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RESUMEN

Se determind la accion antibacteriana que ejercen los aceites esenciales de
romero (Rosmarinus officinalis L.), ajo (Allium sativum) y acido lactico sobre los
Mesofilos aerobios totales, Coliformes totales, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus presentes en la carcasa de cuy para su
biopreservacion. Se obtuvieron 50 carcasas de cuy (Cavia porcellus)
procedentes del Mercado Minorista de la Parada de la Provincia de Lima, del
distrito de La Victoria. Se colocé Y2 de carcasa de cuy en bolsas de
polipropileno a los cuales se le agrego los aceites esenciales de romero y ajo;
acido lactico, tanto de forma individual como combinada en diferentes
concentraciones 0.3%, 0.5%, 0.7% y 1% y se compar6 con los resultados de un
control, durante tres dias: tiempo 0 y tres periodos de 24 h, 48 h y 72 h. Para el
recuento de Microorganismos de las carcasas de cuy se utilizaron placas
Petrifilm y placas Petri. Para el analisis del comportamiento de la actividad
antibacteriana de los conservantes naturales (aceites esenciales) se proceso
los datos en el paquete estadistico SPSS22.0. Se determind que el tratamiento
individual con aceite esencial de Rosmarinus officinalis “romero" y Allium sativa
“ajo" no tienen actividad bactericida frente a Mesofilos aerobios totales, S.
aureus, E. coli y Coliformes totales presentes en la carcasa de cuy. Sin
embargo, se comprobé que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis
‘romero” tuvo una actividad bacteriostatica frente a Staphylococcus aureus en
concentraciones de 1% y frente a Escherichia coli en concentraciones de 0.7%
y 1%. Por otro lado, el aceite esencial de Allium sativum “ajo” tuvo una
actividad bacteriostética frente a Staphylococcus aureus en concentraciones de
0.3; 0.5; 0.7 y 1% y frente a Escherichia coli en concentraciones de 0.3; 0.5;
0.7 y 1%. Por otro lado, El tratamiento combinado de aceites esenciales de
romero y ajo con acido lactico tuvo una actividad bactericida frente Mesofilos
aerobios totales, S. aureus, E. coli y Coliformes totales en concentraciones de
0.7% y 1%. Sin embargo, frente a Coliformes totales tuvo una accion
bacteriostatica en concentraciones de 0.3%; 0.5%; 0.7% y 1%.

PALABRAS CLAVES: Bioconservacion, aceites esenciales, Rosmarinus
officinalis L., Allium sativum, acido lactico, Mesoéfilos aerobios totales, E. coli,
Coliformes totales, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

The antibacterial action was determined that exerted by the essential oils of
rosemary (Rosmarinus officinalis L.), garlic (Allium sativum) and Lactic acid
over the total Aerobic mesophiles, total coliforms, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus present in the carcass of guinea pig for its bio
preservation. It was obtained 50 guinea pig carcasses (Cavia porcellus) from
the retail market of the province of Lima, from district of La Victoria. It was
placed ¥ of carcasses of guinea pig in polypropylene bags to which were added
the essential oil of rosemary and garlic; lactic acid, both individually and in
combination at different concentrations 0.3%, 0.5%, 0.7% y 1% and it was
compared with the results of a control, during three days: time 0 and three
periods of 23 h, 48 h and 72 h. For the collection of microorganisms from the
guinea pig carcasses were used plates Petriflm and plates Petri. For the
analysis of the behavior of the antibacterial activity of natural preservatives
(essential oil) the data is processed in statistical package SPSS22.0. On the
individual activity of Rosmarinus officinalis essential oil "rosemary" it was
determined that a concentration of 1% presented a bacteriostatic activity
against Staphylococcus aureus and concentrations of 0.7 / and 1% against
Escherichia coli. However, there is no bactericidal activity against the
microorganisms studied: total aerobic mesophiles, S. aureus, E. coli and total
coliforms present in the guinea pig carcass. On the other hand, on the individual
activity of the essential oil of Allium sativum "garlic" it was determined that a
concentration of 0.3; 0.5; 0.7 and 1% had a bacteriostatic activity against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. However, there is no bactericidal
activity on any microorganism studied: total aerobic mesophiles, S. aureus, E.
coli and total coliforms present in the guinea pig carcass. Finally, the combined
treatment of essential oils of Rosmarinus officinalis "rosemary” and Allium
sativum "garlic" with lactic acid at concentrations of 0.3% and 0.5% had a
bacteriostatic activity against total Coliforms. However, it was determined that
concentrations of 0.7% and 1% had a bactericidal activity against total aerobic
Mesophiles, S. aureus, E. coli and Coliformes.

KEYWORDS: Bioconservacion. Essential oil, Rosmarinus officinalis L., Allium
sativum, Lactic acid, Mesofilos aerobios, E. coli, Total coliforms,
Staphylococcus aureus.
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|. INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) roedor doméstico originario de los Andes, se cria
especialmente en Perd, Ecuador, Bolivia y el sur de Colombia. La carne de cuy
ha sido el alimento principal del poblador andino desde tiempo inmemorable
hasta la actualidad, su consumo se ha extendido hacia otras regiones y Lima
ciudad. En la actualidad, existen numerosas granjas cuyeras que se dedican a
Su crianza y comercializacién. Sin embargo, la mayoria de ellos son informales,
lo que trasciende negativamente en la productividad y genera bajos niveles de
calidad e inocuidad de la carcasa de cuy. El principal problema de las granjas
cuyeras es el riesgo de salubridad y descomposicion causados no solo por los
malos procesos de sacrificio, almacenado y comercializacion de la carne cruda
de cuy. Sino, también por vulnerabilidad de la carne cruda de cuy de ser
facilmente contaminada por bacterias deterioradoras ambientales y generar el
crecimiento de patégenos, lo que desencadena en graves enfermedades
transmitidas por los alimentos. La refrigeracion es el método de conservacion
mas comun de la carne y productos carnicos crudos, tiene la finalidad de
prolongar el tiempo de vida util de la carne refrigerada. En vista que la
seguridad de los aditivos alimentarios sintéticos esta siendo cuestionada, los
consumidores demandan cada vez mas el uso de productos naturales como
bioconservante alternativos incorporados en los alimentos. Los extractos
naturales de hierbas y especias se han utilizado desde hace muchos afios en
las carnes como agentes aromatizantes. Siendo los aceites esenciales de
plantas los que presentan actividad antimicrobiana al interferir y desestabilizar
el funcionamiento de la bicapa fosfolipidica de la membrana plasmatica y sus
sistemas enzimaticos. Ademas, funcionan como una barrera de proteccion
alimentaria sobre el recuento bacteriano de Mesofilos Aerobios Totales,
Coliformes Totales, Staphylococcus aureus y Escherichia coli como indicadores
de gestidon de la inocuidad alimentaria indicada en la normatividad nacional e

internacional que es de gran interés para la industria carnica.



Es por ello que en la presente investigacion se plantea evaluar la accion
antimicrobiana del aceite esencial de romero, aceite esencial de ajo y acido
lactico en tratamientos individuales y combinados a diferentes concentraciones
y refrigerado logrando generar barreras de proteccién mediante la reduccion de
los recuentos bacterianos y permitiendo aumentar el tiempo de vida y

utilizaciéon de la carcasa de cuy.



IIl. ANTECEDENTES

Burt, S. 2004. En estudios sobre “"Essential oils: their antibacterial properties
and potential applications in foods - A review" in vitro ha demostrado la
actividad antibacteriana de los aceites esenciales contra Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli O157: H7, Shigella
dysenteria, Bacillus cereus y Staphylococcus aureus a niveles entre 0,2 y 10ul
mL-1. Organismos Gram-negativas son ligeramente menos susceptibles que las
bacterias grampositivas. Un numero de componentes de los aceites esenciales
ha sido identificado como antibacterianos eficaces, por ejemplo, carvacrol,
timol, eugenol, perilaldehido, cinamaldehido y acido cinamico, que tienen
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de 0,05-5 pl ml-1in vitro. Se
necesita una concentracion mas alta para lograr el mismo efecto en los
alimentos. Los estudios con la carne fresca, los productos carnicos, pescado,
leche, productos lacteos, verduras, frutas y arroz cocido han demostrado que la
concentracion necesaria para lograr un efecto antibacteriano significativo es de
alrededor de 0,5 a 20 pyL gt en los alimentos y sobre 0,1 a 10 pl mL ten
soluciones para el lavado de frutas y verduras. Los aceites esenciales
comprenden un gran niamero de componentes y es probable que su modo de
accion implique varios objetivos en la célula bacteriana. La hidrofobicidad de
las aceites esenciales les permite Particion en los lipidos de la membrana
celular y las mitocondrias, haciéndolos permeable y que conduce a la fuga de
contenido de la celda. Las condiciones fisicas que mejoran la accion de de los
aceites esenciales son de bajo pH, baja temperatura y niveles bajos de
oxigeno. El sinergismo se ha observado entre carvacrol y su precursor p-
cimeno y entre cinamaldehido y eugenol. También se ha observado sinergia
entre los componentes de aceites esenciales y métodos de conservacion
suaves. Algunos componentes aceites esenciales estan legalmente aromas en
la UE y los EE.UU. registradas. Organolépticas indeseables efectos pueden ser
limitados por la seleccion cuidadosa de las OE de acuerdo con el tipo de

alimento.



