 nos permite saber el rango promedio de

aceptacion de la poblacion de bacterias en la carne de cuy.
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Tablal
Caracterizacion fisicoquimica de la carne de tres lineas de cuyes.

Variables Peruano mejorado Criollo Andino
Proteina % 17,78 19,39 18,55
Grasa % 8,56 7,93 7,66
Humedad % 73,48 72,83 75,84
Ceniza % 1,26 1,21 1,08
pH 6,47 6,38 6,41

Recuperado de Flores, C., Duarte C. y Salgado. Copyright 2017 por Morales. Reimpreso con permiso.

Tabla 2
Presencia de microorganismos en carne de tres lineas de cuyes
Microorganismo Linea de cuyes UFC/g (log)
Coliformes totales Criollo 1,0
Peruano mejorado 1,0
Andino 1,0
Escherichia coli Criollo 1,0
Peruano mejorado 1,0
Andino 1,0
Staphylococcus aureus  Criollo 2,5
Peruano mejorado 2,2
Andino 2,5
Salmonella spp. Criollo Ausencia
Peruano mejorado Ausencia
Andino Ausencia

Recuperado de Flores, C., Duarte C. y Salgado. Copyright 2017 por Morales. Reimpreso con permiso.

Tabla 3
Rangos de aceptacion de la poblacion de bacterias NTE INEN:1346
Microorganismo Minimo Maximo
Coliformes totals 1,0x10° 1,0x107
Escherichia coli 1,0x102 1,0x103
Staphylococcus aureus 1,0x10? 5,0x10?
Salmonella spp. Ausencia

Recuperado de Flores, C., Duarte C. y Salgado. Copyright 2017 por Morales. Reimpreso con permiso.
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2.2.2 Escherichiacoli.

a. Microorganismos. - El mundo actual en el que nos desarrollamos sigue
presentando un sinfin de pequefios seres vivientes denominados
microorganismos, los cuales pueden tener diferentes formas y tipos, y ser
beneficiosos o perjudiciales para el hombre. Escherichia coli es uno de los tantos
millones de microorganismos que habitan y han habitado la Tierra durante
muchos afios. Estos seres primitivos y numerosos los hallamos en todo tipo de
ambiente como el agua, aire o suelo, motivo por el cual participan en todos los
ecosistemas y por ende en relacion con las plantas, animales y el hombre

(Montafio y Camargo, 2010).

b. Clasificacion de los microorganismos. — Es sabido que la microbiologia es
una ciencia que se ha encargado de realizar un estudio mas concienzudo de los
diferentes tipos de microorganismos que existen, y de sus principales aportes o
perjuicios que representan para el ser humano. “Se agrupan en dos categorias:
procariéticos y eucariéticos. En la primera estan las archaeas y las bacterias,
mientras que en la segunda se encuentran hongos, algas y protozoarios. De
manera convencional los virus, viroides y priones son también considerados

microorganismos” (Montafio , Sandoval, Camargo, & Sanchez, 2010, p. 16).

C. Escherichia coli. - Es una bacteria que la encontramos en diversos lugares
del cual nos desarrollamos, principalmente en los alimentos que consumimos a
diario, los cuales pueden llegar contaminados de manera natural como es el caso
de las carnes o lacteos, o por contaminacion cruzada. Respecto de qué es la
Escherichia coli y de cémo afecta al ser humano, Rodriguez (2002) afirma:
Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el
intestino del hombre pocas horas después del nacimiento y se le
considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que
pueden ser patbgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros

clinicos, entre ellos diarrea. (p. 465)
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Escherichia coli es una bacteria que ataca el intestino del ser humano,

principalmente a los de menor edad, causando en ellos fuertes diarreas que si

no son tratadas a tiempo podrian causar dafios muy graves.
Enfermedad diarreica aguda (EDA) es el término adoptado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para referirse a un proceso
inflamatorio gastrointestinal infeccioso o no infeccioso, asociado a una
disminucién en la consistencia y un aumento en la  frecuencia (mayor a
tres veces por dia) de las deposiciones fecales. La diarrea puede ser
liquida, semiliquida, y puede contener moco y sangre. Otras
manifestaciones clinicas de la EDA son nauseas, vomitos, dolor

abdominal, fiebre y deshidratacion. (Goémez,2014,p.3)

d. Clasificacion de Escherichia coli. - La clasificacion taxondémica de la

Escherichia coli es:

Dominio: Bacteria

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriales
Género: Escherichia

Especie: E.coli
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Figura 2. E.coli verotoxigenica.
Copyright 2013 por Elika: Fundacion Vasca para la Seguridad
Agroalimentaria. Reimpreso con permiso

Si bien es cierto existen cientos de cepas de Escherichia coli, la
clasificacion de acuerdo a su mecanismo de patogenicidad es la que mas importa
al ser humano, por los dafios que pueda causar. Rodriguez (2002) afirma:

Las cepas de E. coli causantes de diarrea se clasifican en seis grupos:

enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica también conocidas
como productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga (EHEC
0 VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatogena (EPEC),

enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC). (p.465)

La tabla 4 nos da en resumen las caracteristicas de Escherichia coli
causantes de enfermedades diarreicas y de como éstas (las enfermedades
diarreicas) las adquieren en mayor grado los nifios menores de un afio debido a
gue su organismo no estd aun fortalecido, siendo las bajas defensas que

presentan, lo que los hace mas vulnerables.
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Tabla 4

Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli causantes de diarrea

Grupo Sintomas Epidemiologia Serogrupos y Factores de
clinicos serotipos mas patogenicidad
comunes
ETEC Diarrea aguda Niflos menores 08:H9, O15:H11, STyLTCFA
acuosa de dos afios y 020:H-, 025:H-
diarrea del 027:H7,
viajero O78:H12,
0148:H28,
0159:H20
EHEC SUH, CH, Nifosy adultos 0157:H7 STX AJ/E Intimina
diarrea sin que la 026:H11, pO157
sangre, dolor adquieren por 0103:H2,
abdominal, comer carne 0O113:H21 0119,
fiebre, vomito cruda o mal 0128, 0145
cocida
EIEC Diarrea con Nifios menores 0O28:H, Invasividad
moco y deseismeses 0O112ac:H-, Plasmido de
sangre o] 0144:H-, 140MDa
diarrea 0152:H-,164:H-
acuosa, 0167:H-
también  se
presenta
cuadro
disentérico
EPEC Diarrea Nifios menores 055, 086, 0142, AJ/E, BFP Plasmido
aguda, dolor de seis meses 0111:H-0127 EAF de 50-70MDa
abdominal, hasta dos afios
vomito, fiebre
baja
EAEC Diarrea Recién nacidos 044:H18 Fimbria AAFI y I
liquida, verde vy nifos EASTI  Proteinas
con moco, sin menores de Pet y Pic OMP
sangre, dos afnos Plasmido de 60
diarrea MDa Citotoxina
persistente
hasta 20 dias
DAEC Diarrea Nifiosde 1 a5 0126:H27 Fimbria F1845
acuosa sin afios OMP
sangre
LT=toxina EAF= factor de
termolabil adherencia de
CFA= factor de EPEC
colonizacion OMP=  proteina
antigénico de membrana

ST= toxina termo
estable

BFP= pili con forma
rizada
MDa=Megadaltones

externa

STX=toxina shiga
EAST= toxina ST
de cepas
enteroagregativas

Recuperado de Rodriguez, M. Copyright 2002 por Morales. Reimpreso con permiso.
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2.2.3 Microbiologia alimentaria.

