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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de la combinacién
sinérgica de aceites esenciales de Clinopodium nubigenum (sunfo) vy
Myrcianthes hallii (arraydn) en la prolongaciéon de la vida Util de carne de res
refrigerada. Los aceites se obtuvieron por arrastre de vapor, con rendimientos
de 0,26 % para sunfoy 0,101 % para arraydn. La actividad antimicrobiana frente
a Pseudomonas fluorescens se evalué mediante el método de difusion en disco,
siendo la combinacion 50:50 la que presentd mayor efecto inhibitorio (8,6 + 0,82
mm). La concentracidn minima inhibitoria se determind por dilucién en agar,
observdndose inhibicion completa del crecimiento a partr de una
concentracién de 8 % v/v. Posteriormente, esta combinacion fue aplicada en
carne de res inoculada mediante atomizacién superficial, compardndose con
conftroles sin fratamiento. Durante el almacenamiento a 4 °C, el fratamiento T1
presentd mayor estabilidad fisicoquimica y microbiolégica en relaciéon con C1y
C2. En términos de nitrégeno voldtil (TVB-N), T1 mostré menor acumulaciéon en
comparacion con los controles, evidenciando menor grado de deterioro
proteico. En el contenido de grasa, T1 registré valores mas altos y estables (24,75-
22,06 %) frente a C1 y C2 (17,10-19,54 %), lo que sugiere menor degradacion
lipidica durante el almacenamiento. Los recuentos microbioldgicos
evidenciaron una reduccion del crecimiento de P. fluorescens en T1 respecto al
control inoculado (C2), con diferencias entre 0,24 y 0,71 log UFC/g,
considerando como limite microbiolégico aceptable 1x107 UFC/g (7 log UFC/Q)
como umbral de deterioro en carne, C2 superd este valor en el dia 5, mientras
que T1 lo hizo en el dia 7, lo que representa un incremento aproximado de 2 dias
en la vida Ufil. Estos resultados confirman que la combinacidén de aceites
esenciales ejerce un efecto antimicrobiano parcial que retarda el deterioro de
la carne.

Palabras Claves: Aceites esenciales, Clinopodium nubigenum, Myrcianthes hallii,
carne de res, Pseudomonas fluorescens, vida Util, CMI.
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ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of a synergistic combination of
essential oils from Clinopodium nubigenum (sunfo) and Myrcianthes hallii (arraydn) on
extending the shelf life of refrigerated beef. The essential oils were obtained by steam
distillation, with yields of 0.26% for sunfo and 0.091% for arraydn. Antimicrobial activity
against Pseudomonas fluorescens was assessed using the disk diffusion method, with
the 50:50 combination showing the greatest inhibitory effect (8.6 £ 0.82 mm). The
minimum inhibitory concentration was determined by agar dilution, with complete
growth inhibition observed at concentrations of 8% v/v and above. This combination
was then applied to inoculated beef through surface spraying and compared with
untreated controls. During storage at 4 °C, treatment T1 showed greater
physicochemical and microbiological stability compared to C1 and C2. In terms of
total volatile basic nitrogen (TVB-N), T1 exhibited lower accumulation than the
conftrols, indicating a lower degree of protein degradation. Regarding fat content, T1
maintained higher and more stable values (24.75 22.06%) compared to C1 and C2
(17.10-19.54%), suggesting reduced lipid degradation during storage. Microbiological
counts revealed a reduction in the growth of P. fluorescens in T1 compared to the
inoculated control (C2), with differences ranging from 0.24 to 0.71 log CFU/g.
Considering 1 x 107 CFU/g (7 log CFU/g) as the acceptable microbiological limit and
spoilage threshold for meat, C2 exceeded this value on day 5, whereas T1 did so on
day 7, representing an approximate two-day extension in shelf life. Overall, these
results confirm that the combination of essential oils exerts a partial antimicrobial effect
that helps delay meat spoilage.

Keywords: Essential oils, Clinopodium nubigenum, Myrcianthes halli, beef,
Pseudomonas fluorescens, shelf life, MIC.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la industria alimentaria desempena un papel esencial en la
Inocuidad alimentaria y en el abastecimiento de productos de calidad para la
poblacién. Entre los distintos productos de origen animal, la carne de res destaca por
su elevado valor nutricional, al ser fuente importante de proteinas, grasas, vitaminas
y minerales necesarios para el desarrollo humano. Sin embargo, la naturaleza
perecedera de este alimento exige la aplicacion de métodos adecuados de
conservacion que garanticen su inocuidad y prolonguen su vida Util, especialmente
en contextos donde las condiciones de almacenamiento y distribucion pueden ser
limitadas (Latham, 2002).

El consumo de la carne como parte de la alimentacién en la sociedad es
fundamental para su subsistencia, por ello la industria alimentaria, especificamente la
cdrnica, juntamente con pequenos negocios debe enfrentar diversos problemas,
entre los que se tiene la vida Util de la carne fresca de res. Esto debido a que el tiempo
de vida Util de la carne puede verse afectado por varios factores, como la exposicion
prolongada al aire, la temperatura inadecuada de almacenamiento y la

contaminacién microbiana (Horcada y Polvillo, 2010).

En este sentido, la reduccion de las pérdidas por deterioro y la mejora de la calidad
microbiolégica de la carne representan desafios importantes tanto para productores
como para consumidores. La busqueda de alternativas naturales que sustituyan o
complementen a los conservantes sintéticos ha cobrado relevancia en los Ultimos
anos, debido al creciente interés por alimentos mds inocuos vy libres de compuestos
quimicos. Entre estas alternativas, los aceites esenciales de plantas se han
posicionado como una opcidn prometedora por sus propiedades antimicrobianas y

antioxidantes (Prakash et al., 2024).

Por lo tanto, el estudio de aceites esenciales provenientes de especies locales como
el sunfo (Clinopodium nubigenum) y el arraydn (Myrcianthes hallii) podria ofrecer un

aporte significativo en el campo de la conservaciéon de alimentos.
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I. EL PROBLEMA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La carne fresca de res es uno de los alimentos mds consumidos a nivel mundial y
representa una fuente importante de proteinas de alto valor biolégico, lipidos,
vitaminas y minerales necesarios para el desarrollo humano. Sin embargo, su
naturaleza altamente perecedera la convierte en un producto susceptible al
deterioro fisico, quimico y microbioldgico, lo que limita su vida Util y genera pérdidas
significativas tanto para productores como para consumidores. Este deterioro se
asocia principalmente a la actividad de microorganismos deteriorativos, a las
condiciones de almacenamiento y a la manipulacidon inadecuada durante el

proceso de distribucion y venta (Garcia, 2025).

Cuando la carne no se almacena adecuadamente o se expone a condiciones
ambientales desfavorables, se acelera el proceso de deterioro, llegando a tener una
vida Util aproximadamente de 2 a 4 dias cuando estd sin almacenar en refrigeraciéon
y de 5 a 8 dias en refrigeracién, lo que resulta en cambios de color, olor, sabor vy
textura. Ademadads, el retraso en la coccidn o el procesamiento inadecuado pueden
contribuir al deterioro prematuro de la carne. Por lo tanto, es crucial abordar
eficazmente la vida Util de la carne fresca de res, considerando métodos de
conservacion con uso de aceites esenciales a partir de plantas nativas de Ecuador.
Una vida Util prolongada no solo garantiza la calidad del producto, sino que también
reduce el desperdicio de alimentos y mejora la inocuidad alimentaria para los

consumidores (Simoén, 2018).

En la actualidad, hay diversas alternativas de conservaciéon para la carne, entre los
que se tiene a los aceites esenciales con propiedades anfioxidantes vy
antimicrobianas. Sin embargo, se busca una solucion eficiente que optimice el uso
de estos aceites esenciales para mejorar la vida Util de la carne de res. A pesar de la
existencia de estudios previos sobre el uso de aceites esenciales, como el romero,

limdén y gjo, en la conservacion de alimentos, se observa una falta de informacion
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especifica sobre el uso de una combinacion de aceites esenciales de plantas nativas

como la del sunfo y las hojas de arraydn para prolongar la vida Util de la carne.

Ademds, existen limitaciones en cuanto a la identificacion de las dosis vy
concentraciones éptimas de esta combinacién de aceites esenciales, asi como la
falta de estudios que evallen la factibilidad industrial de su implementacion. La
carencia de esta informacién impide a los productores de carne fresca aprovechar
todo el potencial de estas combinaciones de aceites esenciales para mejorar la

conservacion del producto.

Por ello, es necesario abordar el problema de evaluar la capacidad antimicrobiana
de la combinacién de aceites esenciales de sunfo y las hojas de arraydn para alargar
la vida Util de la carne fresca de res. Al hacerlo, se podrdn establecer pautas claras
para su posible aplicacion en la industria cdrnica, permitiendo una conservacion mds
efectiva de la carne fresca, al fiempo que se garantiza la calidad y la inocuidad para

los consumidores.
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

sEs efectiva la combinacion de aceites esenciales de sunfo y las hojas de arraydn

para prolongar la vida Util de la carne?
1.3. JUSTIFICACION

La mejora de la vida Util de la carne fresca es un desafio de gran importancia para
diversas dreas enfocadas al servicio de expendio de carne de res, esto debido al
impacto que ocasiona en la calidad, la inocuidad y la rentabilidad de los productos
cdrnicos. Por ello, el uso de aceites esenciales con propiedades antimicrobianas y
antioxidantes se ha establecido y propuesto como una alternativa llamativa y
prometedora para mejorar la conservacion de la carne fresca (Adelakun, Oyelade,
& Olanipekun, 2016).

La combinacién de aceites esenciales de sunfo y las hojas de arraydn presentan un
nuevo enfoque con gran potencialidad para mejorar la vida Util de la carne de res
fresca. Los aceites esenciales contienen compuestos bioactivos que tiene resultados
efectivos contra los microorganismos, ademds de contener propiedades
antioxidantes, lo que se presentan como candidatos factibles para usarlos en la

industria cdrnica.
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La presente investigacion se justifica en la necesidad de mejorar la vida Util de la
carne fresca de res, considerando que este alimento es altamente perecedero y
susceptible al deterioro microbiolégico durante su almacenamiento en refrigeracion.
La aplicacién de una combinacion de aceites esenciales de sunfo y hojas de arraydn
busca alargar el tiempo de la conservacion de la carne, permitiendo que mantenga
sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldégicas por un mayor periodo de tiempo.
Este estudio resulta relevante especialmente para pequenos comerciantes vy
expendios de carne que manejan pequenas cantidades de producto, ya que una
mayor vida Util puede ayudar a evitar pérdidas econdmicas y en el expendio de un

producto con mejores condiciones de calidad e inocuidad para el consumidor final.

De igual manera, esta investigacion se sustenta en el creciente interés por el uso de
métodos de conservacion natural en alimentos, impulsado por la demanda de los
consumidores de consumir productos con una menor presencia de aditivos sintéticos.
De esta forma, los aceites esenciales representan una alternativa viable debido a sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes. La combinacidn de aceites esenciales
de sunfo y hojas de arraydn permite la posibilidad de explorar el uso de recursos
naturales como agentes conservantes, aportando informacién cientifica que
respalda su aplicacion en la carne de res y contribuyendo al desarrollo de estrategias
de conservacion mds seguras reduciendo la dependencia de conservantes

artificiales (Bermudez et al., 2023).

Asimismo, el desconocimiento sobre el uso de nuevas plantas para la extracciéon de
aceites esenciales y su aplicacién en el drea de la conservaciéon de alimentos
evidencia la necesidad de ampliar las lineas de investigacion en este campo. En este
sentido la utilizaciéon de aceites esenciales de plantas como el sunfo y las hojas de
arraydn en la conservacion de carne fresca de res representa un drea de estudio

relevante y prometedora en el campo de la ciencia y tecnologia de alimentos.

Se tiene presente que hay una falta de investigacion especifica sobre el uso de
combinaciones de aceites esenciales de plantas nativas del Ecuador como son el
sunfo y hojas de arraydn en la conservacién de carne de res. Por lo tanto, esta
investigacion busca llenar esta brecha de conocimiento al analizar el efecto de estas
combinaciones en la calidad microbioldgica y vida Util de la carne de res. Los
resultados de este estudio podrian tener implicaciones significativas en la industria
alimentaria, al ofrecer una alternativa natural y efectiva para mejorar la conservacion

de la carne fresca, reducir el desperdicio de alimentos y satisfacer las demandas de
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los consumidores por productos alimenticios mdas seguros y saludables (Espinoza,
2020).

Ademds, desde una perspectiva de sostenibilidad, el uso de aceites esenciales de
origen vegetal como alternativa a conservantes sintéticos se alinea con los principios
del desarrollo sostenible, al promover prdacticas mds responsables con el ambiente y
la salud humana. La aplicacion de aceites esenciales de sunfo y hojas de arraydn, al
tratarse de recursos naturales disponibles en el medio local, permite reducir la
dependencia de aditivos quimicos y fomenta el aprovechamiento sostenible de la
biodiversidad, contribuyendo a un sistema alimentario mds seguro y amigable con el

entorno.

Por ello, esta investigacion se relaciona directamente con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), en especial con el ODS 2 (Hambre Cero), al aportar estrategias que
mejoran la calidad e inocuidad de los alimentos; el ODS 3 (Salud y Bienestar), al
promover el consumo de productos con menor carga de aditivos sintéticos; y el ODS
12 (Produccién y Consumo Responsables), al incentfivar el uso de alternativas
naturales y sostenibles en la conservacion de alimentos. De esta manera, el estudio
no solo genera conocimiento cientifico, sino que también aporta a la busqueda de
soluciones alineadas con las necesidades actuales de la sociedad y el cuidado del

ambiente (Organizacion de las Naciones Unidas [ONU], 2020).

1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

e Desarrollar una combinacion de aceites esenciales de sunfo y las hojas de
arraydn para alargar la vida Ufil de la carne de res almacenada en

condiciones de refrigeracion.

1.4.2. Objetivos Especificos
e Determinar el rendimiento de los aceites esenciales de la planta de sunfo y
hojas de arraydn mediante la metodologia de extraccién por arrastre de
vapor.
e Determinar las concentfraciones idéneas de la combinacion de aceites
esenciales para prolongar la vida Util de la carne fresca de res.
e Andlizar la vida Util de la carne de res con la aplicacion de la combinaciéon de

los aceites esenciales.
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1.4.3. Preguntas de Investigacion

5Cudl es el rendimiento de la extraccidén de los aceites esenciales de la planta de
sunfo y hojas de arraydn utilizando la metodologia de extraccién por arrastre de
vapore

3Cudl es la concentracidbn minima inhibitoria de la combinacidon de aceites
esenciales contra Psesudomonas fluorescens, en la carne de res?

2Como afecta la combinacion de aceites esenciales de sunfo y hojas de arraydn en

las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas en la carne de res?
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Cannon et al. (2013), realizaron la evaluacion del efecto del tiempo de destilacion
sobre el rendimiento y la composicion de aceites esenciales obtenidos por destilacion
por arrastre de vapor en tres especies aromdaticas: peppermint (Mentha x piperita L),
lemongrass (Cymbopogon flexuosus) y palmarosa (Cymbopogon martinii). Los
autores determinaron que el tiempo 6ptimo de destilacion para maximizar el
rendimiento se alcanzé alrededor de los 20 minutos, obteniéndose valores de
aproximadamente 2% en menta, 0,16-0,18% en lemongrass y 0,18-0,19% en
palmarosa. Tiempos mayores a 160-240 min provocaron disminuciones del 25-40% en

el rendimiento por pérdidas por evaporacion.

En cuanto a la composicion quimica, el estudio demostrd que el tiempo de
destilacion  modifica significativamente las proporciones de componentes
mayoritarios. En la menta, el eucdliptol disminuyd desde 10,1% a 3,7% cuando la
destilacion aumentd de 1,25 a 160 min, mientras que t-cariofileno aumenté de 1,8% a
3.7% en el mismo intervalo. En lemongrass, los compuestos citrales (neral y geranial)
alcanzaron sus mdaximas concentraciones entre 10-40 min, mientras que el éxido de
cariofileno aumentd progresivamente con el tiempo. Estos resultados demuestraron
que el tiempo de destilacion no solo afecta la cantidad de aceite esencial, sino
también su calidad y su perfil quimico, por lo que constituye un pardmetro critico para

la obtencién eficiente y estandarizada de aceites esenciales.