Benkeblia, N. 2004. En su investigacion “Antimicrobial activityof essential oil
extracts of various onions (Allium cepa) and garlic (Allium sativum)” se investigo
la actividad antimicrobiana de diferentes concentraciones (50, 100, 200, 300 y
500 mL/pL) de extractos de aceites esenciales de tres tipos de cebollas (verde,
amarilo 'y rojo) y ajo contra dos bacterias, Staphylococcus
aureus , Salmomella enteritidis y tres hongos , Aspergillus niger , Penicillium
cyclopiumy Fusarium  oxysporum. El  aceite  esencial extraido de
estas Allium plantas (ajo y cebollas) mostraron actividad antibacteriana
marcada, mostrando con el ajo la mas alta inhibicién y con cebolla verde el mas
bajo. Comparativamente, 50 y 100 mL/uL concentraciones de extractos de
cebollas eran menos inhibitoria de 200, 300 y 500 mL/uL concentraciones. Sin
embargo, con el extracto de ajo, se observd una alta actividad inhibidora para
todas las concentraciones ensayadas. S. aureus mostré menor sensibilidad
hacia los aceites esenciales, sin embargo S. enteritidis fue fuertemente inhibida
por extractos de cebolla y ajo rojos. EI hongo F. oxysporum mostré la
sensibilidad més baja hacia los extractos de aceite esencial, mientras
que A. niger y P. cyclopium se inhibio significativamente a bajas
concentraciones. En conclusion, cuando se desea condimentos, los extractos
de aceites esenciales de la cebolla y el ajo pueden ser utilizados como aditivos
antimicrobianos naturales para la incorporaciéon en diversos productos

alimenticios.

Oussalah, M. et al. 2007. En su investigacion “Inhibitory effects of selected
plant essential oils on the growth of four pathogenic bacteria: E. coli O157:H7,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes”
se evaluaron veintiocho aceites esenciales por sus propiedades
antibacterianas, contra cuatro bacterias patégenas (Escherichia coli 0157:H7,
Listeria monocytogenes 2812, Salmonella typhimurium SL 1344
y Staphylococcus aureus). Los aceites esenciales se introdujeron en agar
infusion de cerebro corazén (BHI) (15 mL) a una concentracion de 0,003%,
0,006%, 0,013%, 0,025%, 0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,4% y 0,8% (vol/vol ) para
determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracion maxima

tolerada (MTC) para cada bacteria patdgena evaluada. Los resultados



mostraron que los aceites esenciales mas activos contra las bacterias
ensayadas fueron Corydothymus capitatus, Cinnamomum cassia, Origanum
heracleoticum, Satureja montana y Cinnamomum verum (corteza). Estos
mostraron una MIC< 0,05% (vol/vol) para todas las bacterias probadas. Con la
excepcion de S. typhimurium y L. monocytogenes donde se observd un MTC
de 0,025% (vol/vol) en presencia de Cinnamomum verum y Cinnamomum
cassia, respectivamente, también se observé un MTC < 0,013% (vol/vol) para
todas las demas bacterias y los otros tres aceites esenciales mas activos. Los
tres aceites esenciales (Satureja hortensis, Thymus vulgaris
carvacroliferum, Origanum compactum) mostraron una MIC < 0,1% (vol/vol)
para todas las bacterias probadas. Siete aceites (Thymus vulgaris , Thymus
serpyllum, Thymus satureioides, Cymbopogon martinii, Pimenta
dioica , Cinnamomum verum (hoja), Eugenia caryophyllus) mostraron una
actividad antimicrobiana inferior que muestra una MIC < 0,4% (vol/vol) en
contra de las cuatro bacterias probadas. Finalmente, 13 aceites esenciales
eran menos activos que muestra un valor MIC > 0,8% (vol/vol) contra al menos

una bacteria.

Sandri, I. et al. 2008. Determinaron en su investigacion “Antimicrobial activity of
the essential oils of Brazilian species of the genus Cunila against foodborne
pathogens and spoiling bacteria”™ que los aceites esenciales de las partes
aéreas de seis especies brasilefias del género Cunila Mill (Lamiaceae) utiliza
actualmente en bebidas y preparacion de alimentos, y en la medicina popular,
se obtiene por destilacion de vapor y se analizé por GC y GC/MS. Los

principales componentes de los aceites fueron: Cunila galioides (citral-

77,9%), C. galioides (mentha- trans -2,8-dienol -20,0%, -13,6%
limoneno, trans -ocimene -13,0%), C. incisa (1,8-cineol - 42,9 %, a-terpineol -
14,0 %), C. spicata (1,8-cineol - 47,9 %, a-terpineol 37,5

%), C. menthoides (menteno - 77,8 %), C .angustifolia (sabineno - 41,4 %, y —
terpineno - 11,4 %), y C. microcephala (mentofurano - 94,90 %). Estos aceites
se seleccionaron para la actividad antibacteriana contra 15 especies
bacterianas. EI aceite de C. galioides controlo de manera eficiente el

crecimiento de Bacillus sp., L. monocytigenes,



S. aureus, A. hydrophila y E. faecalis, mostrando tanto el contacto y la actividad
gaseosa. Aunque menos eficiente, los otros aceites esenciales estudiados
fueron eficaces contra Bacillus especies, S. aureus, y otras bacterias
especificas. Valores de CIM y MCC apoyan su uso popular, e indican que
pueden ser una alternativa eficaz para el control de transmision alimentaria y

las bacterias que estropean.

Solomakos, N. et al. 2008. En su investigacion sobre "The antimicrobial effect
of thyme essential oil, nisin, and their combination against Listeria
monocytogenes in minced beef during refrigerated storage™ determinaron el
efecto antimicrobiano de aceite esencial de tomillo en 0,3%, 0,6%, o0 0,9%, la
nisina a 500 o 1.000 UL/g, y su combinacion contra Listeria monocytogenes se
examind tanto en caldo de soja triptico (TSB) y carne picada de vacuno. El
aceite esencial de Tomillo en el 0,3% poseia una débil actividad antibacteriana
contra el patdégeno en TSB, mientras que en el 0,9% mostré6 propiedades
organolépticas inaceptables en la carne picada. Por lo tanto, sélo el nivel de
0,6% de aceite esencial se examinGd adicionalmente contra el patdégeno en
carne picada. El tratamiento de la carne de vacuno picada con nisina a 500 o
1.000 UL/g mostré actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes, que era
dependiente en el nivel de concentracion de nisina y las cepas utilizadas. El
tratamiento de la carne de vacuno picada con aceite esencial en el 0,6%
mostré actividad inhibitoria fuerte contra L. monocytogenes que el tratamiento
con nisina a 500 o 1.000 UL/g. Todos los tratamientos mostraron fuerte
actividad inhibidora contra los patdégenos a 10 °C que a 4°C. La adicidon
combinada de aceite esencial en 0,6% y la nisina a 500 o 1.000 UL/g mostr6
una actividad sinérgica contra el patdgeno. Mas eficiente entre tratamientos fue
la combinacion de EO en el 0,6% con nisina a 1000 UL/g, que disminuyo la
poblacion de L. monocytogenes por debajo del limite oficial de la Union
Europea recientemente fijado en 2 log UFC/g, durante el almacenamiento a
4°C.