Los alimentos como las carnes deben estar exentas de
microorganismos que sean patdgenos para el ser humano, para ello se
realizan diversas técnicas que determinen la cantidad de carga
microbiana que puede poseer un alimento, determinando de esta manera
gue los productos que se comercialicen estén en Optimas condiciones
para su consumo. Los principales métodos que se usan para determinar
la carga microbiana en alimentos como las carnes son:

a. Método de recuento en profundidad de microorganismos aerobios
mesofilos. - Segun la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (anmat, 2014) (...) el método resulta

aplicable para:

o Productos destinados al consumo humano y la alimentacion
animal;
o Muestras ambientales de area de produccion y manipulacién de

alimentos para consumo humano y alimentacion animal.
El proceso en resumen es:

» Preparacion de la muestra: Por cada gramo de muestras, adicionar
nueve mL del diluyente (dilucién 1/10)

» Inoculacion e incubacion: transferir por duplicado un mL de las
diluciones preparadas en placas de Petri. Si se siembra mas de una
dilucion sembrar solo 1 placa por dilucion (sembrar al menos 2
diluciones decimales consecutivas).

-Verter 12 ml -15 ml del agar Plate Count Agar(PCA).
-Incubar a 30°C + 1°C, 72 h + 3 h.

» Recuento y seleccion de las colonias:

- Seleccionar preferiblemente las placas que tienen menos de 300
colonias.

-Se cuentan las colonias que se observan en cada placa y se calcula
el nimero de unidades formadoras de colonias presentes en 1 mL o

1g de muestra.
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b. Método de aerobios mesofilos por recuento en placa. - Segun (anmat,
2014): Este procedimiento se aplica para realizar la enumeracion de
microorganismos aerobios mesofilos por la técnica de recuento de
colonias en placa a 35°C + 1°C en muestras de alimentos congelados,
refrigerados, precocidos o preparados. El proceso en resumen es:
> Preparacién de la suspension inicial:
-Procedimiento 1
50 g de muestra mas 450 mL de diluyente (dilucién 1071)
-Procedimiento 2
10 + 0.1 g de muestra + 90 mL de diluyente (dilucién 1071)
» Inoculacion e incubacion:
-Transferir por duplicado 1 mL de la suspension inicial y 1 mL de
las diluciones en placas de Petri vacias.
-Verter 10 ml — 15 mL de agar para recuento en placa e incubar a
29°C - 31°C,48+3h
» Recuento y seleccion de las colonias caracteristicas:
» Seleccionar las placas con un minimo de treinta colonias y un

maximo de 300 colonias y calcular el recuento.
2.2.4 Muiia (Minthostachys mollis)

a. Resefa historica de la mufia. - La mufia es una hierba autdctona
del Peru que ha sido usada por las antiguas civilizaciones alto andinas de
forma empirica, como una forma de medicina alternativa principalmente.
Los usos que se le han dado a esta hierba han ido pasando de generacion
en generaciéon hasta nuestros dias de tal manera que muchas personas,
generalmente de las zonas alto andinas del Pera, aun conservan estas

formas de uso.

Como se menciono anteriormente, la mufa ha sido utilizada en el
Perd hace muchos afios atras desde antes de la llegada de los espafioles.
Al respecto Cano (como se citd en Yapachura, 2010) nos dice:” Esta

planta se denomina en lengua quechua “mufia” y en aymara posee dos
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nombres “coa” y “huaycha”; debido a sus caracteristicas semejantes al
poleo y al orégano, los espafioles lo llamaban poleo silvestre
perteneciendo este a una especie diferente” ( p. 14).

MBG (como se citdé en Quispe, 2015) nos informa que: “bajo el
nombre de genérico de Mufia se reconocen especies de por lo menos tres
géneros diferentes, los cuales pertenecen a la familia de las lamiaceas:

Minthostachys,Satureja y Hedeona” (p.3).

Rojas et al (como se citdé en Quispe, 2015) nos dice que a lo largo de la
Cordillera Andina crecen, en forma silvestre, alrededor de 12 especies del
género Minthostachys. De éstas, hasta la fecha seis especies han sido
reconocidas en el Pera donde reciben diferentes nombres locales, como
el de mufia como el mas generalizado.

Salamanca (como se citd en Quispe, 2015) informa que otros nhombres
comunes que se le dan a las diversas especies del género Minthostachys
son: Poleo Silvestre (Debido a su similitud con el Orégano y al Poleo),
Huaycha (en lengua Aimara), Coa (en lengua Quechua), Mufa-
Mufa,Arash Mufia,Kon,Orcco-Mufia,lsmush,Pachamuiia y Hayamufa o

Inkamunia.

b. Aceites esenciales - Clasificacion. - Los estudios cientificos
realizados sobre la mufa, datan de fechas no muy lejanas, y se le esta
dando realce sobre todo por su accion bactericida que presenta frente a
diversos tipos de microorganismos debido a los compuestos quimicos que
posee tales como los terpenoides, los cuales se pueden apreciar en la
caracterizacion que se le hace de su aceite esencial.” Los aceites
esenciales son el producto final del metabolismo secundario de las plantas
aromaticas. Estan constituidos por terpenos con actividad y composicion
variada; después de la extraccion generalmente son liquidos y rara vez
sélidos o pastosos” (Alzamora, Morales , Armas, & Fernandez, 2001 , p.
157).
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Los aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo a su
consistencia, origen y composicion quimica. Martinez (2003) afirma:

De acuerdo con su consistencia se clasifican en esencias fluidas,
balsamos y oleorresinas. De acuerdo a su origen se clasifican como
naturales, artificiales y sintéticas. Desde el punto de vista quimico los
aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan aceites
esenciales monoterpenoides. Los ricos en sesquiterpenos son los aceites
esenciales sesquiterpenoides. Los ricos en fenilpropanos son los aceites
esenciales fenilpropanoides. (p.1)

En la tabla 9 se pueden observar los principales grupos funcionales

presentes en los aceites esenciales

C. Extraccion de los aceites esenciales. - La forma mas usual de
extraer los aceites esenciales es por el método de arrastre de
vapor, no siendo el unico ni el mas efectivo. Al respecto Martinez
(2003) afirma:

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

y porque no requiere tecnologia sofisticada. ( p.3)

d. Clasificacion de la muiia. — La clasificacion taxondmica de la muia

(Minthostachys mollis) se presenta de la siguiente manera:
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Reino:
Subreino:
Division:
Clase:
Subclase:
Orden:
Familia:
Subfamilia:
Geénero:
Especie:

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Verbenales
Lamiaceae

Nepetoideae

Minthosthachys (Benth.) Spach

Minthostachys mollis (Kunth) Grisebach

e. Caracterizacion del aceite esencial de mufia. — Las propiedades fisico

- quimicas que presenta el aceite esencial de mufia varia de acuerdo

al lugar de procedencia, pero estas variaciones son minimas en cuanto

a lo que se refiere al porcentaje de abundancia de sus principales

moléculas tal como lo muestra la tabla nimero 5, 6, 7 y 8.