Crespo et al. (2019), evaluaron la actividad anfioxidante y el comportamiento
sinérgico de mezclas de aceites esenciales de Apium graveolens, Thymus vulgaris y
Coriandrum sativum. Los autores demostraron que la combinacién de estos aceites
presentd un efecto superior al obtenido cuando se aplicaron de manera individual,
evidenciando una mejora significativa en sus propiedades funcionales. Ademads, el
estudio empled procedimientos experimentales que permitieron cuantificar este

efecto mediante comparaciones de curvas dosis—respuesta y andlisis de
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interacciones entre los aceites. Estos resultados respaldan la importancia de evaluar
distintas proporciones de aceites esenciales en estudios de inhibicidn microbiana, ya

que las mezclas pueden potenciar su eficacia.

Cazar (2013), evalud la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de orégano,
laurel, hierbaluisa, romero, menta y pino para inhibir Listeriac monocytogenes. Los
aceites fueron obtenidos principalmente por destilacion por arrastre de vapor, y sus
rendimientos variaron entre 0,05% y 0,88%. Para identificar la bioactividad que se
determind la Concenfracion Inhibitoria Minima (CIM) mediante micro dilucion,
enconfrando que orégano vy laurel presentaron los mejores resultados con CIM de
12,5 mL, mientras que hierbaluisa alcanzé 25 mL y los demds aceites mostraron baja

o nula actividad.

A demds indica que partir de estos aceites bioactivos se formuld un diseno de mezclas
tipo Simplex-Lattice con aceites puros, mezclas binarias y ternarias. Los resultados
evidenciaron que algunas combinaciones presentaron efecto sinérgico, reduciendo
la CIM a 6,25 mL, especialmente la mezcla orégano-laurel (50/50). Este
comportamiento se relaciona con la capacidad de los aceites esenciales para

interactuar facilmente con la membrana bacteriana debido a su naturaleza lipofilica.

Herndndez et al. (2014), utilizaron el método de hidrodestilacion y el método de co-
hidrodestilacion con el fin de obtener aceites esenciales (AE) de comino (Cuminum
cyminum L.), clavo (Eugenia caryohyllata) y helenio (Inula helenium L.). Donde
determinaron la CMI (Concentracion Minima Inhibitoria) y la CMM (Concentracion
Bactericida Minima) en ocho cepas patdgenas (Escherichia coli O157:H7, Salmonella,
Listeriac monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Clostridium

perfringens, Staphylococcus aureus y Toxoplasma Gondi).

Los resultados mostraron que los aceites esenciales de comino y clavo y sus extractos
funcionales fueron efectivos en concentraciones de 500 mg/L a 750 mg/L en pruebas
in-vitro. Los aceites esenciales con extractos funcionales se utilizaron en muestras de
carne a tres concentraciones diferentes: 750, 1.500 y 2.250 uL. El aceite esencial de
comino produjo una reduccién de 3,78 log UFC/g con la aplicacién de 750 ulL, el
aceite esencial de clavo produjo una reduccioén de 3,78 log UFC/g con la aplicacion
de 2.250 ulL y los extractos funcionales de comino y clavo obtuvieron una reduccion
de 3,6 log UFC/g.
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Maghraby et al. (2013), evaluaron el efecto de distintos métodos de determinacién
de TVB-N en carne boving, reportando variaciones entre 7,5 y 18 mg/100 g
dependiendo del procedimiento aplicado, lo que demuestra la sensibilidad del
andlisis ante condiciones metodoldgicas. Ademds, senalaron que el TVB-N supera el
limite de frescura (25-30 mg/100 g) después del dia 10-14 de almacenamiento
refrigerado, asocidndose directamente con el deterioro proteico. Estos estudios
destacan la importancia del TVB-N como pardmetro critico para evaluar vida Util de

la carne.

Martos (2010), estudié el efecto de aceites esenciales de romero y tomillo en
productos cdrnicos y encontrd reducciones significativas en la carga microbiana,
alcanzando disminuciones de hasta 1,5-2,0 log UFC/g durante el almacenamiento,
especialmente frente a bacterias psicotrofas y Pseudomonas spp., principales
responsables del deterioro en refrigeracion. De forma complementaria, Ujilestari et al.
(2023) demostraron que las nano emulsiones de aceites esenciales pueden mantener
los recuentos microbianos por debajo de 7 log UFC/g limite méximo aceptado para
consumo incluso después de 12 dias de refrigeracién, evidenciando un efecto

protector sostenido.

Imbaquingo y Nogales (2024), realizaron una investigacion donde evaluaron la
calidad e inocuidad de la carne de res expendida en cuatro mercados de la ciudad
de Tulcdn, considerando entre sus andlisis pardmetros fisicoquimicos como ceniza y
grasa. Para la determinacién de cenizas emplearon el método de incineracion en
mufla (AOAC 923.03 / NTE INEN ISO 936), mientras que el contenido de grasa fue
determinado mediante extraccion Soxhlet siguiendo el método AOAC. Los autores
reportaron valores de ceniza entre 3,0 y 3,7%, y de grasa entre 6,76 y 24,35%,
evidenciando una variabilidad asociada a factores como el origen de la carne, el
tiempo de exposicion y las condiciones de almacenamiento. Estos resultados sirven
como referencia para la interpretacion de los valores de ceniza y grasa obtenidos en
el presente estudio, permitiendo establecer comparaciones dentro de rangos

reportados para carne de res comercializada en condiciones similares.

2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Carmne

Se la puede definir a la carne como la parte muscular, que es comestible, de los

animales que son cuidadosamente sacrificados y faenados bajo condiciones
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higiénicas que posteriormente se transforma del musculo en carne (Horcada y Polvillo,
2010). La carne se puede subdividir principalmente en dos, siendo la carne roja
(vacunos, cabras, ovejas, cerdos, etc.) y la carne blanca (principalmente aves de

corral) parte de este conjunto (Latham, 2002).

2.2.2. Carne deres

2.2.2.1. Composicion de la carne de res

La composicion de la carne de res es bastante variada y comprende una gran
diversidad de componentes que influyen en su calidad nutricional y sensorial. La
carne de res es una excelente fuente de proteinas de alta calidad, con un contenido
que puede variar entre el 15% y el 25% en peso. Ademds, contiene una cantidad
variable de grasa, que puede oscilar entre el 2% y el 30% dependiendo del corte y la
alimentacion del animal. En cuanto al contenido de agua, la carne de res fresca
tipicamente contiene alrededor del 60% al 75% de agua (Campo et al. 2024). Los
minerales, como el hierro, el zinc y el fésforo, también estdn presentes en la carne de
res en cantidades significativas, con valores que varian segun el tipo de corte y la

edad del animal.
2.2.2.2.  Vida Util de la carne de res

La vida Ufil de la carne de res se define como el periodo de tiempo durante el cual
este alimento mantiene sus caracteristicas de calidad y su inocuidad bajo
condiciones adecuadas de almacenamiento y manipulacién, segin lo establecido
por (Nouri et al., 2026). La carne de res puede estar sujeta a la contaminaciéon por
una variedad de microorganismos, tanto patdégenos como deteriorativos, que
pueden afectar su inocuidad y calidad. De acuerdo con (Al-Mazrouei et al., 2024),
entre los microorganismos patdégenos mds comunes asociados con la carne de res se
encuentran Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Listeriac monocytfogenes y
Staphylococcus aureus. Estos microorganismos pueden causar enfermedades
tfransmitidas por alimentos si la carne se consume cruda O nho se manipula
adecuadamente. Ademds de los microorganismos patdégenos, la carne de res
también puede ser colonizada por microorganismos deteriorativos, como
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. y Brochothrix thermosphacta, que pueden
causar cambios sensoriales y degradar la calidad de la carne durante el

almacenamiento.
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En la duraciéon de la vida Util de la carne de res, esta puede variar segin las
condiciones de almacenamiento y manipulacién. La carne fresca de res, cuando se
almacena a temperaturas de refrigeracion (aproximadamente 0 - 4 °C) y se mantiene
en condiciones higiénicas, puede tener una vida Util de aproximadamente 3 a 5 dias
(CSA, 2022). Sin embargo, este periodo puede ser mds corto si la carne estd expuesta
a temperaturas mds altas o a condiciones no higiénicas. Para prolongar la vida Util
de la carne de res, se pueden emplear técnicas de envasado al vacio, atmdsfera
modificada y tratamientos antimicrobianos, asi como prdacticas adecuadas de

manipulacién y almacenamiento.
2.2.2.3. Proceso para obtencién de carne

Para obtener la carne es necesario tener en cuenta dos puntos muy importantes, que
dependiendo de la manera de como se la realice puede significar un cambio

significativo en la carne, a continuacion, se presenta los puntos:
2.2.2.3.1. Inspeccidn Ante-mortem

La inspeccion ante-mortem consiste en la evaluaciéon realizada para animales vivos
antes de su posterior sacrificio, esto para verificar el estado de salud vy la fisiologia y
detectando posibles enfermedades, lesiones o alguna anomalia que pueda generar
una perdida en la calidad de la carne y ocasione un riesgo para los consumidores
(Agrocalidad, 2016).

2.2.2.3.2. Inspeccidén Post-mortem

La inspeccidén post-mortem es la evaluacion sanitaria que realiza el médico
veterinario al animal sacrificado, con el fin de verificar la calidad e inocuidad de la
carne. Esta inspeccion se efectua sobre las canales y los despojos comestibles, una
vez concluido el proceso de faenado y durante las etapas post-mortem, para

determinar si el producto es apto para el consumo humano (OIRSA, 2016).
2.2.2.4. Factores que determinan la calidad de la carne

e Composicidon quimica: el porcentaje de grasa, proteina en conjunto con otros
componentes de la carne pueden modificar la calidad y su sabor, ademds de
que varian con respecto a la raza, edad, alimentacién al igual que el proceso
de la obtencion de la carne. En promedio, los porcentajes de la composicion
de la carne comestible se encuentran en 62% de humedad, 20% de grasa, 17

de proteina y 1% para los minerales (Horcada y Polvillo, 2010).
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Color: el color de la carne es un factor importante en la percepcién en su

calidad dando a entender la frescura y el nivel de madurez que esta presenta.

Terneza:. La terneza de la carne es un aspecto crucial que influye
significativamente en la calidad percibida por el consumidor. Este atributo estd
estrechamente relacionado con la estructura muscular y la cantidad y
distribucién de tejido conectivo en la carne. Factores como la edad del
animal, el tipo de corte y el método de coccidn pueden afectar la terneza de

la carne.

Jugosidad: La jugosidad se refiere a la cantidad de jugos presentes en la carne
al masticarla, lo cual contribuye a su palatabilidad y experiencia sensorial. La
jugosidad estd influenciada por varios factores, incluyendo el contenido de
grasa inframuscular, la coccién y la retencion de humedad durante la

preparacion (Horcada y Polvillo, 2010).

Sabor: El sabor es un aspecto fundamental de la calidad de la carne y estd
determinado por una combinacién de factores, incluyendo el contenido de
grasa y la presencia de compuestos voldtiles que contribuyen a los sabores
caracteristicos de la carne. La dieta del animal, el proceso de maduracion y
el método de preparacion también pueden influir en el sabor de la carne (Tan
et al., 2025).

Olor: El olor de la carne es otro factor importante que influye en la percepcion
de su calidad. Un olor fresco y agradable sugiere una carne fresca y de buena
calidad, mientras que un olor desagradable puede indicar deterioro o
contaminacién. La presencia de compuestos volatiles producidos durante la
descomposicion bacteriana puede afectar el olor de la carne (Tan etal.,
2025).

pH: El pH varia a medida que el musculo se transforma en carne durante los
procesos de post-mortem, cuando el animal se encuentra vivo sus valores se
encuentran en un rango neutro, después del sacrificio del animal, el musculo
deja de recibir oxigeno ocasionado por la interrupcidon de la circulacion
sanguinea, el pH comienza a disminuir gradualmente. Este fendmeno,
conocido como la caida del pH post-mortem, se debe a la acumulacién de
dcido lactico como resultado del metabolismo anaerdbico en los tejidos

musculares. La velocidad y la magnitud de la disminucion del pH pueden variar
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e de acuerdo con el estado fisico del animal antes de la matanza y la

temperatura de enfriamiento post-mortem (Estela y Gianni, 2011).
2.2.3. Métodos de conservacion

Los métodos de conservacién de alimentos comprenden un conjunto de técnicas
fisicas, quimicas y bioldgicas empleadas para prolongar la vida Util de los productos,
manteniendo su calidad microbioldgica, sensorial y nutricional. Estos métodos buscan
prevenir el deterioro ocasionado por la accidén de microorganismos, enzimas,
oxidacioén y otras reacciones naturales que afectan la estabilidad de los alimentos
(Yong, et al., 2017).

2.2.3.1. Refrigeracion

La refrigeracion es uno de los métodos mdas comunes para conservar la carne de res
fresca y prolongar su vida Util. Aimacenar la carne a temperaturas de refrigeracion,
generalmente entre 0-4 °C, ayuda a desacelerar el crecimiento de microorganismos
deteriorativos y a mantener la calidad sensorial de la carne. La refrigeraciéon es
especialmente eficaz para cortes frescos de carne que se consumirdn en un corto

periodo de tiempo, generalmente dentro de unos pocos dias (CONAL, 2020).
2.2.3.2. Congelacion

La congelacion es un método efectivo para conservar la carne de res durante
periodos mds largos al detener el crecimiento microbiano y ralentizar los procesos de
deterioro. Al congelar la carne a temperaturas por debajo de 0 °C, el agua presente
en los tejidos musculares se convierte en hielo, lo que inhibe la actividad microbiana
y preserva la calidad de la carne. La carne congelada puede conservarse de
manera segura durante varios meses e incluso anos, dependiendo de las condiciones

de almacenamiento (CONAL, 2020).
2.2.3.3. Ultracongelacion

La ultfracongelacion es una forma avanzada de congelacion que implica el
enfriamiento rdpido de la carne a temperaturas extremadamente bajas,
generalmente por debajo de -30 °C. Este método de conservacion permite una
congelacion mds rapida y uniforme de la carne, lo que resulta en una mejor retencién
de la calidad y una mayor vida Ut en comparacién con la congelacion
convencional. La ultracongelacion es especialmente Util para la conservacion a

largo plazo de productos cdrnicos, ya gque minimiza la formacion de cristales de hielo

27



grandes y reduce el riesgo de deterioro de la calidad durante el almacenamiento
(Martindale & Schiebel, 2017).

2.2.3.4. Envasado al vacio

El envasado al vacio es una técnica de conservacion que consiste en extraer aire del
interior del envase antes de sellarlo herméticamente. Al eliminar el oxigeno, se inhibe
el crecimiento de los microorganismos aerobios, la oxidacion de lipidos y pigmentos,
y se prolonga la vida Util del producto si necesidad de conservantes quimicos. Este
método es utilizado en alimentos perecederos como carnes frescas, quesos,
embutidos, productos de pesca y vegetales minimamente procesados (Nouri et al.,
2026).

2.2.3.5.  Atmodsfera modificada

El envasado en atmdsfera modificada se basa en el aire que este contenido en los
envases es sustituido por una mezcla de gases especificos, como didéxido de carbono
(CO2), nitrdgeno (N2) y oxigeno (O2), en proporciones controladas de acuerdo con el
alimento. Esto genera un ambiente hostil para los microrganismos deteriorativos y
reducir las reacciones quimicas que afectas la calidad del alimento, su uso se enfoca

en carnes, pescados, vegetales frescos, frutas, panaderia, entre ofros (Garcia, 2023).
2.2.4. Microorganismos deteriorativos de la carne de res

La carne de res estd constantemente expuesta al riesgo de deterioro microbioldgico,
el cual puede comprometer su calidad y la inocuidad. Este deterioro es ocasionado
por una amplic gama de microorganismos que encuentran en la carne un medio

propicio para su desarrollo y proliferacion (Heredia et al., 2014).
2.2.4.1. Bacterias aerobias mesofilas

Estos microorganismos, que se desarrollan a temperaturas moderadas y en presencia
de oxigeno, pueden causar cambios notorios en el color, textura y olor de la carne
de res. En condiciones 6ptimas de temperatura, su poblacién puede duplicarse en
tan solo 20 a 30 minutos, acelerando significativamente el proceso de deterioro
(Fuentes et al.,2025).