Solomakos, N. et al. 2008. En su investigacion sobre "The antimicrobial effect
of thyme essential oil, nisin and their combination against Escherichia coli
0157:H7 in minced beef during refrigerated storage™ determinaron que el efecto
antimicrobiano de aceite esencial de tomillo (EO) en los niveles de
suplementacion de 0,3%, 0,6% o 0,9%, la nisina a 500 o 1.000 UL/g, y su
combinacion, en Escherichia coli O157:H7 se examind tanto en caldo de soja
triptico (TSB) y la carne de res picada. EO en el 0,3% poseia una débil
actividad antibacteriana contra el patdgeno en TSB, mientras que en el 0,9%
mostré propiedades organolépticas inaceptables en la carne picada. Por lo
tanto, solo el nivel de 0,6% de aceite esencial se examind en contra de los
agentes patdégenos en la carne picada. El tratamiento de la carne de vacuno
picada con aceite esencial en el 0,6% mostr6 una actividad inhibitoria
contra E. coli 0157: H7 durante el almacenamiento a 10°C, pero no a 4°C. El
tratamiento de la carne de res picada o TSB con la nisina en 500 o 1.000 UL/g
no mostré ninguna actividad antibacteriana contra E. coli 0157: H7. La
combinaciéon de EO en 0,6% vy la nisina a 500 o 1.000 UL/g mostré un efecto
aditivo contra el patégeno, que fue superior durante el almacenamiento a 10°C

que a 4°C.

Nedorostova, L. et al. 2009. En su investigacién sobre “Antimicrobial properties
of selected essential oils in vapour phase against foodborne bacteria”
identificaron las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales en la
fase de vapor.In vitro actividad antibacteriana contra cinco bacterias
transmitidas por los alimentos (Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis
y Staphylococcus aureus) se evaluaron mediante el método de la volatilizacién
del disco. Los resultados se expresaron como concentraciones minimas
inhibitorias (MIC) en pL/cm 2 de aire. Trece de los 27 aceites esenciales eran
activos contra al menos una cepa bacteriana en el rango de concentraciones
ensayadas (0,0083-0,53 uL/cm 3). Los mejores resultados se muestran
mediante Armoracia rusticana (MIC 0,0083 pL/cm %) contra todas las cepas,
seguida de Allium sativum > Origanum vulgare > Thymus vulgaris > Satureja

montana, Timo pulegioides > Timo serpyllum > Origanum majorana >



Caryopteris x clandonesis, Hyssopus officinalis, Mentha villosa, Nepeta x
faassenii, Ocimum basilicum. En conclusién, ciertos aceites esenciales son
altamente efectivos en fase de vapor y podrian ser utilizados en el control de

patégenos bacterianos transmitidos por los alimentos.

Estella, M. 2011. El presente trabajo de investigacion se realizdé con el objetivo
de elaborar un nuevo producto a base de carne de cuy mediante el proceso de
madurado y ahumado, determinado el tiempo de conservacion y el aporte
nutricional en comparacion a la carne de cuy fresca. Se utilizé6 el método de
curado humedo con el porcentaje de sal como variable para la formulacion de
salmuera y se sometié a diferentes temperaturas de secado (45°C, 50°C y
55°C); se determind la formulacion correcta de salmuera siendo de 4% de sal, y
la temperatura de secado de 55°C por 24 horas, se obtuvo un producto de
buena calidad en cuanto a sus caracteristicas de olor, sabor, color y textura. La
preparacion de la salmuera para el estudio tecnolégico de carne de cuy
madurada y ahumada se bas6 en tomar como variable Unicamente la sal y
como ingredientes complementarios el agua, azucar, nitrito, pimienta negra, ajo
y humo liquido. Se dej6 al producto por un tiempo de conservacion de 30 dias,
en el cual se realizaron analisis microbiolégicos a los 8, 15 y 30 dias de
elaborado el producto, asi como también de la carne de cuy fresca, de igual
manera se realizaron analisis bromatologicos y se determiné que el aporte
nutricional de la carne de cuy seca disminuye en comparacion con la carne de
cuy fresca, esto es debido a que la proteina contenida en la carne de cuy al ser
sometida a temperaturas elevadas se desnaturaliza y se pierde en el liquido
evaporado (sangre y fluido intersticial) disminuyendo su valor biologico, aun
con esta pérdida el contenido proteico es considerable. Al comparar la carne de
cuy fresca con la madurada y ahumada se obtuvo un descenso en varios
macro nutrientes en especial en la proteina y un aumento en cuanto a energia
los cuales son: para la proteina de 60.03% a 40,49%, grasa de 4.6% a 5,25% y
un aporte calorico de 494 KJ/100g a 932 KJ/100g, dando un producto

altamente caldrico y un aporte nutricional considerable.



Settanni, et al. 2012. Determianron que en su investigacion “Inhibition of
foodborne pathogen bacteria by essential oils extracted from citrus fruits
cultivated in Sicily” la actividad antagonista de los aceites esenciales extraidos
por hidrodestilacién de la cascara de la fruta de varios genotipos de citricos
(pomelo, toronja, naranja, kumquat, mandarina y limén) se evalud frente a
bacterias patégenas transmitidas por los alimentos (43 cepas de Listeria
monocytogenes , 35 cepas de Staphylococcus aureus y 14 cepas de
Salmonella enterica ). Cinco aceites esenciales comerciales se utilizaron para
la comparacion. La mayoria de los aceites esenciales eran mas eficaces contra
las bacterias Grampositivas en vez de Salmonella. Los aceites esenciales de
genotipos de limon 14 y 15 mostraron los mejores resultados en términos de
ndamero de cepas inhibidas y diametro de la zona de inhibicion. La cepa mas
susceptible de cada especie (L. monocytogenes 133, St. aureus 473 y
Salmonella Newport 50404) se utiliz6 como indicador para la evaluaciéon de la
concentracion de inhibicibn minima (MIC) los dos ultimos de los aceites
esenciales 14 y 15. El aceite esencial 16 (que muestra poder de inhibicion mas
débil entre los aceites esenciales de limén), y el aceite esencial comercial de
Limon se analiz6 por su composicion quimica. Un total de 30 compuestos
principales fueron identificados por espectrometria de masa de cromatografia
de gases (GC/MS) y los monoterpenos oxigenados se sugirieron estar
implicado en el proceso de inhibicion bacteriana por aceites esenciales de

citricos.

Turgis, M. et al. 2012. En la presente investigacion “Combined antimicrobial
effect of essential oils and bacteriocins against foodborne pathogens and food
spoilage bacteria” se determiné el potencial antimicrobiano de seis aceites
esenciales (Origanum vulgare , Cinnamomum cassia ,Brassica hirta , Thymus
vulgaris , Satureja Montagna y Cymbopogon nardus ) y cuatro bacteriocinas
(nisina, pediocina, y dos bacteriocinas que produjo nuestros aislados
de Enterococcus faecium MT104 y MT162) contra cinco bacterias patdgenas y
dos bacterias de descomposicién. También se evaluo el efecto sinérgico de los
agentes antimicrobianos combinados sobre bacterias patdégenas. La actividad

antimicrobiana se determind mediante la evaluacidon de la concentracion



minima inhibitoria (MIC) de los agentes antimicrobianos probados. Cada agente
se puso a prueba en contra de siete patégenos bacterianos transmitidos por los
alimentos (Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimuriumy Staphylococcus aureus) y dos de deterioro de los
alimentos (Lactobacillus sakei y Pseudomonas putida) en microplacas de 96
pocillos. La técnica de tablero de ajedrez se utilizé para evaluar los posibles
efectos sinérgicos entre los agentes antimicrobianos contra cada bacteria. El
valor MIC de 500 ppm se obtuvo cuando los aceites esenciales de
C.cassiay O. vulgare se ensayaron frente a B.cereus, E. coli O157:H7,
y L.sakei y cuandoel aceite esencial de B.hirta fue probado
contra P. putida y S. aureus. La combinacion de nisina con el aceite esencial de
O. vulgare indujo un efecto sinérgico contra L. monocytogenes mientras que la
combinacion de nisina con el aceite esencial de T. vulgaris causé un efecto
sinérgico contra S. typhimurium. Pediocina cuando se combina con el aceite
esencial de S. montagna causo un efecto sinérgico contra E. coli O157:H7. Las
combinaciones de las bacteriocinas pueden actuar sinérgicamente para
eliminar importantes patégenos transmitidos por alimentos y bacterias de
descomposicion. Este estudio demostré el potencial del uso de diferentes
combinaciones de compuestos antimicrobianos naturales para controlar los

patégenos transmitidos por los alimentos de manera eficaz.