Tabla 5
Ensayos fisicos aceite esencial de Minthostachys mollis
Resultados
Prueba Mufia Tarma Mufia Murfia
Huaraz Pampas
Aspecto Liquido oleoso, Liquido oleoso, Liquido oleoso,
transparente, color transparente, color transparente, color
amarillo, olor fuerte ligeramente verdoso. ligeramente amarillo,
agradable, sabor olor muy agradable, olor agradable, sabor
picante. sabor picante. picante.
Miscibilidad Inmiscible en agua, Idem. Idem.

Gravedad especifica(25°C)

indice de refraccién (20°C)

Rotacion dptica (20°C)

ligeramente miscible
en alcohol al 70%,
miscible en éter
clorofonno y
tetracloruro de
carbono.

0.9189

1.4727
+ 3.45°

0.9176
1.4746

- 4.15°

0.9159
1.4725
- 3.30°

Recuperado de Fuertes C., y Munguia Y. Copyright 2002 por Morales. Reimpreso con permiso.
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Tabla 6

Espectro infrarrojo aceite esencial de muia

Numero de onda Grupos funcionales

3500 cm™? Presencia de alcoholes, estiramiento OH

3080 cm™? Presencia de C - H aromatico

2957 - 2864 cm™! Estiramiento C - H alifatico

1709 cm*? Estiramiento C = O (Cetona)

1664 cm* Corresponde a un doble enlace combinado con un grupo
carbonilo.

1600-1500cm™t Presencia de anillo aromatico

1448 cm** Presencia de iso - propil

1369 cm* Presencia de enlaces metilénicos

1202 -799 cm™ Presencia de alcoholes primarios. secundarios y terciarios.

Presenciade C - O
1200-1100 cm?

Recuperado de Fuertes C., y Munguia Y. Copyright 2002 por Morales. Reimpreso con permiso.

Tabla 7

Espectro ultravioleta aceite esencial de mufia (Concentracion: 0,1 %. Rango:
190 - 820 nm.)

Banda de absorcién

Mufia de Tarma Mufa de Huaraz Mufa de Pampas

216-244 nm 218-242nm 218-244nm Presencia de compuestos
insaturados

266nm 268nm 270nm Presencia de compuestos
aromaticos

Recuperado de Fuertes C., y Munguia Y. Copyright 2002 por Morales. Reimpreso con permiso.



Tabla 8

Composicién quimica por cromatografia de gases y espectrometria
de masa del aceite esencial de muia.

Numero de Tiempo de Nombre Porcentaje

pico retencion(min)
1 2,092 Compuesto 1 0,12%
2 2,842 Compuesto 2 0,64%
3 4,083 B - Pineno 0,31%
4 4,342 B - Pineno (1 S) 0,26%
5 5,217 B - Mirceno 0,71%
6 5,692 a- Terpineno 0,58%
7 6,233 Limoneno 1,17%
8 6,533 B - Felandreno 0,08%
9 7,242 B - trans - ocimeno 0,52%
10 7,750 y- Terpineno 7,55%
11 8,540 Cimeno 2,10%
12 10,442 Acetato de octilo 0,85%
13 12,325 3-Octanol (Amiletilcarbinol) 0,23%
14 14,908 2S-Trans-Mentona 41,48%
15 15,300 Copaeno 0,13%
16 15,708 2R-Cis-Mentona 2,80%
17 16,017 Compuesto 17 0,10%
18 16,600 Germacreno D 0,09%
19 16,600 Compuesto 19 0,09%
20 16,900 Compuesto 20 0,03%
21 17,242 Linalol 1,89%
22 18,392 Isocariofileno 1,96%
23 18,600 Compuesto23 0,00%
24 18,875 Compuesto24 0,15%
25 19,125 Compuesto 25 1,44%
26 19,675 Compuesto26 0,25%
27 20,400 Pulegona 16,02%
28 20,633 alpha.-Cariofileno 0,19%
29 21,617 Compuesto 29 0,93%
30 22,083 |-tetradeceno 0,17%
31 22,333 Germacrene B 1,48%
32 22,567 Piperitona 2,56%
33 22,717 Epo6xido 4,32%
34 22,825 Compuesto 34 0,00%
35 22,950 Compuesto 35 0,04%
36 23,167 Compuesto36 0,28%
37 24,633 2 - Hidroxipiperitona 0,06%
38 25,817 Acetato de Timol 2,12%
39 27,475 Melonal 0,04%
40 27,650 2 - Pinen - 4 ona 0,38%
41 28,608 Epoxido 0,23%
42 29,575 6-Allyl-O-cresol 0,02%
43 30,325, Metil eugenol 0,11%
44 34,242 Epoxido 0,28%
45 37,908 Timol 2,14%
46 39,500 Durenol 0,07%
47 46,517 Compuest047 0,12%
48 54,992 Androst-5-en-7-ona 0,19%
TOTAL 97,28%

Recuperado de Fuertes C., y Munguia Y. Copyright 2002 por Morales. Reimpreso con permiso.
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Tabla 9

Principales grupos funcionales de categoria en los aceites esenciales

Compuesto Grupo funcional Ejemplo Propiedades
Alcohol é Mentol, geraniol Antimicrobiano,
—-0H antiséptico, tonificante,
| espasmolitico.
Aldehido Q0 Citral,citronelal Espasmolitico , sedante ,
1] antiviral.
R-C-H
Cetona 0 Alcanfor, tuyona Mucolitico, regenerador
T cellular,neurotéxico.
i RI
R-C-
Ester Q Metil, salicilicato Espasmolitico, sedativo,
1 /4 antifangico.
R
2
DO—R
Esteres — Cineol, ascaridol Epectorante, estimulante.
Eter fendlico .ﬁ.l'i:l"i] o |:* i 'I: Safrol,anetol,miristicina Diuretico,
carminativo,estomacal,
espectorante.
Fenol OH Timol, eugenol, carvacrol Antimicrobiano,
irritante,estimulante,
S inmunoldgico.
I_|_|,..--"
Hidrocarburo Sélo contiene Cy H Pineno, limoneno Estimulante,

descongestionante,
antivirico, antitumoral.

Recuperado de Guerra Alva.
Copyright 2012 por Morales. Reimpreso con permiso.