2.2.4.2. Bacterias psicrotrofas

Estas bacterias tienen la capacidad Unica de crecer y multiplicarse a bajas

temperaturas, incluso en condiciones de refrigeracion. Esto las convierte en una
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amenaza constante en la industria cdrnica, ya que pueden causar danos en la carne
durante su almacenamiento en frio, reduciendo drdsticamente su vida Util
(Mateauda, 2013).

2.2.4.3. Levadurasy mohos

Estos microorganismos, visibles en la superficie de la carne, pueden provocar cambios
visibles como la formacién de manchas o moho, afectando su apariencia e
inocuidad. Ademds, algunas cepas de levaduras y mohos pueden producir toxinas

peligrosas para la salud humana (Mateauda, 2013).
2.2.4.4. Bacterias lacticas

Aunque algunas bacterias Iacticas pueden ser beneficiosas para la fermentacion de
la carne, ofras pueden contribuir al deterioro del producto al producir &cido Iactico

y otros metabolitos indeseables, alterando su sabor y textura (Mateauda, 2013).
2.2.4.5. Pseudomonas

Las bacterias del género Pseudomonas son comunes en el medio ambiente y pueden
contaminar la carne durante la manipulacion y procesamiento. Estas bacterias
pueden causar deterioro de la carne al producir enzimas que descomponen
proteinas vy lipidos, generando cambios en la textura y el sabor del producto (Smith et
al., 2024).

2.2.4.5.1. Pseudomona fluorescens

La Pseudomonas fluorescens es una especie bacteriana que pertenece al género
Pseudomonas, conocido por su diversidad metabdlica y su capacidad para
adaptarse a una amplia gama de condiciones ambientales. Es una bacteria
Gramnegativa, aerobia y movil debido a su flagelo Unico, o que le permite colonizar

una variedad de sustratos, incluida la carne (Smith et al., 2024).

En cuanto a su crecimiento en la carne, Pseudomonas fluorescens encuentra
condiciones optimas para su desarrollo en entornos refrigerados, especialmente entre
0°C y 7°C. Esta bacteria es psicotrofa, lo que significa que puede crecer y
multiplicarse a temperaturas de refrigeracion, lo que la convierte en una de las

principales responsables del deterioro de la carne durante el almacenamiento en frio.

La Pseudomonas fluorescens se beneficia de varios factores presentes en la carne,

como la alta humedad vy la disponibilidad de nutrientes, especialmente proteinas y
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azucares. Estos sustratos nutritivos, combinados con las condiciones de refrigeracion,

proporcionan un entorno ideal para el crecimiento bacteriano.
2.2.5. Concentracién Minima Inhibitoria

La concentracién minima inhibitoria (CMI) es la concentracién mds baja de un
agente antimicrobiano, como un antibiético o un compuesto natural, que inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo especifico. Dentro de la microbiologia y la
investigacion de conservantes, la CMI se utiliza para determinar la eficacia de un
agente contra microorganismos patdégenos o de deterioro, como bacterias, hongos

o levaduras (Martinez y Porras, 2021).

Martinez y Porras (2021) indica que “la CMI se determina mediante ensayos de
sensibilidad antimicrobiana, como el método de dilucidn en caldo o el método de
difusion en disco. En estos ensayos, se expone el microorganismo de interés a
diferentes concentraciones del agente antimicrobiano, que pueden ser preparadas
mediante diluciones seriadas. Luego, se observa visualmente la concentracion mas
baja del agente que inhibe el crecimiento microbiano”. Esta medida es importante
para determinar la eficacia de un agente antimicrobiano y su capacidad para
controlar o prevenir la proliferacion de microorganismos en un determinado sistema,
como alimentos, productos farmacéuticos o entornos clinicos, esta concentracion se
expresa en términos de unidades de medida, como microgramos por mililitro (ug/ml)

o partes por millén (ppm).
2.2.6. Aceites esenciales

Los aceites esenciales se las puede atribuir como el conjunto de compuestos volatiles
orgdnicos que son obtenidos principalmente de partes aromdticas de la planta como
hojas, flores, frutos, cortezas y raices. Estas se caracterizan por presentar intensos
aromas y propiedades bioactivas que varian de acuerdo con cada especie de
origen, condiciones de cultivo, método de extracciéon y la composicion quimica
(Molina, 2021).

La composicion de los aceites esenciales estd conformada principalmente por
terpenos (mono terpenos y sesquiternos) y sus derivados oxigenados como alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres y dxidos. Estos compuestos presentan diversas actividades
bioldgicas, enfre las que mds destacan sus propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, antifingicas, antiinflamatorias y repelentes, lo que ha impulsado su uso

en diversas dreas industriales (Molina, 2021).
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2.2.6.1. Propiedad antimicrobianas y antioxidantes de los aceites esenciales

Los aceites esenciales son ampliamente utilizados en la industria alimentaria debido
a sus destacadas propiedades antimicrobianas y anfioxidantes, que desempenan un

papel crucial en la conservacién e inocuidad de los alimentos.
2.2.6.1.1. Propiedades antimicrobianas

Los compuestos presentes en los aceites esenciales exhiben actividades
antimicrobianas efectivas contra una variedad de microorganismos, incluyendo

bacterias patdégenas, levaduras y hongos.

Estas propiedades permiten el uso de aceites esenciales como conservantes
naturales en alimentos, ayudando a prolongar su vida Util al inhibir el crecimiento de
microorganismos que pueden causar deterioro o enfermedades transmitidas por

alimentos.

Los aceites esenciales también pueden ser utilizados para controlar la contaminacion
microbiana en superficies de procesamiento de alimentos y equipos, reduciendo asi
el riesgo de contaminacién cruzada y mejorando la calidad microbioldgica de los

productos alimenticios (Olmedo, 2017).
2.2.6.1.2. Propiedades antioxidantes

Los antioxidantes presentes en los aceites esenciales ayudan a proteger los alimentos
conftra el deterioro oxidativo, que puede causar cambios en el color, sabor, textura 'y

valor nutricional de los productos alimenticios.

Al inhibir la oxidacién de lipidos y otros componentes sensibles en los alimentos, los
antioxidantes de los aceites esenciales ayudan a mantener la frescura y calidad de

los productos durante su almacenamiento y distribucion.

Ademdas, los antfioxidantes de los aceites esenciales pueden contribuir a reducir la
formacién de compuestos tdxicos y carcinogénicos en alimentos procesados,

mejorando asi su inocuidad (Olmedo, 2017).
2.2.6.2. Aplicaciones de los aceites esenciales en la industria alimentaria

Los aceites esenciales dentro de la industria alimentaria son extraidos de plantas
como la menta, la lavanda, el romero y el eucalipto y estas son de gran interés en la

industria alimentaria debido a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Estas
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cualidades ofrecen oportunidades para mejorar la calidad e inocuidad de los

productos alimenticios.

Su aplicacidbn como condimentos y suplementos nutricionales, asi como su
capacidad para prolongar la vida Util y mejorar el perfil sensorial de productos como
bebidas, confiteria, carnes y horneados, los convierten en ingredientes valiosos en la

formulacion de alimentos naturales vy libres de aditivos quimicos (Cofre, 2022).
2.2.7. Sunfo (Clinopodium nubigenum)

El sunfo (Figura 1) es una planta que crece principalmente en Ameérica Latina a una
altitud de 3000 a 4000 m sobre el nivel del mar, donde las condiciones climdticas
propias del pdramo favorecen su desarrollo. Esta especie ha sido empleada
tradicionalmente por comunidades indigenas, siendo utfilizada en el Ecuador
principalmente en forma de infusion para el fratamiento de afecciones como la gripe,
dolores estomacales, incontinencia urinaria en ninos y problemas menstruales
(Gilardoni et al., 2011).

Figura 1. Planta de Clinopodium nubigenum (sunfo).

Desde el punto de vista taxondmico, el sunfo se puede clasificar de la siguiente

manera:

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Orden: Lamiales

e Familia: Lamiaceae

e Género: Clinopodium
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e Especie: Clinopodium nubigenum

Esta familia incluye especies de importancia como el orégano, el tomillo y la menta,
las cuales comparten propiedades biolégicas relacionadas con la presencia de

compuestos voldtiles.
2.2.7.1.  Caracteristicas quimicas

De acuerdo con la investigacion de Stefanovic et al. (2011) realizada en Brasil, la
composicidon guimica sobre el aceite esencial de Clinopodium nubigenum y algunos
de los compuestos encontrados fueron: pulegona, mentofurano, isopulegona, a-
copaeno, 1 - octen -3- il acetato, imoneno, p-cimeno, piperitenona, B-pineno y 1,6-
octadien-3,7-dimetil 3-ol. Ademds, que usaron la cromatografia de gases acoplada
a masas (GC MS) y encontraron que contiene acetato de carvacrol en un alto
porcentaje, siendo asi un buen aceite con un efecto antibacterial contra

microorganismos.
2.2.7.2. Compuestos de utilidad en la carne fresca de res
e Carvacrol

El carvacrol es un compuesto fendlico presente en el Sunfo, conocido por sus
potentes propiedades antimicrobianas. Se ha demostrado que el carvacrol exhibe
una amplia actividad contra una variedad de microorganismos patdgenos vy

deteriorativos, incluyendo bacterias, hongos y levaduras.

Su mecanismo de accidn antimicrobiana se atribuye principalmente a su capacidad
para alterar la integridad de la membrana celular de los microorganismos, 1o que
resulta en la pérdida de permeabilidad y la eventual lisis celular. Ademds de su
actividad antimicrobiana, el carvacrol también ha mostrado propiedades

anfioxidantes, antiinflamatorias y analgésicas en estudios preclinicos.

Estas propiedades hacen del carvacrol un candidato prometedor para su aplicacion
en la conservacion de alimentos, incluida la carne de res, donde puede contribuir al
mejoramiento de la calidad microbioldgica y prolongar la vida Util del producto
(Magi et al., 2015).

2.2.8. Hojas de arraydn (Myrcianthes hallii)

La Myrcianthes hallii, conocida comUnmente como "Arraydn” (Figura 2), es una planta

nativa de América del Sur, ampliamente distribuida en regiones andinas,
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especialmente en Ecuador. Se desarrolla en zonas de clima templado a frio,
generalmente en altitudes medias y altas de 2500 a 3600 metros sobre el nivel del mal,
donde forma parte de ecosistemas naturales como bosques andinos. Sus hojas y
frutos han sido utilizados tradicionalmente por diversas comunidades indigenas
debido a sus propiedades medicinales y aromdticas. El aceite esencial extraido del
arraydn se ha valorado por su composicidon quimica unica, que incluye compuestos
como el eucaliptol, el a-pineno, el B-pineno y el limoneno. Estos compuestos han
demostrado tener propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias en
estudios cientificos. Ademds, el arraydn se ha utilizado histéricamente en la
conservacion de alimentos debido a su capacidad para inhibir el crecimiento de

microorganismos patdégenos y deteriorativos.

Figura 2. Planta de Myrcianthes hallii (arraydn).

Desde el punto de vista taxondmico, el arraydn se puede clasificar de la siguiente

manera:

¢ Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

¢ Orden: Myrtales

e Familia: Myrtaceae

e Género: Myrcianthes

e Especie: Myrcianthes hallii
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Esta familia incluye especies de importancia como el eucalipto y la guayaba, las
cuales comparten propiedades bioldgicas relacionadas con la presencia de aceites

esenciales y compuestos voldtiles con actividad antimicrobiana y antioxidante.

2.2.8.1.  Caracteristicas quimicas

La composicion quimica de la Myrcianthes halliiincluye una variedad de compuestos,
principalmente hidrocarburos monoterpénicos (68.8%), como a-pineno (57.3%) y B-
pineno (6.2%), hidrocarburos oxigenados (18.9%), como 1,8 cineol (7.5%) y linalol
(3.7%). sesquiterpenos (3.0%), como B-selineno (1.3%), y una fraccidon no terpénica
(3.0%). Se ha demostrado que posee propiedades antioxidantes en diversos modelos
de estudio, como la captacién del radical DPPH (63.5600%), la inhibicién de la
formacién del complejo malondialdehido-acido tiobarbitdrico (0.117 umoles/mL) y la
captacion de radical hidroxilo (67.2033% a 100 ug/mL). Estos resultados sugieren que
el aceite esencial de L. chequen tiene actividad antioxidante, lo que se atribuye a la

estructura de sus componentes quimicos (Mihai et al., 2025).
2.2.8.2. Compuestos de utilidad en la carne fresca de res

Los compuestos presentes en el aceite esencial de Myrcianthes hallii, también
conocido como "arraydn", ofrecen diversas utilidades para la carne de res. En
particular, los hidrocarburos monoterpénicos, como el a-pineno y el B-pineno, poseen
propiedades antimicrobianas que pueden ayudar a inhibir el crecimiento de
microorganismos patdégenos y deteriorativos en la carne fresca, contribuyendo asi a
prolongar su vida Util y garantizar su seguridad microbiolégica. Ademds, los
hidrocarburos oxigenados, como el 1,8 cineol y el linalol, fienen propiedades
antfioxidantes que pueden prevenir la oxidacion lipidica y el deterioro de la calidad
durante el aimacenamiento de la carne. Estos compuestos también pueden mejorar
el sabor y la jugosidad de la carne fresca, lo que contribuye a su aceptabilidad

sensorial por parte de los consumidores (Mihai et al., 2025).
2.2.9. Métodos de obtencién de aceites esenciales

Los métodos para la obtencidn de los aceites esenciales son técnicas empleadas
para extraer los componentes aromdaticos y voldtiles de las plantas, los cuales son

parte de los aceites esenciales (Stratakos y Koidis, 2016).
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2.2.9.1. Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre de vapor es un método de exiraccion de aceites
esenciales que estd basado en el uso de vapor de agua para liberar los compuestos
aromdticos de las plantas. La planta se coloca en un alambique, donde se calienta
con vapor de agua. El vapor arrastra los aceites esenciales de la planta a medida
que se evapora, y luego se enfria y condensa en un condensador, donde se separa
en una fase de agua (hidrolato) y una fase de aceite esencial. Este método es
especialmente Util para plantas aromdticas y medicinales, y es conocido por
preservar las propiedades terapéuticas de los aceites esenciales (Chemat &
Boutekedjiret, 2015).

2.2.9.2. Extraccion con disolventes

La extraccion con disolventes es un método de obtencidn de aceites esenciales que
utiliza solventes orgdanicos para disolver los compuestos aromdticos de las plantas. La
planta se sumerge en el disolvente, que extrae los aceites esenciales y ofros
compuestos voldtiles. Luego, la solucion se filtra para eliminar los residuos de la planta,
y el disolvente se evapora para obtener el aceite esencial puro. Este método es
adecuado para plantas con baja concentracion de aceites esenciales y se utiliza en

la industria cosmética y farmacéutica (Chemat & Boutekedijiret, 2015).
2.2.9.3. Extracciéon por prensado en frio

La expresion en frio, también conocida como prensado en frio, es un método utilizado
principalmente para la extraccidn de aceites esenciales de citricos. Consiste en
aplicar presion mecdnica a la cdscara de los frutos citricos para exprimir los aceites
esenciales contenidos en las gldndulas de la piel. Este proceso no implica el uso de
calor, lo que ayuda a preservar las propiedades aromdaticas y terapéuticas de los
aceites esenciales. Es ampliamente utilizado en la industria de alimentos y bebidas,

asi como en la aromaterapia (Chemat & Boutekedijiret, 2015).
2.2.9.4. Extraccién por CO2 supercritico

La extraccién por CO; supercritico es un método avanzado que utiliza didxido de
carbono en estado supercritico como solvente para extraer los aceites esenciales de
las plantas. El CO2 supercritico tiene propiedades tanto liquidas como gaseosas, 1o
que le permite penefrar en la planta y extraer selectivamente los compuestos

deseados. Este método se utiliza para obtener aceites esenciales de alta calidad, ya
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que no deja residuos de solventes y permite una extraccion mds completa de los
compuestos. Es especialmente adecuado para plantas delicadas y sensibles al calor
(Chemat & Boutekedijiret, 2015).