Bajpai, et al. 2012. En su investigacion cientifica "Control of Salmonella in foods
by using essential oils: A review" sefialaron que durante los ultimos afios, limite
de Salmonella infecciones se ha superado de forma espectacular. A pesar de
conseguir una infeccion de baja tasa de Salmonella infecciones, este microbio
se ha convertido en un desafio en la industria alimentaria debido a su amplia
distribucion en todo el mundo. Salmonella bacterias no so6lo son responsables
de infecciones leves a severos, pero también causan infecciones que
amenazan la vida. Salmonella son bacterias zoonoéticas en la naturaleza y la
calidad de los alimentos dificulta gravemente, ademas de ser peligroso para la
sociedad humana. Existen varios tipos de Salmonella serotipica; sin embargo,
en menor nimero son responsables patdgenos de la infeccion. Aumento de las

infecciones transmitidas por los alimentos causadas por tipos Salmonella se
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produce principalmente debido al desarrollo de nuevas caracteristicas en
la mayoria de Salmonella, lo que les permite adaptarse en cualquier condicidon
ambiental. También las alteraciones reciente en la sociedad humana con el
procesamiento de alimentos y la metodologia de marketing con criadores vivos
contribuyen a facilitar estos brotes. Salmonella es resistentes a los antibidticos
comerciales ha surgido como una gran preocupacion de salud a los
consumidores. Las encuestas han revelado que la infeccidn
con Salmonella resistentes a los antibioticos ha jugado un papel vital a la mayor
tasa de enfermedades infecciosas transmitidas por los alimentos. El uso
extensivo de antibioticos en la industria de los alimentos frente a los patégenos
transmitidos por los alimentos o los modelos de los alimentos ha dado lugar a
la resistencia a antibiéticos adicional a la Salmonella, que se ha convertido en
un asunto de gran preocupacion para la salud publica. Hay multitud de posibles
sustancias bioactivos utiles que se derivan de las plantas. La importancia de las
drogas no se puede enfatizar demasiado con la tendencia reciente de alto
porcentaje de resistencia de los microorganismos a los antibioticos presentes
dias. Esta revision proporciona los datos de la literatura informativa sobre la
eficacia antibacteriana de los aceites esenciales de plantas (AEPS) y sus
compuestos volatiles. Ademas, la idoneidad de AEP y sus componentes
volatiles para sus aplicaciones préacticas en los alimentos o productos
alimenticios contra Salmonella, una causa comun de intoxicacion alimentaria
salmonelosis también se ha centrado. EI conocimiento actual de los aceites
volatiles y contenidos en el sistema modelo de alimentos para el control
de Salmonella se ha discutido. También una breve descripcion sobre los
aspectos legales sobre el uso de los aceites volatiles en el sistema alimentario
se ha presentado, y se ha propuesto la zona para futuras investigaciones. A
modo de accion antibacteriana de AEP junto con su naturaleza quimica
también se ha descrito. Aunque algunos datos sobre Salmonella se presentan
problemas -relacionado, esta revision se centré principalmente en in vivo
utilizacién practica de los aceites y los componentes volatiles de plantas de

alimentos modelo de sistema como naturales agentes anti-Salmonella.
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Teixeira, B. et al. 2013. En su trabajo de investigacion “Chemical composition
and antibacterial and antioxidant properties of commercial essential oils”
determinaron la eficacia de los 17 aceites esenciales para inhibir el crecimiento
de siete deterioro transmitidas por los alimentos y las cepas bacterianas
patbgenas ( Brochothrix thermosphacta, Escherichia coli, Listeria
innocua , Listeria monocytogenes, Pseudomonas putida, Salmonella
typhimurium y Shewanella putrefaciens). Ademas, se evalué la actividad
antioxidante (por la actividad captadora de radicales libres y poder reductor
férrico) y la composicion quimica de estos aceites esenciales. Todos los aceites
esenciales inhibieron el crecimiento de al menos cuatro bacterias ensayadas, y
los valores mas bajos de concentracién inhibitoria minima (<3,0 mg mL 1) se
necesitaron para inhibir P. putida. Las reducciones mas altas (8,0 log UFC mL -
1) se lograron con cilantro, orégano y aceites esenciales de romero
para L. innocua, asi como con aceite esencial de tomillo para ambas cepas de
Listeria. Los resultados mostraron que para la evaluacion de la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales de plantas, recuentos de bacterias se
realizaron en lugar de las lecturas de absorbancia cuando se utilizan métodos
de microdilucion. En cuanto a la actividad antioxidante, clavo y orégano aceites
esenciales mostraron las propiedades antioxidantes fuertes. Los aceites
esenciales mostraron una gran variedad de compuestos en sus composiciones
quimicas, algunos de aquellos con antibacteriano conocido y propiedades
antioxidantes. En conclusion, todos los aceites esenciales probados tienen muy
fuerte aplicabilidad potencial como agentes antibacterianos y antioxidantes

para las industrias alimentaria y farmacéutica.

Jordan, M. et al. 2013. En su investigacién “Effect of bioclimatic area on the
essential oil composition and antibacterial activity of Rosmarinus officinalis L.”
sobre el rendimiento de aceite esencial, el perfil volatil y actividad
antimicrobiana de Rosmarinus officinalis L. Se estudiaron los arbustos que
crecen silvestres en las distintas areas bioclimaticas de la provincia de Murcia
(Espafa). Un bajo indice de termicidad favorecié la produccion de aceite
esencial; Sin embargo, hay diferenciacion relacionada con un quimiotipo

especifica dependia del origen geografico. En las plantas individuales, también
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se determiné el efecto de la orden de abundancia entre los componentes que
definen el quimiotipo aceite esencial de romero (eucaliptol, alcanfor, a-pineno),
sobre la actividad antimicrobiana. Todos los quimotipos mostraron una fuerte
actividad antibacteriana contra cuatro agentes patégenos transmitidos por los
alimentos. Determinacion del diametro de inhibicion en Salmonella typhimurium
sefalé un efecto contribucion positiva de eucaliptol y a-pineno. Una alta
proporcion de a-pineno aumenta la eficacia del aceite contra Staphylococcus
aureus, mientras que la presencia de eucaliptol, como el compuesto mas
abundante, disminuye considerablemente la eficiencia de aceite de romero. En
contraste, la eficacia de estos aceites contra Listeria monocytogenes y
Escherichia coli no fue afectada por esta condicion. En cuanto a la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentraciones bactericidas minimas
(MBC), las actividades fuertes exhibida por estos aceites esenciales (<0,5
pL/mL) no permiti6 que los quimotipos y actividades antibacterianas que

pueden diferenciar.

Jayasena, D. et al. 2013. En su investigacién bibliografica sobre "Essential oils
as potential antimicrobial agents in meat and meat products™ hacen mencién a
la produccion de carne y productos carnicos de calidad e inocuidad y con la
demanda reciente de los consumidores de etiqueta organica totalmente natural
y es un reto. Los aceites esenciales derivados de plantas (AEs) han
demostrado una notable potencia antimicrobiana contra el deterioro y
microorganismos patégenos en la carne y los productos céarnicos. En esta
revision, fundamentos de deterioro microbiano de la carne y sus productos y
meétodos de conservacion tradicionales usados primero se discuten seguidos
por modo de accion y el alcance de la aplicacion de las organizaciones de
empleadores de estos productos. Aplicacion de las OE estad parcialmente
limitada debido a su intenso aroma pero tecnologias avanzadas se pueden

combinar para mejorar tanto la estabilidad microbiana y la calidad sensorial.

Pesavento, G. et al. 2015. En su investigacion “Antibacterial activity of
Oregano, Rosmarinus and Thymus essential oils against Staphylococcus

aureus and Listeria monocytogenes in beef meatballs™ evaluaron la actividad
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antimicrobiana de los cinco aceites esenciales se investigd hasta 72 horas
frente a los patégenos transmitidos por los alimentos (Staphylococcus
aureus , Listeria monocytogenes , Salmonella enteritidis, Campylobacter jejuni )
a través de difusion en disco y la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria. La  actividad  antimicrobiana mas activa fueron Thymus
vulgaris y Origanum vulgare, seguido de Cinnamomum
zeylanicum, Rosmarinus  officinalis y Salvia  officinalis. La actividad
antimicrobiana de O. vulgare, Rosmarinus officinalis y T. vulgarisfue
investigado contra cinco productores de enterotoxinas de S. aureusy
cinco cepas de L. monocytogenes para diferentes tiempos (hasta 14 dias), a
4°C en las albdéndigas. Las concentraciones de 2% y 1% restringieron el
crecimiento tanto de los patégenos, pero, como resultado de las pruebas de
panel, alterado el sabor de la carne. Las albondigas cocidas que contienen
0,5% de aceites esenciales eran aceptables en términos de sabor, y los aceites
fueron capaces de suprimir concentraciones de <10 2 UFC/g de los patégenos,
revelando el uso potencial de R. officinalis, T. vulgaris y O. vulgare como

conservantes de alimentos en esta concentracion.