Figura 3. Especie: MinthostachysSetosa.
Copyright 2015 por Quispe. Reimpreso con permiso.
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2.3. Conceptual

El presente trabajo se esta desarrollando, conocedores de las bondades
antioxidantes y antimicrobianas que presentan las hierbas de origen natural y
gue abundan en nuestro territorio, como lo es la mufia (Minthostachys mollis),
asi como difundir en la poblacién, una nueva forma de preservar alimentos a
través de los aceites esenciales. Una alimentacion sana, libre de alguna
posibilidad de mutacion a nivel celular y que con el tiempo produzca dafios sobre
todo en la poblacion de menor edad, asegurard no solo una mejora en las
actividades fisicas sino también un mejor rendimiento a nivel cognitivo. Es por
ello el hecho de difundir a nivel nacional y mundial, la carne de cuy conservada
de manera natural con aceite esencial de mufia, que no so6lo cumpliran con la
mision de darle un prolongado tiempo de vida, sino que también le adicionara a

la carne un sabor especial para su consumo.
2.4. Definicion de términos basicos

a. Aceites esenciales. — Son sustancias de bajo punto de ebullicion y que se
obtienen de las hojas, tallo, flores, semillas o raices de una planta por
diversos métodos de separacion. La mayoria de ellos presenta en su
composicion quimica, sustancias quimicas que resultan siendo fungicidas,
bactericidas, antimicrobianas y antioxidantes.

b. Antioxidantes. — Son sustancias que pueden ser de origen natural o
artificial y que estabilizan o inhiben la formacién de radicales libres, evitando
la destruccion celular. (Coronado , Vega , Gutierrez, Vasquez , & Radilla,
2015, p.206).

c. Antimicrobianos. — Son sustancias quimicas que usadas en
concentraciones adecuadas pueden eliminar o inhibir ciertos
microorganismos patégenos para el ser humano.

d. Concentracion. — Matematicamente es una relacién que existe entre la
cantidad de soluto, solvente o solucién de una mezcla homogénea.

e. Inhibidor microbiolégico. — Es toda aquella sustancia que retarda o
suspende el crecimiento de algan microorganismo en estudio.

f. Cepas. — “Grupo de microorganismos, como bacterias o virus, que
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pertenecen a la misma especie y comparten ciertas caracteristicas que no
se encuentran en otros miembros de la especie. Por ejemplo, el VIH puede
sufrir mutaciones que producen diferentes cepas y cada cepa tiene un tipo
diferente de resistencia a los medicamentos antirretrovirales (ARV)”
(An6nimo).

g. Hierba.- “Una hierba es una planta de tamafo pequefio que no presenta
un organo del tipo lefioso. Hay hierbas anuales que nacen de las semillas
cuando se inicia la estacion mas propicia, y otras que son vivaces y crecen
desde tallos que se encuentran en la superficie 0 que son subterrdneos”
(Andénimo).

h. Unidad formadora de colonia(UFC). — Es una unidad de medida que
permite cuantificar la cantidad de microorganismos en una muestra dada.

i.  NUumero mas probable. — Es una estimacion estadistica probabilistica que
permite cuantificar densidades poblacionales de microorganismos o células

individuales.
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3.1

. HIPOTESIS Y VARIABLES

Hipo6tesis general y especificas

3.1.1 Hipotesis general

“Una concentracion en volumen entre 0,5 % hasta 3,0 % del aceite

esencial de mufia, lograra inhibir el crecimiento de la Escherichia coli, en la carne

de cuy, siendo este ultimo (E. coli) uno de los causantes de su contaminacion.”

3.1.2 Hipotesis especifica

1. Los hidrocarburos terpénicos presentes en el aceite esencial de muiia,

lograran inhibir de manera adecuada el crecimiento de microorganismos
causantes de la descomposicion de la carne de cuy, entre ellos a la

Escherichia coli.

. La carne de cuy adquirida de diversos establecimientos, viene ya con

cierta cantidad de carga microbiana, sea por contaminacion del propio
animal o por contaminacién cruzada, producto del manipuleo a la hora

de la matanza.

. Un analisis microbioldgico realizado adecuadamente a la carne de cuy

tratada con el aceite esencial de mufia nos determinara la inhibicion de
la Escherichia coli mediante el método de niumero mas probable y un
conteo bacteriano, llevado a cabo en placas Petri, a diferentes

concentraciones y tiempos.

3.2 Definicién conceptual de las variables

3.2.1 Variable dependiente:

Concentracion minima del aceite esencial de mufia para inhibir el

desarrollo de la Escherichia coli. - Los aceites esenciales son sustancias

volatiles de gran uso industrial que son obtenidos de diversas partes de la

planta. Para el caso del aceite esencial de mufia, debido basicamente a

sSu composicion quimica que presenta, se le considera como un excelente
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antibacteriano y por tanto se tomara una concentracion adecuada del

mismo para lograr inhibir el crecimiento de microorganismos, entre ellos
3.2.2 Variables independientes:

e Numero de unidad formadora de colonias en la carne de cuy. — La unidad
formadora de colonias (UFC) se analizan en los productos alimenticios y
de acuerdo al grado de carga microbiana que presente el alimento en
estudio se puede determinar si es de riesgo para la salud del consumidor.
Para el caso del estudio de las UFC en las carnes, el método méas usual
es el de conteo de placas, que nos permitira determinar la cantidad

aproximada de carga microbiana que posee el alimento.

e Tiempo de desarrollo de la cepa Escherichia coli. - Rodriguez, M. (2002)
refiere que esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora
normal, pero hay cepas que pueden ser patégenas y causar dafio
produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. De alli la
importancia de inhibir el crecimiento de sus diversas variedades de cepas

y darle un mayor tiempo de vida a la carne de cuy.
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3.2.3 Operacionalizacion de la variable

La tabla 10 muestra cdmo se ha llevado a cabo el manejo de las variables para dar solucién al problema de estudio.

Tabla 10

Operacionalizacion de las variables

Variable dependiente

Dimensiones

Indicadores

indices

Técnica estadistica

Método y técnica

Concentracion minima
del aceite esencial de
mufia para inhibir el
desarrollo de la
Escherichia coli.

Variable Independiente
NUmero de unidad
formadorade colonias en
la carne de cuy.

Tiempo de desarrollo de
la cepa Escherichia coli.

Concentraciones
adecuadas  del
aceite esencial de
mufa.

Dimensiones
Crecimiento de
microorganismos
entre ellos la
(Escherichia coli)
en la carne de
cuy.

Cuatro dias de
observacion del
desarrollo de
microorganismos.

Presencia del
aceite esencial de
mufa en la carne

de cuy post

mortem.
Indicadores

Presencia de

microorganismos
patégenos en la
carne de cuy.

Variacion en cada
tiempo, del
desarrollo de
microorganismos.

Concentracioén
fisica del aceite
esencial de mufa
dado en mL de
aceite esencial
por cada 100g de
carne de cuy
indices
Numero de
microorganismos
presentes
tomadas en
diversas  zonas
de la carne de
cuy..
Cantidad de carga
microbiana
constante en un
tiempo dado.