2.2.9.5. Nitrébgeno bdsico voldtil total (TVB-N)

El nitrdgeno bdsico voldtil total (TVB-N) es uno de los principales indicadores quimicos
utilizados para evaluar el grado de frescura y el nivel de deterioro en carnes vy
productos de origen animal. Este pardmetro cuantifica compuestos nitrogenados
voldtiles como amoniaco, trimetilamina y dimetilamina, los cuales se generan como
resultado de la actividad microbiana y de los procesos de degradacién proteica

durante el aimacenamiento (Maghraby et al., 2013).

El aumento de los valores de TVB-N estd directamente relacionado con la
descomposicion del tejido muscular, por lo que su determinacion es ampliamente
empleada como criterio de aceptacion o rechazo en productos cdrnicos vy
pesqueros. Valores elevados indican pérdida de calidad y posibles riesgos para el
consumidor, mientras que concentraciones bajas reflejan un producto en

condiciones frescas y aptas para el consumo.

Para su determinacion se emplea el método de destilacion Kjeldahl modificado, el
cual permite extraer y cuantificar los compuestos volatiles nitrogenados presentes en
la muestra mediante digestion, destilacion vy fitulacion dacido-base, proporcionando

resultados confiables para el control de calidad de alimentos (Maghraby et al., 2013).
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lll. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO

3.1.1. Enfoque
3.1.1.1. Enfoque cuantitativo

Este estudio adopta un enfoque cuantitativo para evaluar el impacto de las
combinaciones de aceites esenciales de sunfo y hojas de arraydn en la vida Ufil de la
carne fresca de res. Esto debido a la necesidad de obtener datos numéricos precisos
sobre la eficacia de los tratamientos en la conservacion del producto. La medicion
de variables como el crecimiento microbiano y la oxidacién lipidica se llevd a cabo
mediante técnicas cuantitativas estandarizadas, lo que permitié hacer
comparaciones. Por ello, este enfoque proporciona resultados concretos que
respaldardn las conclusiones del estudio, contribuyendo asi al avance del
conocimiento en el campo de la conservacion de alimentos. Como senala
Herndndez et al. (2014), “el enfoque cuantitativo es secuencial y probatorio, donde
cada etapa precede a la siguiente, asegurando un orden riguroso en el proceso de
investigacion. Desde la delimitacidon de la idea inicial hasta la exfraccion de
conclusiones, cada paso se realiza de manera ordenada y sistemdtica, garantizando

la validez y la fiabilidad de los resultados obtenidos”.
3.1.2. Tipo de Investigacion
3.1.2.1. Método experimental

La presente investigacion se llevd a cabo bajo un enfoque experimental, basado en
lo senalado por Garcia et al. (2018) quien indican que el método experimental es una
herramienta cientifica fundamental que permite la verificacion de hipdtesis mediante
la realizaciéon de experimentos controlados. Este enfoque permitié analizar de manera
precisa el efecto de las combinaciones de aceites esenciales de sunfo y hojas de

arraydn en la vida Util de la carne de res.
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3.1.2.2. Método documental

La investigacion se llevé a cabo utilizando un enfoque metodoldgico documental. Se
recopilo informacién bibliogrdfica de articulos cientificos y libros, tanto fisicos como
electréonicos, para fundamentar teéricamente el estudio e identificar antecedentes
relevantes en el tema. Este método permite una comprension profunda del estado
del conocimiento en el drea de estudio y la construccidn de argumentos sélidos

(Herndndez et al., 2014).

3.2. HIPOTESIS
Hipdtesis Nula (Ho)

La aplicacion de una combinacion de aceites esenciales de la planta Sunfo y hojas

de arraydn no mejoraran la vida Util de la carne de res.
Hipétesis Alternativa (Ha)

La aplicacion de una combinacion de aceites esenciales de la planta Sunfo y hojas

de arraydn mejoraran la vida Util de la carne de res.
3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
3.3.1. Definicion de las variables
3.3.1.1 Etapa 1. Extraccion del aceite
Independiente

Pardmetros para la extraccidon de aceite:

e Temperatura de extraccion: 85°C

e Tiempo: 150 min

¢ Humedad de las plantas: 3-10 %, correspondiente al rango reportado para
plantas aromdaticas destinadas a la extraccion de aceites esenciales (Dhifi et
al., 2016)

Dependiente

Andlisis de calidad del aceite

e Densidad
e Acidez
° pH
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3.3.1.2. Etapa 2. Determinacién de la concentracién eficaz de los aceites
Independiente
Proporcion de los aceites esenciales para realizar la combinacion.

e 70 %(sunfo) — 30 % (arraydn)
e 50 %(sunfo) — 50 % (arraydn)
e 30 %(sunfo) — 70 % (arraydn)

Dependiente
Susceptibilidad antimicrobiana (método de difusion en agar).

e Variable de mediciéon: halo de inhibicién (mm)
e Microorganismo: Pseudomona fluorescens

e Método: difusion en agar
3.3.1.2.1. Etapa 2.1 Determinacion del CMI
Independiente
Concentracion de la combinaciéon de aceites esenciales.

e 100% (aceite esencial puro)
e 75% (aceite esencial) — 25 % (aceite vegetal)
e 50% (aceite esencial) — 50 % (aceite vegetal)

e 25% (aceite esencial) - 75 % (aceite vegetal)
Dependiente

La concentraciéon minima inhibitoria (método de difusién en agar)

e Variable de medicion: presencia o ausencia de crecimiento microbiano

e Microorganismo: Pseudomona fluorescens

3.3.1.3. Etapa 3. Aplicacion del aceite en la carne

Independiente

Aplicacioén del aceite esencial de Clinopodium nubigenum (sunfo) y Myrcianthes hallii

(arraydn) a concentraciéon de la CMI
Tratamientos:

e Carne estéril (control 1)
e Carne inoculada con Pseudomonas fluorescens (control 2)

e Carne inoculada con adicion del aceite esencial (Tratamiento T1)
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Temperatura de refrigeracién para la aplicaciéon del aceite esencial.
e 4°C
Dependiente

e Vida Util de la carne (Propiedades fisicoquimicas y calidad microbioldgica.
A confinuacion, se presentan las tablas 1, 2, 3 y 4 donde se indican la definicion de la

operacionalizacion de variables por cada fase realizada en el estudio.
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Tabla 1. Operacionalizacién de las variables Fase 1

Variables Dimension Indicadores Técnica Instrumento
Pard - Temperatura 85°c arrastre a vapor (Mdrquez, Contreras, Ruiz, & Monroy,
aradmetros de extraccion ) . .
V.L de aceite Tiempo 150 min min . . 2022)’ .
humedad 10-3% gravimetria (Sevillano, Siche, Martinez, & Silva, 2019)
Pardmetros de calidad de . Densidad , 8O 279:1998
V.D. qceite Andlisis de calidad Acidez Volumetria ISO 1242:2023
pH Potenciometria NMX-F-317-S-1978
Tabla 2. Operacionalizacién de las variables Fase 2
Variables Dimension Indicadores Técnica Instrumento
70% Sunfo- 30% arraydn
V.1 Porcentaje de aceites 50% Sunfo - 50% arraydn Porcentaje (%) Gravimetria (Azizah et al., 2023)
30% Sunfo- 70% arraydn
Vv.D. Sus.ce.p’r|b|||.dod Pruebas de susceptibilidad halo de inhibicion Difusidon en Agar (Edgar Pérez Esteve, 2021)
antimicrobiana (mm)
Tabla 3. Operacionalizacién de las variables Fase 2.1
Variables Dimensién Indicadores Técnica Instrumento
Concentracién del 100% (AE puro) Porcentaje . . .
V.l aceite esencial 75% (AE) — 25 % (AV) (%) Gravimetria (Azizah et al., 2023)
50% (AE) - 50 % (AV)
Vv.D. Conce'nfrgc;lorj minima Susceptibilidad microbiana Tamano del Difusion en Agar (Edgar Pérez Esteve, 2021)
inhibitoria halo
Tabla 4. Operacionalizaciéon de las variables Fase 3
Variables Dimension Indicadores Técnica Instrumento
Aceite esencial
V.l de Sunfo y Hojas Concentracion CMIx1 Gravimetria (CLSI, 2020)
de arraydn
o Ano||15|s. Nitrégeno voldtil bdsico Destilacion Kjeldahl TVB- (Maghraby et al., 2013)
isicoquimico total N
V.D Vida Util de la Andlisis Cenizas Incineracién NTE INEN-ISO 936:2013
e carne de res bromatoldgico Grasa Extracciéon Soxhlet Método AOAC 960.39 Ed 20. 2016
Andlisis UFC/g Cultivo in-vitro NTE INEN 1529-5
Wickramasinghe et al. (2019)

microbioldgico
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3.4. METODOS UTILIZADO

3.4.1. Obtenciéon de aceites esenciales
3.4.1.1.  Extraccidén por arrastre de vapor

Para la realizacion de la extraccién por arrastre de vapor, se siguid los procedimientos
en base con la normativa ISO 4728:2003 (ISO, 2020). Esta metodologia se basa en la
suspensidon de la materia prima, en este caso de la planta de Sunfo y hojas de arraydn,
en agua caliente, la destilacion se realizé a 85 °C £ 5 durante 1 hora y 30 minutos,
manteniendo condiciones operativas controladas en el equipo de extraccion de 20
L en acero inoxidable, donde, el vapor de agua arrastra los compuestos voldtiles
presentes en las plantas. El vapor, junto con los aceites esenciales, se conduce a
través de un sistema de refrigeraciéon donde se condensa y se separa en una fase
liguida compuesta por una fraccion acuosa (hidrolato) y una fraccién lipdfila
correspondiente al aceite esencial, el cual posteriormente se recupera mediante

decantacion y almacenado en frascos dmbar para su conservacion.

Con el fin de facilitar la comprension del procedimiento aplicado para la obtencidon
de los aceites esenciales de sunfo y hojas de arraydn, a continuacion, se presenta la
figura 3 donde se indica el diagrama de flujo del proceso de extraccion por arrastre

de vapor.

20 kg de Sunfo
32 kg de hojas de >

arraydn

Recepciéon

de materia
Restos de raices

Tallos en mal estado

. Hojas con pigmentacién oscura
Control de calidad |—»

Restos de vegetacion no

relacionada.
Sunfo l
Hojas de arraydn > lavado Tierra
Agua Ramillas
l Agua residual
Secado
65°C por 6h
\ 4
pesado
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Extraccion por

arrastre de vapor
85°C+5
Durante 1:30h

|

Decantacidon

'

Envase

I

Almacenado

Frascos dmbar —

Figura 3. Flujograma del proceso de extraccién de aceites esenciales

Descripciéon del diagrama de flujo
Materia prima

La materia prima utilizada en este estudio fue recolectada en lugares especificos
donde la planta de sunfo es conocida por crecer abundantemente, especialmente
enlazona de Cayambe a través de los vendedores que ofrecen esta planta en zonas
rurales cercanas al paramo. Ademds, las hojas de arraydn se recolectaron
principalmente en las zonas rurales de Tabacundo, donde se sabe que esta planta

crece en condiciones optimas.
Recepcion de la materia prima

La materia prima obtenida debe ser transportada rdpidamente para preservar la
calidad de las plantas, ya que, debido a su alto contenido de humedad, estas se
vuelven altamente perecederos y pueden perder parte de sus cualidades
bioguimicas. En este estudio se recolectaron aproximadamente 20 kg de sunfo y 32
kg de hojas de arraydn, cantidades que se consideraron adecuadas para el proceso
de extraccion. De acuerdo con Sevillano et al. (2019) un rango de 10 a 20 kilogramos
de materia prima puede ser necesario para obtener entre 15 a 35 ml de aceite
esencial, por lo que los volumenes empleados en esta investigacion sirvieron como

referencia para garantizar una extraccion representativa de los aceites esenciales
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destinados a su posterior andlisis y aplicacion en la evaluacién de la vida Util de la

carne de res.
Conftrol de calidad

La materia prima que ha sido recolectada debe pasar por un proceso de
clasificacion  para separar las partes que puedan producir un efecto
contraproducente a las propiedades quimicas, para ello se excluye los restos de
raices, tallos en mal estado, hojas con pigmentacién oscura y restos de vegetacion

no relacionada.
Lavado

Es necesario lavar las hojas de las plantas, ya que tanto como en sunfo y el arrayan
contienen particulas propias del medio donde habitan y al no realizar un correcto
lavado afectarian a las propiedades quimicas del aceite esencial, por ello se emplea

un lavado con abundante agua en series repetidas hasta lograr una limpieza total.
Secado

Por parte del secado es fundamental para eliminar los restos de humedad que puede
presentar las hojas. La materia prima fue sometida a un proceso de secado utilizando
un deshidratador a una temperatura de 65°C durante é horas, con el fin de reducir el
contenido de humedad y favorecer la concentracion de los compuestos voldtiles.
Este procedimiento de secado permitid estandarizar las condiciones de la muestra,
disminuir el riesgo de contaminacién microbiana y mejorar la eficiencia del proceso
de extraccidn de los aceites esenciales. Una vez alcanzada una textura seca vy
estable, las plantas fueron almacenadas en recipientes herméticos hasta su uso en el

proceso de arrastre de vapor (Quilca, 2016).
Pesado

Una vezfinalizado el proceso de secado es necesario realizar un pesado en seco para
determinar la cantidad de materia que ingresard al equipo, ya que dependiendo del
volumen que soporta los equipos es necesario particionar el volumen inicial de la

materia prima para evitar problemas en la extraccion.
Extraccion por arrastre de vapor

Para la extraccion por arrastre de vapor se emplea el uso del equipo de extraccion
(Dibosh de 20L, China), donde caben aproximadamente 4 kg por planta, para ello se
realiza varias series de extraccion hasta culminar con el total de materia prima a usar.

Los pardmetros a tener en cuenta es la temperatura de 85°C que es la dptima para
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evitar que los compuestos voldtiles se evaporen antes de presentar una decantacion,
asi mismo el tiempo empleado por cada serie es aproximadamente de 150 minutos

con ello se asegura de extraer la mayor cantidad de aceite esencial.
Decantacion

El aceite e hidrolato obtenidos por el proceso de extraccidon se deben ubicar en un
embudo de separaciéon y dejar reposar de 2 a 4 horas para que estos puedan

decantar y separarse en su totalidad.
Envasado y almacenado

El aceite obtenido se debe guardar en envases que eviten el ingreso de luz y eviten
el tfraspaso de componentes del exterior, siendo los frascos dmbar la mejor opcién
para usar. Se recomienda almacenar el aceite en medios oscuros y secos para evitar

su degradacion y mantener la calidad del aceite esencial.
3.4.2. Andlisis de propiedades de los aceites

3.4.2.1.  Andlisis fisicoquimico

3.4.2.1.1. Densidad

La determinacion de la densidad de los aceites esenciales se realizd con base en la
normativa ISO 279 (ISO, 2026), la cual establece el procedimiento para relacionar la

masa y el volumen de una muestra a una temperatura controlada de 20 °C.