Jeong-Eun, et al. 2015. En esta investigacion sobre las “Preservative
effectiveness of essential oils in vapor phase combined with modified
atmosphere packaging against spoilage bacteria on fresh cabbage™ que
realizaron para investigar los efectos antibacterianos de varios aceites
esenciales contra patdgenos utilizando el método de la volatilizacién en
disco. Ademas, se evaluaron los efectos combinados de las actividades
antimicrobianas en fase de vapor y atmosferas modificadas para reducir los
niveles de microorganismos mesoéfilos totales en la col fresca. Las actividades
de la fase de vapor de aceite esencial (tomillo-1, orégano-1, hierba de limén-1,
y hierba de limén-2) observaron fuertes efectos inhibitorios. Los resultados
mostraron que la atmosfera modificada de CO 2 para envases de gas al 100%
se redujo significativamente los niveles de microorganismos mesofilos totales
en col y rdbano, y su nivel de reduccién fue de 1,55y 2,26 log 10 UFC/g en
comparacién con el control después de 21 dias de almacenamiento

(p<0,05). Basandose en los resultados anteriores, los efectos combinados de
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aceites esenciales en fase de vapor y atmosfera modificada (100% COg)
mostraron que el aceite de limén-2 en 20 discos mostro inactivacion completa
por <1,0 logio UFC/g después de 14 dias de almacenamiento. Estos
resultados podrian proporcionar informacion util para el desarrollo de método
de preservacion alternativa para mejorar la frescura y la vida util de los

productos frescos utilizando antimicrobianos naturales.

Cetin-Karaca, et al. 2015. El presente estudio “Antimicrobial efficacy of plant
phenolic compounds against Salmonella and Escherichia coli” se evalud la
eficacia antimicrobiana de compuestos fendlicos naturales (PC) extraidos de
vegetales, frutas, hierbas y especias; para inhibir el crecimiento de bacterias
Gramnegativas transmitidas por los alimentos que se define como la
concentracion minima inhibitoria (MIC). Las cepas de especies Escherichia coli
y Salmonella fueron tratados con PCs naturales incluyendo; acido clorogénico,
la curcumina, (-) epicatequina, eugenol, miricetina, quercetina, rutina, timol,
timoquinona, y xantohumol. Las concentraciones de 5, 10, 15, y 20 ppm de
cada compuesto se evalué mediante un método de micro-dilucién en caldo y
los MICs se determinaron mediante el uso de densidad 6ptica después de 24 y
60 horas de incubacion. Alteraciones estructurales en bacterias tratadas se
observaron mediante microscopia electrénica de barrido. Para E. coli,
timoquinona mostré la mayor inhibicion, seguido de rutina, (-) epicatequina y
miricetina (MIC <20 ppm para todos), mientras Salmonella era mas sensible a
la (-) epicatequina (MIC <15 ppm), seguido por timoquinona, rutina y miricetina
(MIC <20 ppm para todos) siguiente 60 horas de incubacion. Los resultados
demostraron que las PCs tienen diferentes actividades antimicrobianas contra
patdgenos transmitidos por los alimentos después de 24 y 60 horas de
periodos de incubacién. Las fuentes naturales de PCs contienen principales
componentes antibacterianos y tienen un gran potencial para ser utilizado como
antimicrobianos naturales y conservantes de alimentos, durante el
almacenamiento a largo plazo. Este estudio pone de relieve la eficacia
antimicrobiana de algunos nuevos PCs que pueden sustituir antimicrobianos y
conservantes quimicos en los alimentos o en la industria farmacéutica para

inhibir parcial o totalmente el crecimiento de bacterias.
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Parra Huertas, R. 2010. En esta tesis sobre las “Bacterias Acido LActicas:
Papel Funcional en los Alimentos” que realizaron para repasar la considerable
contribucion al valor de estos productos. Ya que por varios de sus propiedades
metabolicas, las bacterias acido lacticas desempefian un papel importante en la
industria alimentaria, por su contribucion significativa al sabor, olor, textura,
caracteristicas sensoriales, propiedades terapéuticas y valor nutricional de los
productos alimentarios. También mencionan detalladamente los géneros
productores de acido lactico, tales como Lactococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Finalmente,
mencionan algunas funciones algunos de los metabolitos producidos por este
tipo de bacterias como &acidos organicos, sustancias preservantes,
polisacaridos, vitaminas, endulzantes, olores y sabores entre otros. Esta
revision se enfoca en estudiar la importancia de las bacterias acido lacticas en

los alimentos.

Rojas Rodriguez, 2007. En su investigacion “Evaluacion de cuatro
desinfectantes sobre Lsiteria monocytogenes aislada en productos carnicos
crudos de una planta de procesados en Bogota” evalud cuatro desinfectantes,
como principio activo a base de amonio cuaternario (200 y 400 ppm), alquil
amin betaina (0.25% v/v y 0.5%), hipoclorito de sodio (500 y 250 ppm) y acido
lactico (1% v/v y 2% v/v) sobre cepas de L. monocytogenes aislada de la
materia prima (carne de res, carne de cerdo) y de productos procesados crudos
(chorizo, chorizo antioquefio y carne de hamburguesa) de una planta de
procesados carnicos ubicada en Bogota. La evaluacion de los desinfectantes
se llevo a cabo mediante la técnica de porcentaje de inhibicion, a tres tiempos
de contacto (5, 10 y 15 minutos). En las condiciones de ensayo evaluadas se
obtuvo un porcentaje de inhibicion del 100% para los desinfectantes con
principio activo a base de amonio cuaternario (400 ppm y 200 ppm), hipoclorito
de sodio (500 ppm) y alquil amin betaina (0.5 % v/v). En el caso de la
evaluacion de los desinfectantes con principio activo a base de hipoclorito de
sodio (250 ppm) y alquil amin betaina(0.25 % v/v), se obtuvo un porcentaje de
inhibicion del 99.99% para cada uno de los tiempo evaluados, con un p <0.05.

El acido lactico una concentracion del 2% v/v. mostro un 99.57% de inhibicion
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a los tres tiempos de contacto (5, 10 y 15 min), mientras que a una
concentracion del 1% se obtuvo un porcentaje de inhibicion del 99.64; 99.58;
99.67% a los 5,10 y 15 minutos del contacto, respectivamente, con un p <0.05.
Los resultados del presente estudio demostraron que los desinfectantes
evaluados, a diferentes concentraciones fueron efectivos sobre las cepas de L.

monocytogenes, ya que se obtuvieron un porcentaje de inhibicién > del 90%.

Vasquez M., et al. 2009. En su estudio “Utilizacion de sustancias
antimicrobianas producidas por bacterias acido lacticas en la conservacion de
carne“, actualizaron la informacion correspondiente al uso de acido lactico
como biopreservantes de alimentos por su capacidad para controlar los
microorganismos patdgenos y de deterioro. Esta revision involucra aspectos de
la biopreservacion de alimentos y especificamente de carne y productos
carnicos susceptibles de alteraciones y atagues de diversos microorganismos.
Se detallan metodologias de biopreservacion de uso comun en los alimentos,
asi como aspectos destacados de los metabolitos producidos por Bacterias
Acido Lécticas, haciendo especial hincapié en bacteriocinas, sustancias
antimicrobianas que han demostrado su eficacia para controlar diversos
microorganismos y han tenido una aplicacion exitosa en los alimentos. El uso
de la biopreservacion es revisado, considerado como una barrera tecnolégica
que combinada con otros métodos de conservacion como la refrigeracion y las
buenas practicas de fabricacibn pueden ser una opcion interesante para
disminuir la adicion de conservantes quimicos, proporcionando alimentos

Seguros con preservantes naturales.