Estadistica Descriptiva.

Técnica estadistica
El método por conteo de
placas y nimero mas
probable(NMP).

Estadistica Descriptiva.

Preparacién de las
soluciones.

Método y técnica
Cultivo de la cepa
de estudio.

Observacion del
tiempo.
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V. DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipoy disefio de la investigacion

4.1.1 Tipo de investigacion
La presente investigacion fue de tipo experimental, cuantitativa y longitudinal

en el tiempo porque se desprende del conocimiento teérico un saber
operativo, al buscar determinar la relacion entre la causa y efecto utilizando
los conocimientos cientificos de la Quimica analitica, la Fisicoquimica y la
Microbiolégia para resolver el problema del crecimiento de microorganismos
patdogenos como es el caso de la Escherichia coli en la carne de cuy a fin de
mantener este alimento altamente nutritivo inocuo, y darle a su vez de

manera indirecta un mayor tiempo de vida.

4.1.2 Nivel de lainvestigacion
El nivel de la investigacion es a nivel de laboratorio, con un grado de control

riguroso, sobre las variables independientes.

4.1.3 Disefio de lainvestigacion
La presente investigacion obedece a un modelo experimental. Aqui se

buscara relacionar a las variables a través de un proceso sistematico y
controlado.

Se establece un programa para la recoleccion de la data:

Seleccion del

mecoleccic ; Trabajo de
ecoleccioén meétodo pruebas

. dela_, P ~a experimentales
informacion a nivel de

bibliografica laboratorio

Presentacion
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4.2 Método de investigacion

4.3

En el presente trabajo se empleara el método descriptivo, el mismo que se
complementard con el estadistico, analisis, sintesis, deductivo Yy

experimental.

Poblacién y muestra

4.3.1 Poblaciéon

Esta representado por 50 cuyes del mercado de Caqueta, ubicado en el

distrito de San Martin de Porres, departamento de Lima.

4.3.2 Muestra

Debido a que la poblacién es pequefia comparada con otras de mayor
tamafo y de acuerdo a la naturaleza del estudio realizado, se tomara un
muestreo por conveniencia, el cual tendra para la eleccion de los cuyes, las

siguientes caracteristicas:

> Cuyes que posean un peso promedio e 1Kg a mas
> Color de ojos negros

> Color de pelo alazan o alazan con blanco

> Pelo liso y pegado

De acuerdo a los criterios dados anteriormente para la eleccion de los cuyes
de toda la poblacion, se escogieron tres cuyes de la raza Peru con dichas
caracteristicas. Cabe sefialar que este muestreo es no probabilistico debido
a que no brinda las mismas oportunidades para todos los integrantes de la
poblacién.

Los cuyes escogidos fueron sacrificados para posteriormente ser llevados a
los respectivos analisis microbiologicos. La figura 4 muestra la carne de cuy

fresca después del sacrificio.
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4.4. Lugar del estudio y periodo de desarrollo

El analisis experimental se llevara a cabo en el laboratorio de la facultad
de Ciencias Naturales, de la Universidad Nacional del Callao, la cual esta
ubicada en el distrito de Bellavista, en la Provincia Constitucional del Callao, Peru
y tendra un periodo de desarrollo de un mes, el cual correspondera al mes de

junio especificamente.

4.5. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de la informacion

4.5.1 Materiales y equipos

a. Materia prima
La materia prima de estudio fue el cuy del cual se tomaron tres porciones de
100g, cada uno de diferentes partes de su cuerpo, y de cada porcion se tomo

10g para los analisis microbioldgicos correspondientes.

Medios de cultivo, reactivos, materiales y equipos.
Agua de peptona para diluciones
Agar para recuento en placa

Homogeneizador

V V VvV Vv ©T

Vasos o0 recipientes de vidrio o de metal, adecuados para el

homogeneizador.

» Balanza de una capacidad no inferior a 2.500 g y de una sensibilidad de
0.1g

» Instrumentos para preparar las muestras: cuchillos, tenedores, pinzas,
tijeras, cucharas, espatulas, todo ello previamente esterilizado.

» Bolsas de polietileno de paredes delgadas.

» Congeladora 2°C - 5°C

» Pipetas bacteriol6gicas estériles de 1 ml, 5 ml y 10 ml de idénticas
caracteristicas.

» Tubos de cultivo para el diluyente de 15 ml - 20 ml de capacidad.

» Placas de Petri de vidrio (100 x 15 mm) o plastico de (90 x 15 mm) de

didmetro.

41



> Varillas de vidrio en forma de baston de hockey para distribuir el indculo.

4.5.2 Técnicas paralarecoleccion de lainformacion.

a. Obtencion de la materia prima. — Se usaron tres tipos de cuyes

diferentes del mercado de Caquet4, para determinar si el grado de carga

microbiana era el mismo en los tres animales.

e 7

Figura 4. Carne de cuy del mercado de Caqueta.
Elaboracion propia.

b. Troceado de lacarne de cuy. — De cada cuy, cuya masa aproximada fue
de 900g cada uno, se hace un troceado de 100g de diferentes partes del
cuerpo del animal y se le coloca en bolsas de polietileno de paredes

delgadas, tal como muestra la figura 5.
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Figura 5. Carne de cuy empacada en bolsa de polietileno.
Elaboracion propia

Preparacién de la muestra. — De cada porcion de 100g de carne de cuy,
se toma una sub porcion de 10g cada una y se tritura para poder
homogenizarla en 90mL de agua peptonada. Luego en condiciones

totalmente estéril se toman nueve tubos con caldo lauril sulfato de sodio.

Figura 6. Andlisis de coliformes totales: método nimero mas probable.
Elaboracion propia

Los tres primeros tubos tendran una dilucién 102, los tres siguientes de
10y los tres ultimos tendran una dilucién de 10-3. Esta prueba no dejara
crecer los Gram positivos, sélo los Gram negativos, observandose en los
tubos la formacion de burbujas como lo muestra la figura 6. Luego de ello
se va a la tabla de numero mas probable para determinar de
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manera aproximada la cantidad de carga microbiana como por

ejemplo salmonela.

Luego de veinticuatro horas se vuelven a tomar nueve tubos, en caldo de
cultivo Brilla, para la prueba confirmativa, donde los tres primeros tubos
tendrdn una gota de la primera dilucion, los tres siguientes una gota
de la segunda dilucion y los tres dltimos tubos una gota cada uno de
la tercera dilucion (de las diluciones hechas en caldo lauril sulfato) para
dejar crecer a los coliformes totales y puesto que de cada dilucién sale un
tubo con presencia de gas, se va nuevamente a la tabla de nimero mas
probable.

En el tercer dia, de los tubos positivos se siembra en caldo E. coli (una
gota de los tres tubos anteriores) y son llevados a bafio maria a una
temperatura de 44,5°C para dejar desarrollar a los coliformes fecales
termotolerantes tal como muestra la figura 7.