La densidad se calculd mediante la siguiente ecuacion:

_ masa
Densidad = ———
volumen

Materiales
e Balanza analitica
e Pipetade2mL
e Hornilla

e Vaso de precipitacion de 25 mL
Procedimiento

Se pesd previamente el vaso de precipitacidon de vacio en la balanza analitica.
Posteriormente, se tomd un volumen de 2 mL del aceite esencial mediante una pipeta
y se depositd en el vaso. Se registré nuevamente el peso total y se determind la masa
del aceite por diferencia. La densidad se calculd dividiendo la masa obtenida entre
el volumen utilizado, expresando el resultado en g/mL. El andlisis se realizd a

temperatura ambiente cercana a 20 °C, segun lo recomendado por la normativa.
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3.4.2.1.2. Acidez

La acidez de los aceites esenciales se determind siguiendo el método de Say et al.
(2024), el cual consiste en una titulacion dcido-base, utilizando una solucion de
hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracién de 0.1N y un indicador de pH como
fenolftaleina o tornasol. Este andlisis permite evaluar la cantidad de dcidos libres
presentes en el aceite, lo cual es un pardmetro relevante para estimar su estabilidad,

calidad y posible grado de oxidacion

Para la acidez se calculd mediante la siguiente ecuacion:

) V X N x56.1
Acidez (%) = ———x 100
g muestra

Donde:
V = volumen de NaOH gastado en la titulacién (mL)
N = normalidad del NaOH
56.1 = peso equivalente del KOH (mg/mmol)

g = masa de la muestra (g)
Materiales

e Bureta para dispensar con precision la soluciéon base.

e Pipeta para medir la cantidad precisa de muestra a analizar.
e Solucién de base NaOH al 0.1N

e Indicador de pH (fenolftaleina o tornasol).

e Erlenmeyer u ofro recipiente para contener la muestra.
Procedimiento

Se colocd un volumen de 5 mL de aceite esencial en un Erflenmeyer y se adicionaron
unas gotas del indicador de pH. Posteriormente, se ftituld la muestra con la solucion
de NaOH desde la bureta hasta observar el cambio de color delindicador, senalando
el punto final de la titulacion. El volumen de NaOH consumido fue registrado vy

utilizado para calcular el valor de acidez del aceite.
3.4.2.1.3. pH

El pH de los aceites esenciales se determind utilizando un medidor de pH con
electrodo de vidrio, lo que permite conocer el grado de acidez o alcalinidad de la
muestra, siguiendo la metodologia de Orellana y Yépez (2021). Este pardmetro es
importante para caracterizar el comportamiento quimico del aceite y su posible

interaccion con matrices alimentarias.
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Materiales

¢ Medidor de pH o electrodo de vidrio.
e Solucién buffer de pH referencial para calibrar el medidor o electrodo.

e Muestra a analizar.
Procedimiento

Previamente se calibré el medidor de pH utilizando soluciones buffer de referencia.
Luego, se colocd 5 mL de la muestra en un vaso de precipitacion y se infrodujo el
electrodo de vidrio, asegurando una correcta inmersion. Se agité suavemente la
muestra para homogeneizar y se registrd el valor de pH mostrado en el equipo una

vez que la lectura se estabilizd.

3.4.3. Evaluacion in vitro de la actividad microbiana
3.4.3.1. Preparacion del aceite esencial

3.4.3.1.1. Proporcién entre aceites

La preparacion de los aceites esenciales fue mediante uso de la proporcidon de la

cantfidad ya determinada, como se presenta en la tabla 5:

Tabla 5. Proporciones de aceite usadas para pruebas de susceptibilidad.

Combinacién Proporcién de Sunfo (A) Proporcién de Arraydan (B)
A 100% 0%
B 0% 100%
A-B 70% 30%
A-B 50% 50%
A-B 30% 70%

Donde la cantidad final usada por cada combinacion fue de 1 ml, y la proporciéon

fue determinada de la siguiente manera presentada en la tabla 6:

Tabla 6. Cantidad de aceite esenciales usada para la combinacién sinérgica.

Sunfo (A) mL Arraydn (B) mL Cantidad final mL
1 0 1
0 1 1
0.7 0.3 1
0.5 0.5 1
0.3 0.7 1

3.4.3.2. Inoculacion del microorganismo
3.4.3.2.1. Obtencion de la cepa pura

Se obtuvo una cepa pura de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 procedente de
Estados Unidos de la empresa Microbiologics e importado por un laboratorio

autorizado llamado MEDIBAC de Ecuador, esto debido a que el microorganismo con
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el cual se va a trabajar no se lo puede obtener facilmente por otras metodologias de

crecimiento microbioldgico.
3.4.3.2.2. Inoculacion

Una vez obtenida la cepa de Pseudomonas fluorescens, se procedid a su
reactivacion y cultivo en el laboratorio mediante técnicas microbioldgicas
estandarizadas. Para el crecimiento en fase liquida se utilizdé caldo infusion cerebro-
corazédn (Brain Heart Infusion, BHI), el cual es un medio nutritivo ampliamente
recomendado para bacterias psicréotrofas y Gram negativas, debido a su alto
contenido de nutrientes que favorecen una rdpida multiplicacién celular (Madigan
et al., 2018).

La inoculacion en medio liquido se realizd mediante siembra directa, utilizando un
hisopo estéril previamente impregnado con la cepa liofilizada de Pseudomonas
fluorescens. El hisopo fue introducido cuidadosamente en un frasco que contenia 250
mL de caldo infusion cerebro-corazén (BHI), el cual habia sido previamente
esterilizado, garantizando condiciones asépticas durante todo el procedimiento para

evitar contaminaciones externas (Microbiologics, 2025).
3.4.3.2.3. Incubacion

Una vez inoculado, este se procedid a incubar en el shaker (Boeco, ES-20/80,
Alemania) para su crecimiento durante aproximadamente 24 horas a la temperatura

Optima de 25°C y a una velocidad del equipo de 130 rom (Microbiologics, 2025).
3.4.3.2.4. Seguimiento del crecimiento

Durante el periodo de incubacion, se realizd un seguimiento periddico del
crecimiento bacteriano mediante la observacion de cambios en la turbidez del
medio de cultivo aintervalos de 2 horas, con el fin de identificar la fase de crecimiento
exponencial del microorganismo. La turbidez del cultivo es un indicador indirecto del
incremento de la biomasa bacteriana y se relaciona directamente con la
multiplicacién celular durante las fases logaritmica y estacionaria del crecimiento

microbiano (Madigan et al., 2018).
3.4.3.2.5. Ajuste de la concentracion celular

La densidad oOptica del cultivo bacteriano se determind mediante el uso de un
espectrofotdbmetro (lovibond, SpectroDirect, Alemania) con el objetivo de estimar la
concentracién celular. Posteriormente, se tomd del 1 mL caldo madre utilizando una

micropipeta estéril y se transfirid a un matraz que contenia agua estéril, con el fin de
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facilitarla homogenizaciény el ajuste delindculo. A partir de esta suspension, se ajustd
la concentracién celular a unrango aproximado de 1 a 1,5 x 108 UFC/mL, equivalente
a una turbidez similar al estadndar 0,5 de McFarland, metodologia ampliamente
utilizada para la estandarizacion de inéculos bacterianos en estudios microbioldgicos
(CLSI, 2020).

3.4.3.3. Ensayo de sensibilidad antimicrobiana por difusidon en agar

3.4.3.3.1. Técnica de difusidon en disco en agar (Kirby-Bauer)

El ensayo de sensibilidad antimicrobiana se realizd mediante la técnica de difusion en
disco en agar, conocida como método de Kirby-Bauer, adaptada de Mamani
(2017), la cual permite evaluar la actividad anfimicrobiana de compuestos naturales

a partir de la formacion de halos de inhibicidon alrededor de discos impregnados.

Esta técnica comprende una serie de etapas secuenciales: preparacion del medio
sélido, estandarizaciéon del inéculo, impregnacion de discos, inoculacién, incubaciéon

y medicion de halos, las cuales se describen a confinuacion.
3.4.3.3.2. Difusion en discos impregnados con aceite

Se determin¢ la eficacia de la combinaciéon de los aceites esenciales siguiendo la
metodologia de Kirby-Bauer (Mamani, 2017). Se emplearon discos de papel estériles
impregnados con 20 yL de las combinaciones de aceites esenciales en proporciones

70:30, 50:50 y 30:70 (A/B), ademds de tres controles (blanco, positivo y negativo).

Los discos se colocaron sobre placas Peftri previamente preparadas con 25 mL de
agar e inoculadas con 100 ulL del cultivo bacteriano ajustado a una concentracion
aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL.

Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 24 horas, tras lo cual se midieron los

halos de inhibicidon alrededor de cada disco.
3.4.3.3.3. Preparacién de agar

Para permitir el crecimiento adecuado de Pseudomonas fluorescens, se utilizd como
medio sélido el Agar Pseudomonas Base |, el cual contiene una composicion selectiva
y nutritiva para este microorganismo. La preparaciéon consistidé en pesar en proporcion
con respecto a la cantidad correspondiente de medio en polvo basado en lo
indicado por la ficha técnica del proveedor (48.4 g por cada litro de agua destilada),
adicionando ademds 10 mL de glicerol para enriquecer el medio. La cantidad

necesaria para el ensayo fue de 120 mL de agar. Esta mezcla fue calentada hasta
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disolverse completamente, procurando una agitacidn constante para evitar la

formacion de grumos y finalmente se esterilizdé en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

Posteriormente, el medio fue enfriado a una temperatura aproximada de 45-50 °C,
momento en el cual se vertid cuidadosamente en cajas Petri estériles, utilizando
condiciones asépticas dentro de una cabina de flujo laminar y trabajando junto a
una lampara de alcohol para preservar la esterilidad del ambiente. Se vertieron
aproximadamente 20 mL de medio por caja, cantidad suficiente para cubrir el fondo
uniformemente. Las cajas fueron dejadas en reposo hasta que el agar se solidifico

completamente, y se almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso.
3.4.3.3.4. Preparacién de los discos

Se prepararon discos de papel filtro con un didmetro aproximado de 6 mm, los cuales
fueron previamente esterilizados mediante autoclave. Una vez frios, los discos fueron
impregnados con 20 uL de las combinaciones de aceites esenciales en proporciones
de 70-30%, 50-50% y 30-70% entre aceite esencial A y B. La impregnacién se realizé
utilizando micropipetas estériles, depositando el volumen directamente sobre cada
disco y dejandolos secar en condiciones asépticas antes de su aplicacion durante

aproximadamente 5 minutos.
3.4.3.3.5. Inoculaciéon del microorganismo

La inoculacién del microorganismo se realizd mediante uso de la Pseudomona ya
previamente obtenida en una concenfraciéon 1x108 UFC/mL (concentracion
equivalente al estdndar de McFarland 0.5). Posteriormente, se aplicaron 100 pL del
indculo sobre la superficie del agary se distribuyeron uniformemente mediante un asa
de Drigalsky, como lo indican los lineamientos para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2020).

3.4.3.3.6. Aplicacién de discos con aceite esencial

Una vez inoculadas las placas con el microorganismo, se colocaron los discos
impregnados con aceite esencial sobre la superficie del agar. Los discos fueron
ubicados distantemente en la caja para evitar la interferencia entre halos de

inhibicioén.
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3.4.3.3.7. Incubacion

Las cajas Petri preparadas fueron incubadas a 25°C durante 24 horas en una
incubadora de cultivo. Transcurrido el tiempo, se procedid a medir los halos de
inhibicion generados alrededor de los discos con ayuda de un pie de rey, tomando
nota del didmetro total del halo para cada tratamiento. Esta informacion fue
fundamental para determinar qué combinacidén de aceites resultd mdas efectiva
contra Pseudomonas fluorescens, esto para estimar posteriormente la concentracion

minima inhibitoria (CMI).
3.4.4. Determinacién de la concentracidn minima inhibitoria
3.4.4.1. Preparacion de agar

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales
frente a Pseudomonas fluorescens, se prepard nuevamente el medio solido Agar
Pseudomonas Base | siguiendo el mismo procedimiento ya descrito en la anterior

seccion.
3.4.42. Aplicacion de concentraciones del aceite

Para la determinacion de la concentracidn minima inhibitoria (CMI) de la
combinacion de aceites esenciales frente a Pseudomonas fluorescens, se trabajé con
rangos progresivos de concentracion, siguiendo un esquema escalonado similar al
propuesto por métodos de evaluacidon antimicrobiana con compuestos naturales
descritos por Mamani (2017), Burt (2004) y CLSI (2020), quienes recomiendan iniciar
con concentraciones bajas y aumentar gradualmente hasta observar inhibicion

completa del crecimiento. Las fases se dividieron de la siguiente manera:

e Fase 1: Se evaluaron concentraciones de 0,125%; 0,25%; 0.5%; 1%; 2% y 5%,
aplicando el método de difusién en pozos en agar, en el cual se depositaron 30
UL de cada concentracion en cavidades previaomente realizadas en el medio
solido, de acuerdo con lo descrito por Mamani (2017) para exfractos y aceites
esenciales.

e Fase 2: Se trabajé con concentraciones intermedias de 2,5%; 5%; 10%; 20% y 40%,
empleando la técnica de incorporacion del compuesto al medio, donde el aceite
fue mezclado directamente con el agar fundido antes de solidificar, metodologia
adaptada de Burt (2004) y Tajkarimi et al. (2010) para evaluar compuestos

lipofilicos con actividad antimicrobiana.
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e Fase 3: Se evaluaron concentraciones altas de 70%; 80%; 90% y 100%, replicando
el procedimiento de la fase 2, con el fin de confirmar el punto en el cual se inhibe
completamente el crecimiento bacteriano, tal como sugieren los protocolos de

determinacién de CMI para sustancias naturales reportados por CLSI (2020).

Este diseno por fases permitioé identificar de manera progresiva el rango efectivo del
aceite esencial, evitando el uso innecesario de concentraciones extremas desde el

inicio y garantizando una evaluacion mds precisa de su actividad antimicrobiana.
3.4.4.3. inoculacion del microorganismo

Por parte de la inoculacion se realizd una siembra por extension con un aza de
Drigalsky, donde se anadié 100 uL del medio cultivo liquido de Pseudomonas

fluorescens.
3.4.4.4. Incubaciéon

Las cajas Petri se incubaron a 25 °C por un periodo de 24 horas. Pasado este tiempo,
se analizaron los medios de cultivo y verifico si existe crecimiento microbioldgico. Se
consideré como concentracién minima inhibitoria (CMI) aquella en la cual se observd
una inhibicién visible, indicando que a partir de dicha concentracién el aceite

esencial ejercia un efecto antimicrobiano contra Pseudomonas fluorescens.
3.4.5. Aplicacion del aceite en la carne
3.4.5.1.  Adquisicion y preparacion de las muestras de carne

La carne se obtuvo en un local comercial de carne de la zona de Tulcdn, la parte a
elegir para el estudio fue el corte llamado “Saldén™ que es un corte magro ubicado en

la parte posterior de la pierna de res.

Las muestras elegidas fueron obtenidas lo mds reciente a su faenamiento, para
garantizar un seguimiento correcto del estudio. Continuamente se lo almaceno en

refrigeracion a 4 °C hasta su uso.
3.4.5.2.  Esterilizacion de la carne

Para el uso de la carne fue necesario realizar previaomente una esterilizacion con el
fin de evitar el crecimiento de otro microorganismo del interés del estudio. Para ello
se prepard una solucidén de hipoclorito de sodio a una concentracion de 100 ppm,
de acuerdo con Montero y Acero (2013) que indican que el hipoclorito de sodio es
eficaz para erradicar microorganismos presentes en canales de res, por ello se utilizd

el hipoclorito de sodio comercial (Clorox) que contiene una concentracion del 5%
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como medio para esterilizar los cortes de carne de res, con ello se procede a calcular
la cantidad de hipoclorito de sodio a usar por cada litro usado, se lo realiza mediante

la siguiente formula:

CixXVy=Cy %XV,
Donde:
Ci= Concenftracién inicial (5% = 50,000 ppm)
V1= Volumen a obtener de la solucion concentrada
C2= Concenfracion deseada (100 ppm)

V2= Volumen de la solucién a emplear (1L = 1000 mL)
Dando el siguiente resultado:

_(100x1000)
1= " 50000 ™

Que indica que se debe usar 2 mL por cada litro de agua a usar para esterilizar la

carne de res.
3.4.5.3. Preparacion de muestras

La carne una vez esterilizada, se la ubicé en una cdmara de flujo estéril y con uso de
herramientas estériles, se procedid a realizar cortes tipo filetes de 25g, continuamente

se lo ubica en fundas ziploc hasta su uso.

3.4.5.4. Inoculacién en carne

Para la inoculacion en la carne de res se realizd en base a tratamientos/controles de

acuerdo con la tabla 7:

Tabla 7. Aplicacién de inoculo entre los tratamientos a analizar.

Tratamiento Aplicacién de inoculo
C1 (carne sola) No
C2 (carne + Pseudomonas fluorescens) Si
T1 (carne + Pseudomonas flurescens + AE) Si

La aplicacion del inoculo se realizdé mediante el uso de un atomizador para

administrar una aplicacion por toda el drea del corte de la carne de res.
3.4.5.,5. Aplicacién del aceite

Al igual que la inoculaciéon se realizd la aplicacion del aceite esencial solo al
tfratamiento T1, debido a que los otros dos son conftroles para comprar los resultados
del seguimiento, su inoculacion se aplicd mediante uso de un atomizador

garantizando que toda el drea este empleado el aceite esencial.
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3.4.5.6. Empaquetadoy etiguetado de las muestras

El tfratamiento y los controles para analizar fueron empacadas en fundas ziploc para
garantizar un sellado hermético y evitar el ingreso de oxigeno del exterior. Para el

etiquetado se realiz6 en base a la Figura 4:

Tratamiento: Dia para analizar:

Contenido del fratamiento/control:

Figura 4. Formato de efiquetado de las fundas ziploc

Finalizado el proceso se lo ubicé a una refrigeradora a una temperatura de 4 °C.