Lax Vivancos, Vanesa. 2014. En esta investigacion “Estudio de la Variabilidad
guimica, propiedades Antioxidantes y Biocidas de poblaciones espontaneas de
Rosmarinus officinalis L. en la region de Murcia”. Evaluaron la actividad
biolégica de los metabolitos secundarios de Rosmarinus officinalis,
especificamente de aceite esencial y del extracto polifenolico. Determinaron
qgue la actividad biolégica depende de la variaciébn de los quimitipos de las
plantas, la variacién en la actividad la atribuyen principalmente al lugar de
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origen, fecha de siega, estado fenoldgico de la planta, método de extraccion y

fase de desarrollo de la planta.
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lll. OBJETIVOS

3.10bjetivo General:

e Determinar la accion antibacteriana individual y combinada de aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis L. (romero), Allium sativum (ajo) y
acido lactico que ejercen sobre los Mesdfilos Aerobios Totales,
Coliformes Totales, Escherichia coli y Staphylococcus aureus que

presenta la carcasa de cuy para su biopreservacion.

3.2 Objetivos Especificos:
e Evaluar la accion antibacteriana individual que ejerce el aceite esencial
de romero (Rosmarinus officinalis L.) a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7
y 1% como un control microbiol6gico del crecimiento de los Mesdfilos
Aerobios Totales, Coliformes Totales, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus que presenta la carcasa de cuy para Ssu

biopreservacion.

e Evaluar la accion antibacteriana individual que ejerce el aceite esencial
de ajo (Allium sativum) a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% como
un control microbiolégico del crecimiento de los Mesofilos Aerobios
Totales, Coliformes Totales, Escherichia coli y Staphylococcus aureus

gue presenta la carcasa de cuy para su biopreservacion.

e Evaluar la accion antibacteriana individual que ejerce el acido lactico a
concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% como un control microbiologico
del crecimiento de los Mesodfilos Aerobios Totales, Coliformes Totales,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus que presenta la carcasa de

cuy para su biopreservacion.

eEvaluar la accion antibacteriana combinada que ejerce el aceite
esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.), ajo (Allium sativum) y
acido lactico a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% como un control
microbiolégico del crecimiento de los Mesofilos Aerobios Totales,
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Coliformes Totales, Escherichia coli y Staphylococcus aureus que

presenta la carcasa de cuy para su biopreservacion.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Lugar de la experimentacion.

La investigacion se realiz6 en los laboratorios: Laboratorio de
Microbiologia y Laboratorio de Biologia y Genética Molecular de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Ricardo Palma,
ubicada en la Avenida Benavides 5440 Santiago de Surco.

4.2 Material Bioldgico.

Se trabaj6 con 50 cuyes (Cavia porcellus) procedente del Mercado
Minorista de la Parada, Provincia de Lima, del distrito de La Victoria.
Estos fueron sacrificados, pelados, eviscerados y trozados. Finalmente,
se trabaj0 con sus carcasas. Cada carcasa de cuy pesaba

aproximadamente 400g.

4.3 Aceites esenciales.

Los aceites esenciales comerciales de “romero” y “ajo” con pureza
especificada, método de extraccion por arrastre de vapor y de grado
alimentario, fueron adquiridos en la Compafia Plant therapy — USA.

(Anexos: ficha técnica).

4.4 Acido Léctico
El acido lactico de grado alimentario fue adquirido de la compafia de
alimentos Montana S.A.C (Anexos: ficha técnica).

4.5 Preparacion de las muestras con Aceites Esenciales y Acido
lactico

Para la preparacion de los tratamientos (TT) combinados e individuales de

los aceites esenciales y acido lactico se utilizaron frascos de dilucién de

500 mL donde se colocaron diferentes volimenes de aceite esencial y

acido lactico de 1.5, 2.5, 3.5 y 5 mL que fueron completados con agua

peptonada hasta obtener 500 mL (v/v) en cada tratamiento. De esta forma

se obtuvo las concentraciones de ensayo de 0.3, 0.5, 0.7 y 1 %.

21



Posteriormente, se colocaron las concentraciones obtenidas en bolsas de
polipropileno estériles y se introdujo un % de carcasa de cuy por cada
bolsa. Finalmente, Se obtuvo 50 bolsas con % de carcasa de cuy con las
concentraciones de los tratamientos individual y combinado estudiados,
las cuales fueron llevadas a refrigeracion 4°C durante 72 horas para su

posterior analisis microbioldgico.

4.6 Estudio in vitro de la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis L. “Romero”, Allium sativum

“ajo” y Acido Lactico.

Los ensayos microbioldgicos se realizaron en placas petriflm 3M para
Mesofilos Aerobios Totales, Escherichia coli y Coliformes totales. Sin
embargo, para los ensayos microbiologicos de Staphylococcus aureus se
utilizé el medio agar Baird-Parker marca Merck. Para las placas Petrifilm
3My placas Petri, se sembraron las muestras provenientes de las bolsas
con las diferentes concentraciones de los tratamientos individual y
combinado de aceite esencial y acido lactico: 0.3%, 0,5%, 0.7% y 1.0% .

Se realizaron cinco repeticiones por cada tratamiento individual y
combinado de cada concentracibn de los aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis L. “Romero”, Allium sativum “ajo” y &cido lactico

MAs sus respectivos controles.

4.7 Recuento de Microorganismos.
El recuento de microorganismos se basd en la metodologia de los

siguientes instructivos:

eRecuento de Microorganismos Aerobios Mesofilos Mediante Técnica
Petrifilm AOAC Official Method 990.12
a. Preparar muestra
v Asépticamente se pesd a lo menos (manteniendo relacion 1:10
con el diluyente) 10 = 0.1 g de muestra representativa dentro de

una bolsa estéril de polipropileno.
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v’ Se agregd 90 mL de diluyente. Esta dilucién es denominada 10,

v" Se homogenizo la muestra por 1 minuto a velocidad media.

v Luego se depositdé 1 mL de esta dilucién de acuerdo a lo descrito
en el protocolo de trabajo.

v Se tomé 1 mL de la dilucion y se depositd en un tubo que
contenga 9 mL de diluyente Butterfield 's Tamponado. Esta
dilucion es denominada 102. Con estas dos diluciones se

continda con el protocolo de trabajo.

. Protocolo de Trabajo

v’ Se rotuld las placas Petrifilm con la identificacion de las muestras
y dilucién correspondiente.

v Se colocé la placa Petrifilm recuento de microorganismos
Aerobios Mesofilos en una superficie plana.

v Se levant6 el Film superior e inocular 1 mL de la dilucién decimal
apropiada en el centro del film interior.

v' Se baj6 cuidadosamente el film superior encima de la muestra,
evitando la formacién de burbujas de aire.

v Se coloco el aplicador con la cara lisa hacia arriba en el centro de
la placa.

v Se presiond ligeramente el centro del aplicador para distribuir la
muestra uniformemente. Distribuir el inoculo por toda el area de
crecimiento del Petrifilm antes de que se forme el gel. No deslizar
el aplicador por el film.

v' Se sacO el aplicador y esperar al menos un minuto para permitir
que solidifique el gel.

v Por cada dilucién existente se sembré en una o dos placas.

v' Se incubaron las placas en posicion horizontal, cara arriba, en
pilas de hasta 20 placas. La incubadora debe estar humidificada.

v' Se incubaron las placas Petrifilm recuento de Microorganismos
Aerobios Mesofilos por 48 + 3 horas a 35°C + 1°C.
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c. Caélculo y expresion de los resultados
v’ Se contabilizo todas las colonias rojas de borde regular,
independiente del tamafio o intensidad en el color.
v Cuando toda el &rea de crecimiento se volvia rosada o roja, era
indicador de altas cargas bacterianas.

eRecuento de Coliformes y E. coli Mediante la Técnica Petrifilm AOAC
Official Method 991.14 0 998.08
a. Preparar de muestra

v Asépticamente se pesé a lo menos (manteniendo relacién 1:10
con la soluciéon APT) 10 £ 0.1 g de muestra representativa dentro
de una bolsa estéril de polipropileno.

v' Se agreg6 90 mL de APT para tener una relacién de 1:10. Esta
dilucién es denominada 10

v" Luego se deposité 1 mL de esta dilucion de acuerdo a lo descrito
en protocolo de trabajo.

v" Se homogeniz6 la muestra por 1 minuto a velocidad media.

v Luego se depositdé 1 mL de esta dilucion de acuerdo a lo descrito
en el protocolo de trabajo.

b. Protocolo de Trabajo

v Se coloco la placa Petrifilm para Recuento de E.coli y Coliformes,
en una superficie palana.

v Se levanto el film superior sobre la muestra evitando que se forme
burbujas de aire.