Puesto que nuevamente hay presencia de burbujas, se lleva nuevamente
a la tabla de nimero mas probable, para realizar en el cuarto dia la

siembra por estrias en una placa EMB (Eosin Methylene Blue Agar).

Figura 7. Analisis de coliformes fecales: método ndmero mas probable.
Elaboracién propia
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d. Recuento en placa por siembra en extension en superficie.
En la placa EMB, luego de que se observa en la misma un brillo
metalico, se confirma la presencia de coliformes fecales tal como muestra
la figura 8 y posteriormente se siembra una colonia de esta placa en

medios diferenciales para observar la presencia de Escherichia coli.

L e

Figura8. Siembra en placa de mesdfilos y coliformes fecales.
Elaboracién propia

4.6. Analisis y procesamiento de datos

El presente trabajo de investigacion es del tipo cuantitativo, motivo por el
cual se hara uso de la experimentacion a nivel de laboratorio para la recoleccién
de datos, los cuales se analizaran posteriormente mediante el uso de software

como Excel, Statistics 10 y SPSS 25

o Analisis microbiolégico de la carne de cuy fresca:
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A la carne de cuy fresca se realizaron pruebas microbiolégicas, como: numero
mas probable, cualitativo y recuento por placas; que determinaron la presencia
de microorganismos patégenos en la carne.

La tabla nimero 11 nos indica la presencia de los microrganismos presentes en

la carne de cuy.

Tabla 11
Calidad microbioldgica de la carne de cuy fresca
Microorganismo Poblacién

Mesofilos aerobios (U.F.C/g) 3.,87x10°
Staphyylococcus aureus <10
Salmonella sp. Ausente
Coliformes totales (NMP UFC/g) >2.4x10°
Escherichia coli (NMP UFC/g) 1.5x10!

Elaboracién propia

El Ministerio de Salud (MINSA) nos determina ciertos requisitos

microbioldgicas para las carnes, como lo muestra la tabla nimero 12.

Tabla12
Carne cruda, refrigerada y congelada de algunos tipos de carnes.
Agente microbiano Categoria Clase n c Limite por gramo
m M
Aerobios mesdfilos 2 3 5 2 10° 107
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia/25g

Recuperado de MINSA RM 007-2008 Copyright 2008. Reimpreso con permiso.

o Conservacion de la carne de cuy:
Para determinar cual seria la mejor temperatura de trabajo en la carne de cuy
refrigerada, se usaron dos temperaturas, en las cuales se determind como la
mejor, aquella que presente menor crecimiento microbiano respecto del tiempo
como lo muestra la tabla 13.

Tabla 13

Crecimiento de E.colien carne de cuya 4 °Cy 18 °C.

Tiempo Temperatura

Horas 4°C Ambiente 18 °C
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Log UFC/g Log UFC/g

0 4.32428246 4.29885308

3 4.56466606 4.88479536

6 4.92737036 5.51134852
9 5.26245109 6.8344207
12 6.65513843 8.54654266
15 7.80208926 9.87098881
18 8.28330123 9.97954837

Elaboracién propia
La figura 9 nos ayuda a entender mejor el crecimiento de los
microorganismos en la carne de cuy a las temperaturas antes

mencionadas.

Crecimiento de Escherichia coli en carne de cuy
conservada en temperaturas de refrigeracion 4 °Cy 18 °C

12.00

10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

0.00

—@— 4 °C Log UFC/g

6

8

10

Figura9. Crecimiento de E.coli a dos temperaturas diferentes.

Elaboracion propia

12

14 16

—0— 18 °CLog UFC/g

18

20

a7



V. RESULTADOS

5.1 Resultados descriptivos

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo a la temperatura de 4 °C por
tener la certeza, previo analisis microbiologico, de ser la temperatura mas éptima

para la conservacion de la carne de cuy.

Se aplicoé a la carne de cuy el aceite esencial de mufia a diferentes
cantidades, realizandose el analisis microbiolégico en cada caso a diferentes
tiempos, para poder observar el numero de poblaciones distintas que se iban

obteniendo, tal como lo muestra la tabla 14.

Tabla 14
Crecimiento de Escherichia coli en carne de cuy fresca (Log UFC/g) conservado

con extracto de Mufiay 4 °C

Tiempo Concentracion de extracto de mufia
Hrs

0.6% 1.2% 2.4%

0 3.91 3.41 3.63

6 3.98 3.41 3.51
12 4.15 3.45 3.19
18 4.32 3.43 2.56
24 4.49 3.42 2.22
30 4.79 3.34 1.57
36 4.98 3.28 1.24
42 5.15 3.12 1.13
48 5.32 3.03 1.12
52 5.49 2.95 1.11
58 5.67 2.81 1.11
64 5.84 2.65 1.11
72 6.06 2.65 1.11
78 6.23 2.65 1.15
84 6.4 2.75 1.18
90 6.57 2.85 1.24
96 6.64 2.95 1.27

Elaboracion propia
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La tabla numero 15 nos muestra mediante la prueba de Tukey, la media que
existe entre el crecimiento de la bacteria E.coli dado en Log(UFC/g) respecto de
las diferentes concentraciones del aceite esencial de Mufia (en mL/100g) .Los
tres subconjuntos diferentes, muestran la poca relacion que existe entre cada
una de las medias , lo que implica que cada crecimiento bacteriano, a diferentes

concentraciones es independiente uno del otro.

Tabla 15

Prueba de Tukey: Medias del crecimiento bacteriano a diferentes
concentraciones.

Log(UFC/g)
HSD Tukey?
CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3

CONCENTRACION 2.4 17 1,7324
CONCENTRACION 1.2 17 3,0676
CONCENTRACION 0.6 17 5,2935
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 17,000.

Elaboracién propia

La figura 10 nos aclara lo expuesto en la prueba de Tukey, pues se puede
observar que la media obtenida en las concentraciones de 0,6 mL/100g; 1,2
mL/100g y 2,4 mL/100g del aceite esencial de Mufia con un intervalo de
confianza al 95% no solapan debido a la gran diferencia que existe entre ellas.
Luego, se tiene que la concentracion de aceite esencial de Mufiaa 2,4 mL/100g
es la que, al presentar un valor menor en media, nos indica un menor crecimiento

de la bacteria Ecoli.
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Figura10. Media del crecimiento de E.coli a diferentes concentraciones.
Elaboracién propia

5.2 Resultados inferenciales.

Se puede observar de los datos de la tabla 14, que una concentracion de 2,4

mL/100g inhibe el crecimiento de Escherichia coli en la carne de cuy.