3.4.6. Andlisis de efectos del aceite en las propiedades en la carne

3.4.6.1.  Andlisis fisicoquimicos

3.4.6.1.1. TVB-N (nitfrégeno bdsico voldtil total)

La determinacion del nitrégeno bdsico voldtil total (TVB-N) se realizdé mediante el

método de destilacion Kjeldahl modificado, adaptado de Maghraby et al. (2013).
Materiales

e Digestor Kjeldahl con matraz de destilacion y condensador.

e Reactivos quimicos: acido sulfurico 0,025 N (H2SO4), dcido fricloroacético al
7,5%, hidroxido de sodio (HaOH) al 10% y acido boérico al 4% (HaBOs3)

e Equipos de destilacion y valoracion: matraz Erlenmeyer, bureta y solucion

indicadora Shiro Tashiro.
El procedimiento que se sigue para el andlisis de grasas es el siguiente:

e Se pesa 25 g de carne, la cual debe ser triturada y mezclada con 50 mL de
dcido fricloroacético al 7,5%

e Se filtra la mezcla con uso de un papel filtro Whatman n°1 para obtener un
extracto transparente

e Pipetear 25 mL del extracto al tubo de destilaciéon

e Agregar 30 mL de NaOH al 10% y 100 mL de agua destilada en el equipo
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e Recoger el destilado en un matraz que debe contener 25 mL de H3BOs al 4%

juntamente con un indicador

e FEl destilado debe ser titulado con H2SO4 0,025N hasta cambiar de tonalidad

verde a rosa.
3.4.6.1.2. Grasas

La cuantificaciéon del contenido de grasa en la carne se realizd siguiendo la
metodologia AOAC 960.39 (2019), la cual se basa en la extraccidon de los lipidos
mediante solvente orgdnico, utilizando un sistema Soxhlet, después de una hidrdlisis
dcida que permite liberar la fraccidén grasa retenida en la matriz proteica de la

muestra.
Materiales

e Extractor Soxhlet

e Balanza analitica con precision de 0,0001 g.

e Estufa de secado (100-105 °C).

e Papelfiltro libre de grasa (Whatman n.° 41).

e Cdapsulas de aluminio o crisoles previamente secos y tarados.
e Dedales de exfraccion

e Reactivos quimicos: éter dietilico de grado analitico.
El procedimiento que se sigue para el andlisis de grasas es el siguiente:

e Se pesaron entre 2 y 5 g de muestra de carne finamente triturada

¢ |a muestra transfiere a un papel filtro y colocar en un cartucho extractor para
ser sometfido a extraccion

e anadir 60 mL de éter dietilico en los casos y ubicarlos el equipo Soxhlet

e Se programa el equipo para la extraccidon mediante la carga del solvente
hacia la muestra durante 1 hora con 30 minutos, para la fase de vaciado
necesita 30 minutos y para la recuperacion del solvente se programa para 10
minutos, esto debe estar controlado a una temperatura de 200°C

e Finalmente, se registra el peso de la grasa extraida para calcular el contenido
total de grasa en la muestra.

3.4.6.1.3. Cenizas

De acuerdo con la norma NTE INEN 781, se empled el método de incineracion para
determinar el contenido de cenizas en la carne. En este método, la muestra de carne

se incinera a alta temperatura para eliminar toda la materia orgdnica, dejando
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Unicamente las cenizas, que se pesan y calculan como porcentaje de la muestra

original.
Materiales

e Horno de incineracién con conftrol de temperatura.

e Cdpsulas de porcelana o crisoles previamente calcinados.

e Pinzas para manipulacion de las capsulas y crisoles.

e Desecador para enfriar y almacenar las muestras después de la incineracion.

e Balanza analitica para pesar las muestras antes y después de la incineracion.
El procedimiento por seguir para realizar el andlisis de cenizas es el siguiente:

e Lavary secarlas capsulas de porcelana

e Calcinar en una mufla a 550°C durante 1 hora y enfriar en el desecador hasta
enfriar

e Registrar el peso de las cdpsulas

e Agregarde 2 a b gde carne y colocar en una estufa para carbonizarla

e Llevarla muestra carbonizada a la mufla a 550 °C por 6 horas

e Colocarlo en el desecador durante 30 minutos
e Pesarla capsula con el residuo
3.4.6.2.  Andlisis microbiolégico

Para el andlisis microbiolégico se sigue la metodologia presentada por Mendes et al.

(2018), con ligeras modificaciones.

Las muestras de carne fueron almacenadas en refrigeracién durante 14 dias, periodo
en el cual se realizaron siete andlisis microbioldgicos, efectuados en intervalos
regulares (cada dos dias). En cada punto de muestro se tomaron 25 g de muestra, los
cuales, se colocd en una funda de polietilieno de baja densidad en adicion con 225
mL de agua peptona al 0.1% V/V y se los homogenizo en el equipo Stomacher
(Stomacher-400 circulator, Reino Unido) por 3 minutos a una revolucién de 300 rpm.
Las suspensiones fueron diluidas en series de agua peptona al 0.1% V/V hasta llegar a
una concentracién de 10, donde se utilizdé 100 ulL y anadidé en agar pseudomona
base |, por Ultimo, se ubicd las placas en la incubadora a una temperatura de 27°C

durante 24h para su posterior conteo de UFC.

Los resultados se expresaron como log UFC/g y se compararon con el umbral de

deterioro microbiolégico reportado en carne refrigerada, establecido alrededor de
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1x107 UFC/g, valor en el cual bacterias psicrétrofas como Pseudomonas spp.

predominan y generan el deterioro del producto Wickramasinghe et al. (2019).
3.5. DISENO EXPERIMENTAL

El diseno experimental disenado para este estudio estd clasificado en dos fases
experimentales (fase 2 y 3) y una subfase (fase 2,1), esto con el propdsito de
determinar la proporcién y concentracion optima de aceites esenciales con efecto
inhibitorio frente a Pseudomonas fluorescens, y posteriormente evaluar su efecto

conservante en carne de res durante el almacenamiento refrigerado.

3.5.1. Fase 2

En esta fase se evalud la actividad antimicrobiana de diferentes proporciones de
aceites esenciales Ay B frente a Pseudomonas fluorescens, mediante la medicidon de
los halos de inhibicién (mm) obtenidos por la técnica de difusion en agar. Se trabajard
con un factor (concentracidn de aceites esenciales) y cinco niveles,
correspondientes a los cinco tratamientos (T1-T5), cada uno con cuatro repeticiones,

bajo un diseno completamente al azar (DCA) como lo indica en la tabla 8.

Tabla 8. Formulacién de proporcionalidad entre aceites esenciales.

Tratamiento Proporcionalidad Repeticiones
T 100% sunfo 4
T2 100% arrayan 4
13 75% sunfo — 25% arrayan 4
T4 50% sunfo — 50% arrayan 4
15 25% sunfo — 75% arrayan 4

El experimento se conformo por 5 tratamientos con 4 repeticiones cada uno, para un

total de 20 unidades experimentales, bajo un diseno completamente al azar.

Previo al andlisis comparativo, los datos se someten a la verificacion de los supuestos
estadisticos necesarios para definir el tipo de prueba a emplear. Para ello, se evalia
la normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas

mediante la prueba de Levene.

Cuando los datos cumplen con ambos supuestos (p > 0,05), se utiliza un ANOVA de
una via, seguido de la prueba de Tukey para la comparacion de medias (a = 0,05).
En caso contrario, se recurre a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis,
complementada con la prueba de Dunn para identificar diferencias entre

fratamientos.
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3.5.1.1. Subfase 2,1

En esta fase se determind la concentracidon minima inhibitoria del aceite esencial

seleccionado en la Fase 1.

Se evaluaron diferentes proporciones de aceite esencial (AE) con aceite vegetal

como vehiculo (AV), expresadas como porcentaje del AE respecto al AV.

El criterio de seleccidon fue presencia o ausencia de crecimiento bacteriano en las

placas.

El diseno experimental corresponde a un diseno completamente al azar (DCA) de un
solo factor, donde el factor evaluado fue la concentracién de aceite esencial, con
cuatro niveles (70%, 80%, 90% y 100%), ademds de los respectivos confroles. Esta

informacion se presenta en la tabla 9.

Tabla 9. Tratamientos y proporcionalidad empleados para determinacion de CMI

Tratamiento Proporcionalidad Repeticiones
T1 AE70% (AE:AV 70:30) 4
T2 AE80% (AE:AV 80:20 4
13 AE?0% (AE:AV 90:10) 4
T4 AE100% 4
15 CA 4
Té6 CB 4
17 CcC 4

El experimento estuvo constituido por 7 tratamientos con 4 repeticiones cada uno,
dando un total de 28 unidades experimentales, bajo un diseno completamente al
azar (DCA).

Andlisis estadistico: Descriptivo, basado en presencia/ausencia de crecimiento

bacteriano.
3.5.2. Fase 3

En esta fase se aplicdé el aceite esencial sobre carne de res inoculada con
Pseudomonas fluorescens, incorporando ademds dos conftroles, con el objetivo de
evaluar y comparar el efecto sobre las caracteristicas bromatoldgicas, fisicoquimicas

y microbioldgicas durante el almacenamiento refrigerado (4 °C).

El experimento se estructuré bajo un diseno simple de un factor en un disefo
completamente al azar (DCA). El factor evaluado correspondié a la adicion del
aceite esencial en carne inoculada con Pseudomonas fluorescens, considerando dos

niveles:
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e Presencia de aceite esencial
e Ausencia de aceite esencial

La comparacion principal se realizé entre carne inoculada sin aceite esencial (C1) y
carne inoculada con aceite esencial (T1), con el fin de evaluar el efecto del
tfratamiento sobre el deterioro de la carne durante el almacenamiento.
Adicionalmente, se incluyd un control basal correspondiente a carne sin inoculaciéon
y sin aplicacion de aceite esencial (C2), el cual se utilizé como referencia del

comportamiento natural del producto.

Los fratamientos evaluados fueron:
e T1: Carne inoculada con Pseudomonas fluorescens con aceite esencial
e CI1:Carne inoculada con Pseudomonas fluorescens sin aceite esencial
e (C2: Carne sin inoculacion y sin aceite esencial (carne sola)

La asignacion de las unidades experimentales se realizd bajo un diseno
completamente al azar (DCA), garantizando condiciones homogéneas durante el

almacenamiento como se presenta en la tabla 10.

Tabla 10. Metodologia de aplicacién del aceite en carne.

Tratamiento Proporcionalidad Repeticiones
T Carne + Pseudomonas fluorescens + AE 3
Cl Carne + Pseudomonas fluorescens 3
co Carne sin Pseudomonas fluorescens y sin AE 3
(carne sola)

Unidad experimental: 25 g de carne.
Condiciones de almacenamiento: 4°C

Duraciéon del experimento: 14 dias, con muestreos cada 2 dias (7 tiempos de

evaluacion).
3.5.3. Andlisis estadistico

Para la interpretacion de los resultados experimentales se aplicd un andilisis estadistico
con el fin de determinar la existencia de diferencias significativas entre tratamientos

y su comportamiento a lo largo del tiempo.

Previamente, los datos de cenizas, grasa, TVB-N y recuento microbioldgico (UFC/Q)
fueron evaluados para verificar los supuestos de normalidad, homogeneidad de

varianzas, independencia y aleaforiedad. La normalidad se evalud mediante la
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prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante la prueba de

Levene.

Cuando los datos cumplieron con los supuestos (p > 0,05), se aplicd un andlisis de
varianza (ANOVA). Para las variables evaluadas en funcidon del tiempo (TVB-N vy
recuento microbiolégico), se empled un diseno factorial considerando como factores
el tratamiento (C1, C2 y T1) y el tiempo de almacenamiento (dias), con el fin de

evaluar tanto los efectos individuales como la interaccidn entre ambos factores.

Posteriormente, para identificar diferencias especificas entre tratamientos en cada
tiempo de almacenamiento, se realizaron andlisis independientes por dia, aplicando

ANOVA de una via seguido de la prueba de Tukey (a =0,05).

En los casos en que no se cumplieron los supuestos, se aplicd la prueba no
parameétrica de Kruskal-Wallis, complementada con la prueba de Dunn para la

comparacion de medias.

Todos los andilisis se realizaron con un nivel de significancia del 5% (p < 0,05) utilizando
el software RStudio version 2025.05.0-496.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

Fase 1: Proceso de extracciéon de los aceites esenciales

En la Tabla 11 se presentan los valores obtenidos durante la extraccion de aceites
esenciales a partir de Clinopodium nubigenum (sunfo) y Myrcianthes hallii (arrayan),

correspondientes a la cantidad de aceite extraido y su respectivo rendimiento.

4.1.1. Pardmetros de extraccion

Tabla 11. Pardmetros de extraccidn de aceites esenciales de sunfo y arraydn

Pardmetros Unidad Resultados
Sunfo Arrayan
Temperatura °C 855 855
Tiempo h 1:30 1:30
Humedad % 9.05£ 0.1 3.61£0.1
Peso total usado Kg 17.43 30.73
Cantidad extraida mL 45 31

Los pardmetros de extraccion se mantuvieron constantes para ambas especies, con
una temperatura de 85 £ 5 °C y un fiempo de 1 h 30 min. La humedad del material
vegetal fue de 9,05 £ 0,1 % para sunfo y 3,61 + 0,1 % para arraydn. Durante la
extraccioén se obtuvieron 45 mL de aceite esencial a partir de 17,43 kg de sunfo y 31

mL a partir de 30,73 kg de arrayan.

En la tabla 12 se presentan los rendimientos obtenidos durante el estudio.

Tabla 12. Rendimientos de extraccion de los aceites esenciales

Planta Rendimiento (%) (media * DE)
Sunfo 0.26 £0.02¢
Arraydn 0.101£ 0.003k

Nota. Los valores corresponden a la media + desviacion estandar.
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas entre fratamientos (p < 0.05).

El rendimiento promedio del aceite esencial de sunfo fue de 0.26 %, mientras que el

de arraydn fue de 0.101 %. Previo al andlisis comparativo. Estos resultados evidencian
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gue el aceite esencial de sunfo presentd un mayor rendimiento de extraccién en

comparacion con el arraydn, bajo las mismas condiciones experimentales.

4.1.2. Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales

Las propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales de sunfo y arraydn se

presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales

Planta pH (media * DE) Acidez (media * DE) Densidad (media * DE)
Sunfo 5.39 £0.014 1.48 £0.09 Amg KOH/g 0.92+0.01Ag/mL
Arraydn 48+0.018 1.13£0.11 8 mg KOH/g 0.91£0.01Ag/mL

Nota. Los valores corresponden a la media £ desviacion estandar (n = 4).
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas entre fratamientos (p < 0.05).

El aceite de sunfo registrd un pH de 5.39, mientras que el de arraydn mostrd un valor
ligeramente menor (pH 4.8). En cuanto a la acidez, ambos presentan niveles
caracteristicos de aceites esenciales siendo el de sunfo de 1.48 mg KOH/g vy la del
arrayan de 1.13 mg KOH/g. La densidad fue similar en ambos aceites, con valores de

0.92 g/mL para el sunfo y 0.91 g/mL para el arraydn.
Fase 2: Determinacién de la proporcionalidad eficaz de los aceites
4.1.3. Evaluacion de la susceptibilidad microbiana con uso de aceites esenciales

4.1.3.1. Medicidn de halos de inhibicidon

Los halos de inhibicidn obtenidos fras la realizacion del cultivo de la Pseudomona

fluorescens se presentan en la Tabla 14.

Tabla 14. Halos de inhibicién frente a Pseudomonas fluorescens (mm)

Tratamiento Halo (mm)
A (100%) 7.6 £0.428C
B (100%) 0+(QP
A-B (70-30%) 7.7 £0.878
A-B (50-50%) 8.6 £0.824
A-B (30-70%) 7.5+0.97¢

Nota. Los valores corresponden a la media £ desviaciéon estadndar (n = 5).
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas entre fratamientos (p < 0.05).