v Se coloco el aplicador con la cara lisa hacia abajo en el centro de
la placa.

v Se presiond ligeramente el centro del aplicador para distribuir la
muestra uniformemente. Se distribuyo el inoculo por toda el area
de crecimiento del Petrifilm antes de que se forme el gel. No
deslizar el aplicador por el film.

v’ Sacar el aplicador y dejar la placa en reposo durante al menos un
minuto para que el gel solidifique.

v Por cada dilucion existente se sembroé de una o dos placas.



v Se incubaron las placas en posicién horizontal, cara arriba, en
pilas de hasta 20 placas.
c. Calculo y Expresion de los Resultados
v' Para la obtencion del recuento de E. coli confirmados, se deben
enumerar las colonias azul a rojo-azuladas asoiadas al gas
atrapado, independientemente del tamafio o intensidad de color.
v’ Las colonias rojas y asociadas a burbujas de gas correspondieron

a Coliformes.

e Técnica de diseminacién en superficie de Agar para el recuento de

Staphylococcus aureus

a. Preparar de muestra

v Se prepar6 una dilucién de la muestra de carcasa de cuy. Se pesé
la muestra (dentro de una bolsa de polipropileno estéril).

v Se adicion6 el diluyente tampén Butterfield (tampdn IDF fosfato,
0.0425 g/L de KH2PO4 y con pH ajustado a 7.2).

v" Se homogeniz6 la muestra por 1 minuto a velocidad media.

v De cada dilucion transfiri6 1 mL de suspension a tres placas de
agar Baird Parker distribuyendo 1 mL equitativamente en las tres
placas (0,3, 0,3y 0,4 mL).

v Se extendié el indculo mediante rastrillo estéril, hasta que la
superficie estuviera seca. Retener las placas en posicion no
invertida hasta que el indculo se absorba (aprox. 10 minutos).

v Si el inéculo no estaba completamente absorbido, se dejaron las
placas sin invertir en la incubadora por 1 hora. Se incubaron las

placas invertidas a 35 © C durante 45-48 horas.

4.8 Disefio Experimental de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis L. “Romero”, Allium sativum
“ajo” y Acido Léactico.

La accion de los tratamientos individuales y combinados de los aceites

esenciales comerciales frente al crecimiento de las bacterias consistié en
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un Disefio Experimental al azar con cinco tratamientos y cinco

repeticiones, los mismos que fueron realizados de la siguiente manera:

» La primera etapa evalué la accion de aceite esencial de romero
(Rosmarinus officinalis L.) en diversas concentraciones frente a la
reduccion del numero bacteriano de Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Coliformes Totales y Mesdfilos Aerobios totales en diferentes

frecuencias de tiempo y a una temperatura de refrigeracion de 5°C.

Tiempo Concentraciones de aceite esencial de romero (Rosmarinus Control
(horas) officinalis L.)
0.3% 0.5% 0.7% 1% 0%

0 1/4 de 1/4 de 1/4 de 1/4 de 1/4 de
carcasa de carcasa de carcasa de carcasa de carcasa de

24 cuy. cuy. cuy. cuy. cuy.

5 5 5 5 5
48 repeticiones | repeticiones repeticiones repeticiones repeticiones

por por por por por
tratamiento. | tratamiento. | tratamiento. tratamiento. tratamiento.
Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL:
Staphylococc | Staphylococc | Staphylococcu | Staphylococcu | Staphylococcu
us aureus. us aureus. s aureus. s aureus. s aureus.

72 Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia
coli. coli. coli. coli. coli.
Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes
Totales. Totales. Totales. Totales. Totales.
Mesofilos Mesdfilos Mesofilos Mesdfilos Mesdfilos
Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios
Totales. Totales. Totales. Totales. Totales.

26



» Lasegunda etapa evalué la accién de Aceite Esencial el aceite esencial

de ajo (Allium sativum) en diversas concentraciones frente a la reduccion

del numero bacteriano de Staphylococcus aureus, E. coli, Coliformes

Totales y Mesdbfilos Aerobios totales en diferentes frecuencias de tiempo

y a una temperatura de refrigeracion de 5°C.

Tiempo Concentraciones de aceite esencial de ajo (Allium sativum) Control
(horas) 0.3% 0.5% 0.7% 1% 0%
0 1/4 de carcasa | 1/4 de carcasa | 1/4 de carcasa | 1/4 de carcasa | 1/4 de carcasa
de cuy. de cuy. de cuy. de cuy. de cuy.
24 5 repeticiones | 5 repeticiones | 5 repeticiones | 5 repeticiones | 5 repeticiones
por por por por por
48 tratamiento. tratamiento. tratamiento. tratamiento. tratamiento.
Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL:
Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus
aureus. aureus. aureus. aureus. aureus.
Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia
12 coli. coli. coli. coli. coli.
Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes
Totales. Totales. Totales. Totales. Totales.
Mesdfilos Mesdfilos Mesdfilos Mesdfilos Mesdfilos
Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios
Totales. Totales.. Totales. Totales. Totales.
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» La tercera etapa evalu6 la accion del acido lactico en diversas

concentraciones frente a

la reduccién del

ndmero bacteriano de

Staphylococcus aureus, E. coli, Coliformes Totales y Meséfilos Aerobios

totales en diferentes frecuencias de tiempo y a una temperatura de

refrigeracion de 5°C.

Control
Tiempo Concentraciones de acido lactico
(horas) 0.3% 0.5% 0.7% 1% 0%
. 1/4 decarcasa | 1/4 decarcasa | 1/4 decarcasa | 1/4 de carcasa | 1/4 de carcasa
de cuy. de cuy. de cuy. de cuy. de cuy.
24 5 repeticiones | 5 repeticiones | 5 repeticiones | 5 repeticiones | 5 repeticiones
por por por por por
48 tratamiento. tratamiento. tratamiento. tratamiento. tratamiento.
Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL:
Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus
aureus. aureus. aureus. aureus. aureus.
Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia
e coli. coli. coli. coli. coli.
Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes
Totales. Totales. Totales. Totales. Totales.
Mesdfilos Mesofilos Mesdfilos Mesdfilos Mesdfilos
Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios
Totales. Totales. Totales. Totales. Totales.
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» La cuarta etapa evalué la accion combinada que ejerce el aceite

esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.), ajo (Allium sativum) vy

acido lactico en diversas concentraciones frente a la reduccion del

namero bacteriano de Staphylococcus aureus, E. coli, Coliformes

Totales y Mesdbfilos Aerobios totales en diferentes frecuencias de tiempo

y a una temperatura de refrigeracion de 5°C.

Tiempo Concentraciones de aceite esencial de romero (Rosmarinus Control
(horas) officinalis L.), ajo (Allium sativum) y acido lactico.
0.3% 0.5% 0.7% 1% 0%
. 1/4 de carcasa | 1/4 decarcasa | 1/4 decarcasa | 1/4 de carcasa | 1/4 de carcasa
de cuy. de cuy. de cuy. de cuy. de cuy.
24 5 repeticiones | 5 repeticiones | 5repeticiones | 5 repeticiones | 5 repeticiones
por por por por por
48 tratamiento. tratamiento. tratamiento. tratamiento. tratamiento.
Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano bacteriano
UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL: UFC/mL:
Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus
aureus. aureus. aureus. aureus. aureus.
Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia Escherichia
12 coli. coli. coli. coli. coli.
Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes
Totales. Totales. Totales. Totales. Totales.
Mesofilos Mesdfilos Mesofilos Mesdfilos Mesdfilos
Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios
Totales.. Totales. Totales. Totales. Totales.
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Los factores experimentales son:
Variables Independientes

e Concentracion de aceite esencial de Rosmarinus officinalis
L. “romero”

e Concentracion de aceite esencial de Allium sativum “ajo”

e Concentracion de acido lactico

e Concentracibn combinada de aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis “romero”, Allium sativum “a@jo” y
acido lactico.

e Tiempo

Variables dependientes
e Recuento de bacterias Mesofilos Aerobios Totales
e Recuento de bacterias Coliformes Totales
e Recuento de Escherichia coli

e Recuento de Staphylococcus aureus

4.9 Analisis estadisticos e Interpretacion de datos

A partir de los datos recopilados, se procedié a construir una base de datos que

fue procesada con el soporte del paquete estadistico SPSS 22.0.