A una concentracion de 1,2 mL/100g se logré inhibir el crecimiento de la
Escherichia coli, pero conforme avanzaba el tiempo nuevamente hubo un
aumento del crecimiento poblacional, motivo por el cual se duplico la dosis de
la concentracion para tener la seguridad de inhibirlo completamente. La dosis
de 0,6 mL/100g practicamente no inhibe en nada el crecimiento poblacional de
la Escherichia coli, pero nos sirvio de referencia para obtener nuestra
concentracion optima. La figura 11 nos muestra un comparativo del crecimiento
poblacional de la Escherichia coli con respecto al tiempo a diferentes

concentraciones de acuerdo a la ecuaciéon de Baranyi.
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Crecimiento de escherichia coli en carne de cuy
fresca conservada con extracto de Mufia a 4 °C

Log UFC/g

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 8 90 96

Horas

—0—0.60% 1.20% 2.40%

Figura11l. Crecimiento poblacional de Escherichia coli a diferentes concentraciones usando la ecuacidon de
Baranyi.
Elaboracién propia

Se puede observar, de la grafica estadistica, que una concentracion de2,4
mL/100g del aceite esencial de mufia inhibe el crecimiento de la Escherichia coli
en la carne de cuy raza Perl de manera adecuada ya que para el tiempo

estimado no permite el crecimiento o rebrote de la bacteria en estudio.

Se confirma con ello que la abundancia de compuestos terpénicos en la
composicion del aceite esencial de mufia, cumple muy bien la accion de inhibir

el crecimiento de microorganismos patégenos.

La mayoria de alimentos carnicos que se obtienen por distintas formas de
sacrificio, vienen ya con cierto grado de contaminantes patégenos, motivo por el
cual un tratamiento adecuado para su conservacion con aceite esencial de mufia
evitara enfermedades gastrointestinales en los consumidores de la carne de cuy,

sobre todo aquellos de menor edad.
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Los parametros obtenidos de los datos estadisticos nos muestran
claramente la relacidbn que existe entre nuestras variables (para cada

concentracion) tal como lo muestra la tabla 16.

Tabla 16

Parametros de crecimiento de Escherichia coli en carne de cuy fresca conservado con aceite
esencial de Mufia (AEM)y 4 °C

Parametros AEM 0,6% AEM 1,2% AEM 2,4%

Poblacioén Inicial 3.983 + 0.069 3.423 + 0.039 3.629 + 0.0709

Poblacion Final 6.877 +0.234 2.753 +0.035 1.115 + 0.0258

Fase Lag o Adaptacion 4.507 + 3.759 30.28 +4.778 7.323 +1.539

Tasa Maxima crecimiento 0.031 + 0.002 -0.023 + 0.006 -0.0898 + 0.0060
2

Coeficiente de 0.991 0.929 0.992

determinacion (R?)

Desviacion Estandar del 0.0814 0.0818 0.0808

ajuste

Elaboracién propia

Puesto que el crecimiento bacteriano obedece a una ecuacion
exponencial, un analisis estadistico mediante la ecuacion de Gompertz nos
mostrara de forma clara también como se comporta el crecimiento poblacional
de la Escherichia coli respecto del tiempo, lo que nos permitira identificar la mejor
concentracion a usar para inhibir el crecimiento de dicho microorganismo, tal

como se observa en la figura 12.
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Crecimiento de Escherichia coli en carne de cuy fresca
conservada con aceite esencial de Mufia a 42C

=@=0,60% =0=1,20% =0-=2,40%

-3
Figura12. Crecimiento poblacional de Escherichia coli a diferentes concentraciones usando la ecuacién de

Gompertz.
Elaboracion propia
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6.1

6.2

VI. DISCUCION DE RESULTADOS

Contrastacion y demostracion de la hipotesis con los resultados

Experimentalmente se demostr6 que una concentracion minima para
inhibir el crecimiento de la Escherichia coli en la carne de cuy es de 2,4%,
lo que concuerda con el rango establecido en nuestra hipotesis general,
el cual era entre 0,5 % hasta 3,0 %.

La accion plaguicida, pesticida y antimicrobiana que presentan los
principales componentes del aceite esencial de Mufia como, por ejemplo,
la Pulegonay la 2S- Trans- Mentona lograron inhibir de manera adecuada
el crecimiento de la Escherichia coli en la carne de cuy.

Un andlisis microbiolégico realizado a la carne de cuy post mortem,
demostré que ésta ya viene con cierta carga microbiana, generalmente
por una mala manipulacion al momento del sacrificio.

Un analisis microbiolégico realizado a la carne de cuy tratada con aceite
esencial de Mufa, nos demostré por conteo llevado a cabo en placas
Petri, la accion inhibidora de este aceite esencial frente a varios

microorganismos entre ellos la Escherichia coli.

Contrastacion de resultados con otros estudios similares

Araujo F., (2016) realiz6 un trabajo sobre el efecto antibacteriano del aceite

esencial de Origanum vulgare sobre coliformes y mesofilos en carnes de
hamburguesas preparadas artesanalmente usando diversas concentraciones
de aceite esencial de orégano para determinar el efecto antibacteriano que
presenta mas no asi la concentracion minima adecuada para inhibir y evitar el

crecimiento de los microorganismos en estudio.

Para Muquincho M., en su estudio realizado sobre la aplicacion de
aceites esenciales de albahaca (Ocimum bacilicum), cilantro (Coriandrum
sativum) y guayava (Psidium guajaba) como antioxidante en salchichas de

pollo tipo Frankfurt, determind mediante analisis microbioldgico que Escherichia
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coli, no present6 resultados positivos por un periodo de treinta dias debido a
gue dichos andlisis se habian realizado con presencia de los aceites
esenciales en estudio mientras que el presente trabajo analiza la presencia de
Escherichia coli antes y después de agregado el aceite esencial de mufia, para

determinar la inhibicién a una determinada concentracion del aceite esencial.
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CONCLUSIONES

1. Una concentracion de 2,4mL de aceite esencial de mufia por cada 100g
de carne de cuy, logra inhibir de manera eficiente el crecimiento de la
Escherichia coli, evitando toda posibilidad en el consumidor de contraer
algun tipo de enfermedad gastrointestinal.

2. Los compuestos terpenoides que conforman la composicion quimica del
aceite esencial de Muia, son los causantes de inhibir el crecimiento de la
Escherichia coli en la carne de cuy raza Peru, debido a sus propiedades
antioxidantes, pesticidas y plaguicidas de muchas de ellas.

3. La carne de cuy viene contaminada, producto de la mala manipulacion
gue realizan los trabajadores al momento del sacrificio del animal y de las
malas condiciones en que se encuentran las instalaciones donde se lleva a
cabo la venta del animal, debido a ello se infringen en muchos casos las
normas sanitarias que deben poseer los locales de venta de alimento para

consumo humano.
4. Los analisis microbiologicos llevados a cabo a la carne de cuy fresca y

con aceite esencial de mufia, logran determinar el comportamiento de los

microorganismos en cuanto a su crecimiento o desarrollo.
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RECOMENDACIONES

1. Debido a la mala manipulacién al momento del sacrificio en la carne de
cuy, es recomendable que el consumidor conserve la carne a
temperaturas inferiores o iguales a 4°C, para evitar de esta forma el
posible crecimiento de algin microorganismo patégeno, o de lo contrario

consumirlo de manera inmediata.