Los tratamientos que contienen el aceite esencial A presentaron halos de inhibicién

frente a Pseudomonas fluorescens, con valores comprendidos entre 7.5y 8.6 mm, con
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diferencias parciales entre ellos de acuerdo con la prueba de Tukey. La mayor media
se registrd en la mezcla A-B (50:50) (8.6 £ 0.82 mm), evidenciando la mayor actividad
inhibitoria frente a las demds combinaciones. En general, las combinaciones A-B
mostraron mayor actividad antimicrobiana que los aceites individuales,
destacdndose la proporcidon 50:50 como la formulacién con los didmetros de

inhibicién mas amplios.

4.1.4. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

Los resultados de la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMiI)
frente a Pseudomonas fluorescens se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante

presencia/ausencia de crecimiento
Concentracioén final de AE en

Tratamiento Inhibicion (%)

agar (% v/v)

AE70% 7 0

AE80% 8 100

AE?0% 9 100

AE100% 10 100

Control A + (Tetraciclina) 30 pg/mL 100
Control B - (Agar +AV) 0 0
Control C blanco (Agar) 0 0

Nota. Los valores de inhibicidén corresponden al porcentaje de placas sin crecimiento
visible de Pseudomonas fluorescens (n = 5). La comparacién entre tratamientos se
realizd mediante la prueba exacta de Fisher, considerando un nivel de significancia
de p <0.05.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se define como la menor concentracion
capaz de inhibir completamente el crecimiento visible del microorganismo. En este
estudio, se observd crecimiento bacteriano en la concentracion de AE70% (7 % v/v),
mientras que las concentraciones de 80, 90y 100 % (8, 2 y 10 % v/v, respectivamente)
mostraron ausencia total de crecimiento en todas las repeticiones evaluada.

En base a estos resultados, se establece que la CMI corresponde a la concentfracion
de AE80 % (8 % v/v), al ser la menor concentracion que logrd inhibir completamente
el crecimiento de Pseudomonas fluorescens.

El control positivo con tetraciclina presentd inhibicion completa, mientras que los
confroles sin aceite mostraron crecimiento en todas las repeticiones, confirmando la

viabilidad del microorganismo y la validez del ensayo.
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Fase 3: Aplicacién del aceite en la carne

4.1.5. Andlisis bromatolégico

4.1.5.1. Ceniza

Los valores obtenidos para el contenido de ceniza durante el almacenamiento refrigerado se presentan en la Tabla 16. Se

observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tfratamientos en todos los dias evaluados (p < 0,05).

El fratamiento T1 presentd consistentemente los valores mds altos (2,36-2,39%), seguido de C2 (2,28-2,32%) y C1 (2,27-2,31%).

Tabla 16. Contenido de ceniza (%) durante el aimacenamiento

Grupo experimental Dia 0 Dia 2 Dia 5 Dia 7 Dia ¢ Dia 12 Dia 14
C1 2,31 +0,02Ca 2,29 +0,01¢a 2,29 +0,02Ca 2,29 +0,01¢Ca 2,27 £0,01¢p 2,27 +0,03¢b 2,27 +0,04Cb
C2 2,32 £ 0,038a 2,31 £ 00,0280 2,3+£0,0180 2,3+0,0180 2,3+0,018a 2,28 +0,018b 2,29 +0,018p
Tl 2,39 + 0,024 2,38 £0,03Aa 2,37 £ 0,034 2,37 £ 0,034 2,36 + 0,02A 2,36 £ 0,014 2,36 £ 0,027

Nota. Valores expresados como media + desviaciéon estandar (n = 3).
Las letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas entre tfratamientos segiun ANOVA y
prueba de Tukey (p <0,05).

4.1.5.2. Grasa

Los resultados del contenido de grasa durante el almacenamiento se presentan en la Tabla 17. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en todos los dias evaluados (p < 0,05). El tratamiento T1 presentd
consistentemente los valores mas altos (23,56-24,75%), seguido de C2 (17,98-19,54%) y C1 (17,10-18,82%).

Esta diferencia refleja el efecto del aceite esencial aplicado en T1, que influyd en la variacion del contenido lipidico respecto

a los conftroles.
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Tabla 17. Contenido de grasa (%) durante el aimacenamiento refrigerado

Grupo experimental Dia 0 Dia 2 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 12 Dia 14
C1 18,82 £ 0,68Ca 18,18 £ 1,75Ck 18,18 £ 0,73Cab 17,82 £0,27¢k 17,44 £0,73CP 17,26 £1,1Cp 17,1 £0,96CP
C2 19,54 + 1,008 19,25+ 0,648¢ 19,13+ 0,588 19,06 £ 0,148a 18,6 +0,6880 18,33+ 0,1680 17,98 £ 0,2680
T1 24,75+ 0,5 24,62 + 0,434 24,4 £ 0,140 24,13 £ 0,554 23,98+ 0,3A¢ 23,62 £ 0,26 23,56 £ 0,284

Nota. Valores expresados como media + desviaciéon estandar (n = 3).
Las letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente significativas entre fratamientos segun ANOVA y
prueba de Tukey (p <0,05).

4.1.6. Andlisis fisicoquimico

4.1.6.1. TVB-N (nitrégeno bdsico voldtil total)

Los valores de TVB-N obtenidos durante el almacenamiento se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Valores de TVB-N (mg N/100 g) durante el almacenamiento

Grupo experimental Dia 0 Dia 2 Dia 5 Dia 7 Dia 9 Dia 12 Dia 14
Cl1 6,86 £ 0,644 8,68 £ 0,484p 10,5 £ 0,42Ac 12,04 £ 0,24Ad 13,58 £ 0,244¢ 15,26 £ 0,24AF 17,64 £ 0,42A9
C2 7 £0,48Aa 9,8 £0,2480 13,02+ 0,248c 15,26+ 0,249 17,92 £ 0,64Ce 23,8 + 0,64¢f 28,98 + 0,42C9
T 7 +0,48Aa 9,24 + 0,42A80 11,06 +0,24Ac 12,88 + 0,244 15,12+ 0,428¢ 16,8 £ 0,428f 21,56 +0,6489

Nota. Valores expresados como media * desviacion estdndar (n = 3).
Letras mayUsculas diferentes en una misma columna indican diferencias significativas entre tfratamientos (p < 0,05).
Letras minUsculas diferentes en una misma fila indican diferencias significativas entre dias de almacenamiento (p < 0,05).

Durante el almacenamiento, los valores de TVB-N aumentaron progresivamente en todos los tratamientos. En los dias 0 y 2 no
se observaron diferencias significativas enfre tratamientos (p > 0,05). Sin embargo, a partir del dia 5 y hasta el dia 14, el

tratamiento C2 presentd valores significativamente mayores (p < 0,05) en comparacion con C1y T1.

Por su parte, el fratamiento T1 no mostréd diferencias significativas respecto a C1 durante la mayor parte del periodo evaluado,

evidenciando un comportamiento similar entre ambos. Este comportamiento sugiere que la aplicacién del aceite esencial
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contribuyd a retardar la formacion de compuestos nitrogenados voldtiles, asociados al deterioro proteico de la carne durante

el almacenamiento refrigerado.
4.1.7. Andlisis microbiolégico
Los resultados del comportamiento microbioldgico durante el almacenamiento refrigerado se presentan en la Tabla 19.

Tabla 19. Recuento microbiano (log UFC/g) durante el alimacenamiento

Grupo experimental Dia 0 Dia 2 Dia 5 Dia 7 Dia ¢ Dia 12 Dia 14
Ci1 ND (<6 log UFC/Q) 6,1 £0,17Ap 6,95+ 0,54 7.75 £ 0,04Ad 8,01 £ 0,044e 8,24 £ 0,06Af 8,49 + 0,03A9
C2 ND (<6 log UFC/Qg) 6,52 £ 0,070 7,83 £ 0,08Ac 8,2 £ 0,068d 8,48 + 0,038e 8,85 £ 0,038f 9,05+ 0,0689
T1 ND (<6 log UFC/g) 6,36 £0,1Ap 7.12+£0,02Ac 7,96 £0,0448d 8,24 +£0,0448¢ 8,44+ 0,0578f 8,66 £ 0,05489

Nota. Valores expresados como media + desviacion estdndar (n = 3). Letras mayUsculas diferentes en una misma columna
indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05), mientras que letras minUsculas diferentes en
una misma fila indican diferencias significativas entfre dias para un mismo fratamiento (p < 0,05).

ND: No detectable. El limite de deteccién del método (10° UFC/g; 6 log UFC/g) se establecié en funciéon de la dilucion minima
sembrada (107°), conforme a la NTE INEN 1529-5.

En el dia 0 no se detectd crecimiento microbiano en ninguno de los tratamientos, encontrdndose los valores por debajo del

limite de deteccién del método (<6 log UFC/g), lo que confirma condiciones iniciales homogéneas.

A partir del dia 2 se observd un incremento progresivo del recuento microbiano en todos los fratamientos. En los dias 2y 5 no
se evidenciaron diferencias significativas entre fratamientos (p > 0,05). Sin embargo, desde el dia 7 hasta el dia 14 se observaron
diferencias significativas (p < 0,05), donde el tratamiento C2 presentd los valores mds altos de crecimiento microbiano,

alcanzando 9,05 log UFC/g al final del almacenamiento.
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Por su parte, el tfratamiento C1 mostrd un crecimiento mds moderado, mientras que el
tratamiento T1 presentd valores intermedios, manteniéndose estadisticamente similar a
C1 e inferior a C2 durante la mayor parte del periodo evaluado. En este sentido, las
diferencias entre T1 y C2 oscilaron entre 0,24 y 0,71 log UFC/g desde el dia 5 hasta el dia
14, evidenciando un menor desarrollo microbiano en la carne tratada con aceite

esencial.

Considerando como limite de aceptabilidad microbioldgica 7 log UFC/g (1x107 UFC/g),
valor asociado al deterioro microbiolégico en carne refrigerada, el tratamiento C2
superd este umbral en el dia 5, mientras que el tratamiento T1 lo alcanzd en el dia 7, lo
que representa una extension aproximada de 2 dias en la vida Util microbioldgica del
producto Este comportamiento evidencia que la aplicacion del aceite esencial
contribuyd a retardar el crecimiento microbiano durante el almacenamiento

refrigerado.
4.2. DISCUSION

En el presente estudio se evidencié que las combinaciones de aceites esenciales de
Clinopodium nubigenum (sunfo) y Myrcianthes hallii (arraydn) influyeron en la estabilidad
fisicoguimica y microbiolégica de carne de res almacenada a 4 °C, lo que permitid
interpretar su potencial como agentes conservantes naturales y relacionar su

comportamiento con sus caracteristicas fisicoquimicas y su capacidad antimicrobiana.
4.2.1. Rendimiento y caracteristicas de los aceites esenciales

El rendimiento del aceite esencial de sunfo (0,26%) fue mucho mayor que el obtenido
del arraydn (0,091%), lo que indica diferencias importantes entre ambas especies
vegetales. Estos valores se encuentran dentro de los rangos reportados para plantas
aromdaticas obtenidas por arrastre de vapor, donde los rendimientos suelen variar entre
0,05y 0,5% dependiendo de la especie, el contenido de humedad y las condiciones de

extraccion (Dhifi et al., 2016).

Las diferencias observadas en el rendimiento se atribuyen principalmente a
caracteristicas intrinsecas de cada especie vegetal, como la estructura anatémica, la
distribuciéon de gldndulas secretoras y la composicidon quimica de los compuestos
voldatiles. Diversos estudios han demostrado que estos factores determinan la eficiencia
de extraccion de aceites esenciales, generando variaciones significativas entre
especies (Dhifi et al., 2016).
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En el presente estudio, la humedad inicial del material vegetal se encontré dentro del
rango reportado para plantas aromdticas (3-10 %); sin embargo, al no haber sido
controlada experimentalmente, su influencia sobre el rendimiento no puede

establecerse de manera concluyente.

En cuanto a las propiedades fisicoquimicas, el aceite de sunfo presentd un pH mds alto
y una acidez mayor en comparacién con el arraydn. Estas diferencias se relacionan
principalmente con la composicidon quimica propia de cada especie vegetal, ya que
los aceites esenciales contienen distintos perfiles de compuestos bioactivos, como
alcoholes terpénicos, aldehidos, fenoles y compuestos oxigenados, los cuales influyen
directamente en sus caracteristicas fisicoquimicas y pueden contribuir a un mayor indice
de acidez (Dhifi et al., 2016). Ademds, la presencia de compuestos oxigenados y acidos
orgdnicos voldtiles generados durante el proceso de extraccion puede incrementar la
acidez del aceite esencial, lo que también influye en su estabilidad y susceptibilidad a

procesos de degradaciéon durante el almacenamiento.

El pH vy la acidez son considerados pardmetros de calidad e identidad de los aceites
esenciales, asociados a la presencia de compuestos dcidos y productos de oxidacion,
los cuales pueden variar en funcién de la especie vegetal, el método de extraccion y
las condiciones del proceso. En este sentido, las diferencias observadas reflejan
variaciones en el perfil quimico de los aceites evaluados mds que efectos asociados a

la humedad inicial del material vegetal.

Estas diferencias en rendimiento y caracteristicas fisicoguimicas tienen implicaciones
directas sobre la actividad anfimicrobiana de la mezcla de aceites esenciales, ya que
determinan la concentracién, estabilidad y diversidad de los compuestos bioactivos

presentes.
4.2.2. Comportamiento de cenizas en carne tratada con aceites esenciales

El contenido de ceniza mostré una ligera variacidon durante los 14 dias de
almacenamiento, manteniéndose los valores dentro de rangos normales para carne de
res fresca. El tratamiento T1 presentd consistentemente niveles mds altos (2,36—2,39%),
mientras que los controles C1 y C2 registraron disminuciones mds marcadas. Estos
resultados coinciden con lo senalado por (Imbaquingo y Nogales, 2024), quienes
reportaron valores de 2,32 a 2,40% en carne de res refrigerada, con tendencia a
disminuir por pérdida de humedad que se asocia al exudado y cambios en la estructura

muscular que estd ligada al deterioro progresivo del tejido.
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Las diferencias observadas en T1 pueden explicarse por el efecto antimicrobiano de los
aceites esenciales, que tienden a reducir la descomposicion proteica vy la liberacion de
minerales durante el almacenamiento. (Martos, 2010) demostrd que aceites esenciales
con compuestos fendlicos como el timol, carvacol, eugenol, anetol, entre ofros,

estabilizan la estructura celular, reduciendo pérdidas de fraccidon mineral.

Las variaciones en el contenido de cenizas pueden explicarse en relaciéon con el
crecimiento microbiano, particularmente de Pseudomonas fluorescens, la cual utiliza
minerales y otros nutrientes para su desarrollo, contribuyendo al deterioro del tejido. En
este sentfido, el menor descenso observado en Tl se asocia a un menor crecimiento
microbiano, lo que limita la utilizacion de estos componentes y la degradaciéon
estructural. Este comportamiento concuerda con estudios que indican que la actividad
microbiana influye en la redistribucion de componentes minerales durante el

almacenamiento de carne (Mendes et al., 2018).

Otro aspecto importante es el vehiculo lipidico (aceite vegetal) utilizado para preparar
el aceite esencial al 80 %, el cual pudo contribuir a la formacion de una pelicula
hidrofébica sobre la superficie de la carne. Esta capa lipidica reduce la pérdida de
humedad y limita la migracion de minerales hacia el exudado, favoreciendo la
estabilidad de los pardmetros fisicoquimicos durante el almacenamiento. Este efecto
también ha sido documentado por Martos (2010), quien observd que sistemas con
lipidos pueden disminuir la deshidrataciéon y mantener la estabilidad de pardmetros
como cenizas y humedad. En conjunto, estos factores explican por qué el fratamiento
Tl mantuvo valores mds altos y consistentes, mientras que C2 presentd mayor

variabilidad asociada a la actividad microbiana y al deterioro progresivo del tejido.

Estas diferencias en rendimiento y caracteristicas fisicoquimicas tienen implicaciones
directas sobre la actividad antimicrobiana de la mezcla de aceites esenciales, ya que
determinan la concenfracion, estabilidad y diversidad de los compuestos bioactivos

presentes.

Estos resultados indican que la aplicacién de la mezcla de aceites esenciales contriouye
a una mayor estabilidad mineral de la carne durante el almacenamiento refrigerado, lo

que sugiere un menor grado de deterioro estructural.

Como limitacién, este estudio no se evalud directamente la pérdida de exudado ni
cambios en humedad, factores que podrian explicar con mayor precision las

variaciones observadas.
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Futuros estudios deberian relacionar el contenido de ceniza con pardmetros de pérdida
por goteo y textura, para comprender mejor el efecto de los aceites sobre la matriz

cdrnica.
4.2.3. Contenido de grasa en carne durante el almacenamiento

Los resultados del andlisis de grasa mostraron diferencias claras entre los tratamientos. El
control C1 y el inoculado C2 mantuvieron valores relativamente estables en un rango
de 17.1% a 19,54%, mientras que el tratamiento T1 registrd valores significativamente
superiores (24,75-23,56%) a lo largo del periodo de almacenamiento. Esta tendencia
sugiere que la presencia del aceite esencial provocd una retencién lipidica mayor en la
carne tratada, probablemente debido a su efecto protector frente a la pérdida de
humedad vy la oxidacion superficial, factores que suelen acelerar la disminucion del

contenido graso.

Las diferencias observadas en el contenido de grasa se relacionan principalmente con
la actividad de Pseudomonas fluorescens, bacteria psicrétrofa con capacidad lipolitica,
que produce enzimas como lipasas responsables de la degradacion de lipidos durante
el almacenamiento. El mayor descenso en C2 se asocia a su mayor crecimiento
microbiano, mientras que en T1, el efecto antimicrobiano del aceite esencial limitd
parcialmente esta actividad, contribuyendo a una mayor estabilidad de la fraccion

grasa.

A su vez, este comportamiento coincide con lo reportado por (Imbaquingo y Nogales,
2024), quienes documentaron que la carne refrigerada experimenta un descenso
gradual de grasa asociado a la oxidacion lipidica y a la deshidratacion progresiva del
tejido. En el presente estudio se observd un patrén similar en los controles, mientras que
T1 logré mitigar la disminucién, manteniéndose por encima de los valores registrados en
C1y C2. Esto refuerza la idea de que el aceite esencial no solo influyd en la estabilidad
fisicoquimica del producto, sino que permitié conservar de mejor manera el contenido

lipidico frente a los procesos propios del almacenamiento.

En el caso del tratamiento T1, la presencia del aceite esencial parece haber influido
tanto en la proteccidn antioxidante como en el comportamiento superficial de la grasa.
Ujilestari et al. (2023) demostraron que los aceites esenciales con compuestos terpénicos,
como el limoneno, pineno, linalol, entre otros, reducen significativamente la oxidacion
lipidica al actuar sobre radicales libres, generando mayor estabilidad de la fraccién

grasa. Asimismo, el vehiculo lipidico (aceite vegetal) agregado al tratamiento puede
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haber aumentado el contenido inicial de grasa y ayudado a mantenerlo al constituir un

recubrimiento parcial.

Estos resultados indican que la mezcla de aceites esenciales permitié reducir
parcialmente la actividad lipolitica asociada al crecimiento de Pseudomonas
fluorescens, contribuyendo a preservar la fraccidon grasa de la carne durante el

almacenamiento

Una limitacién del estudio fue no cuantificar indicadores de oxidacion como TBARS o
perdxidos. Investigaciones futuras deberian evaluar estos pardmetros para confirmar el

efecto anfioxidante observado
4.2.4. Variacién del TVB-N como indicador del deterioro proteico

El incremento del TVB-N estd directamente asociado al crecimiento de Pseudomonas
fluorescens, bacteria altamente proteolitica responsable de la degradacion de
proteinas y la liberaciobn de compuestos nitrogenados voldtiles durante el

almacenamiento de carne refrigerada.

En el presente estudio, el tratamiento C2, que presentd mayor crecimiento microbiano,
alcanzd los valores mds altos de TVB-N, mientras que T1 mostrd incrementos mdas lentos,
evidenciando un menor grado de deterioro proteico. Esta diferencia permite establecer
una relacién directa entre el crecimiento microbiano y la degradacion proteica, ya que
la disminucién del crecimiento de Pseudomonas fluorescens observada en el
tfratamiento T1 se relaciona con menores valores de TVB-N, evidenciando un control

parcial del deterioro.

Los valores iniciales fueron similares, pero a partir del dia 5 comenzaron a diferenciarse,
mostrando C2 los valores mds altos (hasta 28,98 mg/100 g) mientras que T1 permanecid
mas cercano al comportamiento de CI1. Este patron se ajusta a lo reportado por
Maghraby et al. (2013) quien documentaron valores entre 7y 18 mg/100 g dependiendo
de la metodologia y la carga microbiana. Bekhit et al. (2021) destacan que el TVB-N
supera los limites aceptables de frescura (25-30 mg/100 g) entre los dias 10 y 14 en
presencia de bacterias proteoliticas, concordando con los resultados del control C2 en

el presente estudio.

El fratamiento T1 mostré incrementos mds lentos, lo cual evidencia que el aceite esencial
ejercio un efecto de contencidn sobre el deterioro proteico. Dhifi et al. (2016), reportaron
que los terpenos presentes en aceites esenciales causan inhibicion enzimdtica de

desaminasas y descarboxilasas microbianas, reduciendo la formacién de compuestos
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nitrogenados voldtiles. Esto explica por qué T1 mantuvo niveles mds bajos respecto a C2,
aun en presencia de Pseudomona fluorescens. Ademas, el efecto sinérgico entre los
aceites esenciales y el aceite portador pudo limitar parcialmente la actividad proteasa

y desacelerar el deterioro.

Las diferencias observadas también pueden atribuirse a la cinética de crecimiento
microbiano. Pseudomonas fluorescens es reconocida como una de las principales
responsables del incremento de TVB-N debido a su alta capacidad de degradar
aminodcidos; sin embargo, su desarrollo fue menor en T1, lo que refuerza la relaciéon

entre la inhibicién microbiana y la reduccidn del deterioro proteico.

El menor incremento de TVB-N en el tratamiento con aceites esenciales sugiere un
conftrol parcial del deterioro proteico, lo que podria contribuir a extender la vida Util del
producto. Como limitacion, no se identificaron los compuestos nitrogenados individuales
responsables del aumento del TVB-N. Futuros estudios deberian analizar aminas

bidgenas especificas para profundizar en el mecanismo de accion.
4.2.5. Comportamiento microbiano de Pseudomonas fluorescens

El crecimiento microbiano mostrd el patrén tipico de carne inoculada bajo refrigeracion,
alcanzando valores superiores a ? log UFC/g en C2, mientras que T1 se mantuvo cercano
a 8,5log UFC/g al dia 14, comportamiento similar al de C1. Mendes et al. (2018) también
reportaron aumentos acelerados en carnes inoculadas con bacterias psicrotrofas,
especialmente Pseudomonas spp., debido a su capacidad para crecer a bajas

temperaturas y degradar proteinas, lipidos y carbohidratos de forma eficiente.

El deterioro microbioldgico de la carne refrigerada se asocia generalmente con cargas
microbianas cercanas a 107 UFC/g, nivel en el cual bacterias psicrétrofas del género
Pseudomonas dominan la poblacién microbiana y generan compuestos responsables
del deterioro sensorial y fisicoquimico del producto (Wickramasinghe et al., 2019). En
este estudio, el control C2 superd dicho umbral en el dia 5, mientras que el tratamiento
T1 lo alcanzdé recién en el dia 7, lo que evidencia un retraso aproximado de 2 dias en el

deterioro microbioldgico, atribuido al efecto del aceite esencial.

El menor crecimiento observado en Tl evidencia un efecto anfimicrobiano parcial
parcial del aceite esencial aplicado Ujilestari et al. (2023) demostraron que mezclas
50/50 de aceites esenciales poseen actividad sinérgica contra bacterias deteriorativos,
reduciendo significativamente los recuentos microbianos en carne. De igual manera,

Dhifi et al. (2016) sehalan que los compuestos terpénicos alteran la membrana celular
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bacteriana, provocando pérdida de integridad, reduccion de ATP y disminucion de la

capacidad de multiplicarse.

De esta manera, el efecto antimicrobiano de la mezcla puede explicarse por la accidn
complementaria de los compuestos bioactivos presentes en ambos aceites esenciales.
Los monoterpenos asociados al aceite de arraydn, como a-pineno, B-pineno, limoneno
y 1,8-cineol, pueden interactuar con la bicapa lipidica de la membrana bacteriana,
especialmente en bacterias Gram negativas como Pseudomonas fluorescens, cuya
envoltura celular contiene una membrana externa rica en lipopolisacdridos. Esta
interaccion altera la fluidez e integridad de la membrana, aumentando su
permeabilidad y favoreciendo la fuga de iones, proteinas, metabolitos y ATP, lo que

afecta directamente la produccion de energia y el equilibrio celular.

En este sentido, el efecto antimicrobiano de la mezcla lo explica Ujilestari et al. (2023)
que por la accidén complementaria de los compuestos bioactivos presentes en ambos
aceites esenciales. Los monoterpenos asociados al aceite de arraydn, como a-pineno,
B-pineno, limoneno y 1,8-cineol, pueden interactuar con la bicapa lipidica de la
membrana bacteriana, especialmente en bacterias Gram negativas como
Pseudomonas fluorescens, cuya envoltura celular contiene una membrana externa rica
en lipopolisacdridos. Esta interaccion altera la fluidez e integridad de la membrana,
aumentando su permeabilidad y favoreciendo la fuga de iones, proteinas, metabolitos

y ATP, lo que afecta directamente la produccién de energia y el equilibrio celular.

Esta pérdida de integridad facilita el ingreso o la accidn de compuestos fendlicos
presentes en el aceite de sunfo, como carvacrol y otros derivados terpénicos, los cuales
pueden intensificar el dano de membrana, alterar proteinas y enzimas asociadas al
metabolismo bacteriano, interferir con la respiracion celular y disminuir la sintesis de ATP.
Como consecuencia, la célula pierde su capacidad de mantener funciones esenciales,

reduce su multiplicacion y puede llegar a perder viabilidad.

Comparando los resultados con los antecedentes, el comportamiento de T1 coincide
con lo observado en estudios donde aceites esenciales como orégano, tomillo o laurel
lograron reducir entre 1y 3 log UFC/g el crecimiento de bacterias psicrotrofas. Aunque
la reduccidn observada en este estudio fue moderada, si representa un retraso en la

proliferacioén, lo que conftribuye a extender la vida Util relativa de la carne tratada.

Estos resultados confirman que la mezcla de aceites esenciales ejercidé un efecto

inhibidor parcial sobre Pseudomonas fluorescens, retrasando su proliferacién durante el
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almacenamiento refrigerado. Sin embargo, el crecimiento microbiano también pudo
estar influenciado por el tipo de envase utilizado, ya que las muestras fueron
almacenadas en fundas pldsticas, las cuales permiten cierta permeabilidad al oxigeno
y favorecer el desarrollo de bacterias aerobias como Pseudomonas fluorescens. A pesar
de ello, el tratamiento con aceites esenciales mostré un menor crecimiento microbiano
en comparacion con el control inoculado, evidenciando su efecto antimicrobiano

durante el almacenamiento.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que el deterioro de la carne durante el
almacenamiento refrigerado estuvo dominado principalmente por el crecimiento de
Pseudomonas fluorescens, mdas que por los cambios fisicoquimicos por si solos. El
incremento progresivo del recuento microbiano se asocid directamente con la
degradacién de proteinas y lipidos, reflejada en el aumento de TVB-N vy la disminucion
del contenido graso, respectivamente. En este contexto, el tfratamiento con aceites
esenciales (T1) no inhibié completamente el crecimiento microbiano, pero si logro
retardarlo, lo que se tradujo en una menor velocidad de deterioro proteico v lipidico en
comparacion con el control inoculado (C2). Esto demuestra que la accién
antimicrobiana parcial del aceite esencial tuvo un efecto indirecto sobre la estabilidad
fisicoguimica del producto, evidenciando que el confrol del crecimiento de
Pseudomonas fluorescens es el factor determinante en la extension de la vida Util de la

carne refrigerada.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

La extraccion de los aceites esenciales de Clinopodium nubigenum (sunfo) vy
Myrcianthes hallii (arraydn) mediante el método de arrastre de vapor resultd
adecuada, permitiendo la obtencidén de aceites con caracteristicas apropiadas
para su posterior aplicaciéon en carne de res.

La determinacion de la concentracidon minima inhibitoria permitié establecer que
la combinacidén de aceites esenciales en proporcion 50:50, aplicada al 80 %
respecto al aceite vegetal, presentd actividad antimicrobiana frente a
Pseudomonas fluorescens, evidenciada por inhibicion completa del crecimiento
a partir de 8 % v/v en agar.

La aplicacién del tratamiento T1 (carne + Pseudomonas fluorescens + aceites
esenciales) mostrd una reduccioén del crecimiento microbiano en comparacion
con el controlinoculado (C2), con diferencias de hasta 0,71 log UFC/g durante el
almacenamiento refrigerado.

El fratamiento con la combinacidén de aceites esenciales permitid retardar el
crecimiento de Pseudomonas fluorescens durante el almacenamiento
refrigerado, evidenciado por la superacion del umbral de deterioro
microbioldgico (7 log UFC/g) en el dia 7 para T1, mientras que el controlinoculado
C2 lo alcanzé en el dia 5. Este comportamiento representa una extension
aproximada de 2 dias en la vida Util microbiolégica de la carne tratada.

El andlisis fisicoquimico mostré que el fratamiento con aceites esenciales
contribuyé a una mayor estabilidad en los pardmetros de cenizas y grasa, en
comparacion con los controles, lo que sugiere un efecto protector frente a
procesos de exudacion y degradacion estructural.

En conjunto, el fratamiento T1 presentd un comportamiento mas estable durante
el periodo de almacenamiento, evidenciando que la combinacidén de aceites
esenciales de sunfo y arraydn constituye una alternativa natural con potencial

para la conservacion de carne de res.

De manera general, la combinacion de aceites esenciales aplicada en carne de

res permitid mejorar su estabilidad microbioldgica vy fisicoquimica, cumpliendo
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5.2

con el objetivo general del estudio y demostrando su viabilidad como estrategia

de conservaciéon natural.
RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar otros métodos de extraccién de aceites esenciales, tales
como hidrodestilacion asistida por microondas o extraccidon con solventes verdes,
con el fin de comparar rendimientos, composicidn quimica y actividad
antimicrobiana frente a microorganismos deteriorativos como Pseudomonas

fluorescens.

Se recomienda ampliar la evaluacion del efecto antimicrobiano de los aceites
esenciales frente a otfros microorganismos de interés en alimentos, como
Escherichia coli, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus, con el fin de

determinar el espectro de accién de la combinacién de aceites.

Se sugiere aplicar la misma metodologia en diferentes matrices alimentariasos
cdrnicos, tales como carne de cerdo, ovino, aves y carne molida, asi como en
productos pesqueros frescos, donde la presencia de Pseudomonas fluorescens

también constituye un factor determinante del deterioro.

Se recomienda readlizar la caracterizacion quimica de los aceites esenciales
mediante técnicas como cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS), con el fin de identificar los compuestos responsables de la

actividad antimicrobiaona observada.

Se recomienda incluir el andlisis de indicadores de oxidacion lipidica, como TBARS
o indice de perdxidos, para confimar el efecto antioxidante de los aceites

esenciales observado en este estudio.

Se sugiere evaluar pardmetros adicionales como pérdida por goteo, humedad y
textura, con el fin de comprender de manera masintegral el efecto de los aceites

esenciales sobre la calidad de la carne durante el almacenamiento.

Se recomienda evaluar el uso de diferentes tipos de envase y métodos de
conservacion, como envasado al vacio o atmdsfera modificada, para
determinar su efecto en el crecimiento de Pseudomonas fluorescens y en la

extension de la vida Util de la carne refrigerada.
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Figura 6. Aceite esencial d'sunfo.

Figura 7. Medicion de pH de los aceites esenciales.
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Figura 13. Incubacién de muestras.
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Figura 16. Preparacion de muestras de carne.
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Figura 19. Andlisis de nitrogeno TVB-N.
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Figura 23. Andlisis de grasa.
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