2. Conservar la carne de cuy con las hojas o extracto de muia, de manera
artesanal, no soélo evitara el crecimiento de ciertos microorganismos
patdgenos, sino que a la vez le dara a la carne cierto sabor especial que

es de agrado a muchos consumidores.

3. En lugares de mucha humedad y altas temperaturas, es preferible
consumir el alimento en forma inmediata pues cualquier hierba natural que
se desee usar (sea su aceite esencial o un extracto de la misma) no logra
conservar a la carne de cuy debido a la volatilidad de los componentes

gue tienen éstas hierbas.
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Al

Matriz de consistencia
Titulo: “CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA (Minthostachys mollis), FRENTE A LA E. COLI (Escherichia
coli) EN LA CARNE DE CUY RAZA PERU”

Problema general

Objetivo general

Hipétesis general

Variable dependiente

Dimensiones

Indicadores

Métodos

¢ Cudl sera la concentracion minima del
aceite esencial de mufia para inhibir el
desarrollo de Escherichia coli en la
carne de cuy raza Per(?

¢Coémo

Problemas especificos

se determinaran

las

propiedades fisicas quimicas del aceite
esencial de mufia?

¢Cémo

se

realizara el anélisis

microbiolégico de la carne de cuy

fresca?

¢Cémo

se

realizara el andlisis

microbiolégico de la carne de cuy

tratada
mufa?

con el aceite esencial de

Determinar la
concentraciéon minima del
aceite esencial de Mufia
para inhibir el
desarrollo de Escherichia
coli en la carne de cuy
raza Perq.

Objetivos especificos

las

fisico

del aceite
de mufa.

Determinar
propiedades
quimicas
esencial

Definir el analisis
microbiolégico que se
aplicara a la carne de cuy
fresca.

Determinar el andlisis
microbiolégico que se
aplicara a la carne de cuy
tratada con el aceite
esencial de mufa.

“Una concentracion en volumen
entre 0,5 % hasta 3,0 % del aceite
esencial de mufia, lograra inhibir el
crecimiento de la Escherichia coli,
en la carne de cuy, siendo este
dltimo (E. coli) uno de los
causantes de su contaminacion.”

Hipétesis especifica

Los hidrocarburos terpénicos
presentes en el aceite esencial de
Mufia, lograran inhibir de manera
adecuada el crecimiento de
microorganismos causantes de la
descomposiciéon de la carne de
cuy, entre ellos a la Escherichia
coli.

La carne de cuy adquirida de
diversos establecimientos, viene
ya con cierta cantidad de carga
microbiana, sea por
contaminacion del propio animal o
por  contaminacién  cruzada,
producto del manipuleo a la hora
de la matanza.

Un analisis microbiolégico
realizado adecuadamente a la
carne de cuy tratada con el aceite
esencial de mufia nos determinara
la inhibicién de la Escherichia coli
mediante el método de ndmero

méas probable y un conteo
bacteriano, llevado a cabo en
placas Petri, a diferentes

concentraciones y tiempos.

Concentracion  minima

del aceite esencial de
mufia para inhibir el
desarrollo de la

Escherichia coli.

Variable
independiente
Tiempo de desarrollo de
la cepa Escherichia coli.

NUumero  de  unidad
formadora de colonias en
la carne de cuy

Concentracion
minima del aceite
esencial de mufia.

Dimensiones

Crecimiento de la
cepa (Escherichia
coli) en la superficie
de la carne de cuy.

Propiedades fisico -
quimicas de la carne
de cuy post mortem.

Presencia del aceite Cultivo de la
esencial de mufia en cepa de
la carne de cuy post estudio

mortem.

Indicadores

Presencia de
microorganismos en
la carne de cuy.

Olor, color de la
carne de cuy.

Métodos

Preparacion
de las
soluciones

Andlisis
fisico
(visual) .
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A.2

Modelamiento de la ecuacion de Gompertz a la concentracion de 0,6%.

Model: Y=a*exp(-exp(b-c*T))
y=(3,2455514067714)*exp(-exp((1,2851963162672)-(,03105042983663)*x))

3,0

-0,5

-20 0 20 40 60 80
T

100

Figura12. Crecimiento poblacional de Escherichia coli a 0,6mL/g
Elaboracién propia
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A.3

Modelamiento de la ecuacion de Gompertz a la concentracién de 1,2%.

Model: Y =a*exp(-exp(b-c*T))

y =(-,6595273726485)*exp(-exp((4,9511163102539)-(,12168957528944)*))
0,1 : : : : :

0,0 0. 0.

-0,1

-0,2

-0,3

0,4

-0,5

-0,6

-0,7

0,8 : : : : :
20 0 20 40 60 80 100

T

Figura15. Crecimiento poblacional de Escherichia coli a 1,2mL/g
Elaboracién propia
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A. 4

Modelamiento de la ecuacién de Gompertz a la concentracion de 2,4%.

Model: Y=a*exp(-exp(b-c*T))

0,2
0,0
02t
0,4}
06}
08}
10t
12t
14t
.16t
18 ¢t
20t
22t
24t
26}
-2,8

y=(-2,504511099197)*exp(-exp((2,0531307082746)-(,12031367504639)*))

-20

20 40

60

80

100

Figura16. Crecimiento poblacional de Escherichia coli a 2,4mL/g

Elaboracién propia
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Tabla 17

Prueba de post hoc

A.5

Prueba de post hoc, indicando la relacion nula que existe entre el crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones.

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Log UFC

HSD Tukey
(I) CONCENTRACION

CONCENTRACION 0.6

CONCENTRACION 1.2

CONCENTRACION 2.4

(J) CONCENTRACION

CONCENTRACION 1.2
CONCENTRACION 2.4
CONCENTRACION 0.6
CONCENTRACION 2.4
CONCENTRACION 0.6
CONCENTRACION 1.2

Diferencia de
medias (I-J)
2,22588"
3,56118"
-2,22588"
1,33529"
-3,56118"
-1,33529"

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Desv. Error

,26436
,26436
,26436
,26436
,26436
,26436

Sig.

,000
,000
,000
,000
,000
,000

Intervalo de confianza al 95%

Limite inferior
1,5865
2,9218

-2,8652

,6959
-4,2005
-1,9746

Limite superior
2,8652

4,2005
-1,5865
1,9746
-2,9218

-,6959

Elaboracion propia
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A.6

Clonas de E.coli patégenos

CINCO GRUPQS DE Escherichia coli CAUSANTES DE DIARREA

Fig.17. Grupos de E.coli causantes de diarrea.Copyright 2011 por Reyes. Reimpreso con permiso.
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A.7
Tabla de numero mas probable (NMP)

Tabla 18

Numero mas probable en una serie de nueve tubos.

NUmero de tubos con reacciones positivas indice del NMP Limite confiable de 95%
Por 100cm?3
3tuboscon10  3tuboscon  3tuboscon Inferior Superior
cm? 1cmd 0,1 cm?
0 0 0 <3
0 0 1 3 <05 9
0 1 0 3 <05 13
1 0 0 4 <05 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 >2400
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