Para analizar los datos se procedié con un analisis descriptivo calculando e
interpretando las medias y desviacion estandar que muestren el
comportamiento de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de
romero y de ajo; como del acido lactico sobre  Mesobfilos aerobios,
Staphylococcus aureus, Coliformes totales y Escherichia coli tanto de forma
individual como combinada, en sus cuatro niveles de concentracion (0,3%,
0,5%, 0,7% y 1%). Los valores obtenidos fueron comparados con los valores
de los controles (0%), asimismo describié el comportamiento de la actividad
durante los tres primeros dias (tiempo 0 y tres periodos de tiempo de
exposicion: 24 h, 48 h 'y 72 h). Para ello se considera importante el uso de
graficos de lineas multiples que complementan los estadisticos descriptivos

para una adecuada interpretacion de los resultados.
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V. RESULTADOS

Segun el Anédlisis descriptivo

5.1 Sobre la actividad antibacteriana del

(Rosmarinus officinalis L.)

Aerobios mesofilos

0h ‘ 24 h ‘ 48 h ‘ 72h

Control

PROMEDIO * DE

3.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

aceite

1.8+0.25

esencial

de romero

S. aureus

24 h

48 h

PROMEDIO * DE

3+0.03

3.2+0.00

3.2+0.00

0,3% 3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 1.4+0.19| 2.7+0.10| 3.2+0.00| 3.2+0.00
0,5% 3.2+0.00| 3.2#0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 1.0+0.63| 2.7+0.05| 3.2+0.00| 3.2%0.00
0,7% 3.1+0.06 | 3.2#0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 0.8+0.45| 2.2+0.44| 3.2+0.00| 3.2%0.00

1,0%

3.2+0.00

3.2+0.00

Coliformes totales

24 h ‘ 48 h ‘

PROMEDIO * DE

3.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

0.1+0.16

2+0.10

1.310.26

24 h

2.9+0.05

48 h

PROMEDIO * DE

2.3+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

3.210.00

2.7+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

1.7+0.10

1.4+0.10

3.2+0.00

3.2+0.00

2.6+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

1.6+0.10

1.2+0.10

3.2+0.00

3.2+0.00

2.4+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

0.1+0.10

1.2+0.10

3.2+0.00

3.2+0.00

2.1+0.00

2.6+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

0+0.00

1.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00

Tabla N°1: Los datos estadisticos descriptivos asociados a la actividad bacteriana del

aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.) sobre la concentracién microbiana

(en log UFC/mL) de Mesoéfilos aerobios Totales, Staphylococcus aureus, Coliformes
totales y Escherichia coli a concentraciones de 0,3; 0,5; 0,7y 1%y un control.
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eEn Mesofilos aerobios totales, se observO que las cuatro
concentraciones tienen una carga bacteriana igual o mayor al control
de 3.2 log UFC/mL en todos los recuentos. Excepto en la concentracion
de 1% a las 0 Horas, donde se obtuvo una carga bacteriana de 2.9 log
UFC/mL (Ver Grafico N°1).

Media Log_Recuento

Conservante: AE Romero, Bacteria: A. mesdfilos
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n — Cantrol
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Grafico N°1: Actividad antibacteriana del aceite esencial de romero (Origanum vulgare) a

Cco

ncentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1%y un control sobre Meso6filos aerobios totales.
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En Staphylococcus aureus, se observd que el promedio de carga
bacteriana durante las primeras 24 horas fueron menores a los
valores del control. Siendo la concentracion de 1% la que inhibi6 el
crecimiento de la carga microbiana significativamente a las 0 horas
(0.1 log UFC/mL). A partir de las 24 horas en adelante, todas las
concentraciones presentan un crecimiento bacteriano que llega a 3.2

log UFC/mL, siendo igual o mayor que el control (Ver Gréafico N°2).
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Grafico N°2: Actividad antibacteriana del aceite esencial de romero (Origanum

vulgare) a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% y un control sobre
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En Coliformes totales, se observo durante el recuento de las 0 horas
valores menores a 2.9 log UFC/mL (control) en las cuatro
concentraciones de aceite esencia de romero. Sin embargo, a partir
de las 24 horas todas las concentraciones tienen cargas bacterianas

igual o mayor al control que es de 3.2 log UFC/mL (Ver Grafico N°3).
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Grafico N°3: Actividad antibacteriana del aceite esencial de romero (Origanum vulgare) a

concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1% y un control sobre Coliformes totales.
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e En Escherichia coli, el recuento a 0 horas presenta una carga
bacteriana de 0.1 log UFC/mL y O log UFC/mL en las
concentraciones de 0.7% y 1%, respectivamente. Posteriormente, en
los recuentos de 48 y 72 horas la carga bacteriana llega a ser igual o

mayor que el control 3.2 log UFC/mL (Ver Grafico N°4).
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Grafico N°4: Actividad antibacteriana del aceite esencial de romero
(Origanum vulgare) a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% y un control sobre

y Escherichia coli.




Segun la Tabla 1 y los Graficos N°1, N°2, N°3 y N°4; el efecto
inhibitorio del aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.)
sobre el crecimiento de Mesofilos aerobios totales, Coliformes
totales, Escherichia coli y Staphylococcus aureus en este estudio ha
sido mayor que el de los controles, sin embargo este aceite esencial
durante las 72 horas no pudo detener el aumento de la concentraciéon

microbiana.

5.2 Sobre la actividad antibacteriana del aceite esencial de ajo (Allium

sativum)

Control

0,3%

0,5%

0,7%

1,0%

Control

0,3%

0,5%

0,7%

11,0%

Aerobios mesoéfilos S. aureus

24 h 48 h 24 h 48 h

PROMEDIO * DE PROMEDIO * DE

3.2+0.00

3.2+0.00

3.2+0.00| 1.5%+0.10

3+0.02 | 3.2+0.00

3.2+0.00

3+0.03 | 3.2+0.00| 3.2+0.00 | 3.2+0.00 0+£0.00 2+0.10| 3.2+0.00| 3.2+0.00

3+0.02 | 3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 0.1+0.21| 1.9+0.06 | 3.2+0.00| 3.2+0.00

2.7+0.09| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 0.1+0.13| 1.7+0.30| 2.9+0.08| 3.2+0.00

3.2+0.00

3.2#0.00| 3.2+0.00 0+£0.00 | 1.4+0.28 | 2.9+0.04| 3.2+0.00

Coliformes totales
24h ‘ 48 h ‘ 72 h 24 h 48 h

PROMEDIO * DE PROMEDIO * DE

3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 2.1+0.04 | 2.4+0.04 | 3.2+0.00| 3.2+0.00

2.5+0.03| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 1.7+0.08 | 1.3+0.16| 3.2+0.00| 3.2+0.00

2.4+0.04| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 1.6+0.08 | 1.3+0.11| 3.2+0.00| 3.2+0.00

2.2+0.04 | 3.2+0.00| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 1.5+0.12| 1.2+0.09| 3.2+0.00| 3.2+0.00

2.2+0.17| 2.7+0.02 | 3.2+0.00| 3.2+0.00| 1.4+0.09| 1.2+0.07 | 3.2+0.00| 3.2+0.00

Tabla N°2: Datos estadisticos descriptivos asociados a la actividad bacteriana del aceite
esencial de ajo (Allium sativum) sobre la concentracion microbiana (en UFC/mL de
Meséfilos aerobios totales, Staphylococcus aureus, Coliformes totales y Escherichia coli

a concentraciones de 0,3; 0,5; 0,7y 1%y un control.
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En Mesdfilos aerobios totales, se observdO que las cuatro
concentraciones tienen una carga bacteriana igual o mayor al control
de 3.2 log UFC/mL en todos los recuentos. Excepto en la
concentracion de 0.7% y 1% a las 0 Horas, donde se obtuvo una
carga bacteriana de 2.7 y 2.6 log UFC/mL (Ver Grafico N°5).
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Grafico N°5: Actividad antibacteriana del aceite esencial de ajo (Allium
sativum) a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% y un control sobre Mesoéfilos

aerobios totales.
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En Staphylococcus aureus, se observé que en el recuento a la 0
horas la carga microbiana fue de 0.1 log UFC/mL en las
concentraciones de 05% y 0.7% y O log UFC/mL en las
concentraciones de 0.3% y 1%. Posteriormente, la carga microbiana
crece a las 24 horas y 48 horas significativamente en todas las
concentraciones. Sin embargo, a las 72 horas la carga microbiana es
igual o mayor que el control 3.2 log UFC/mL. (Ver Grafico N°6).

Media Log_Recuento

Conservante: AE Ajo, Bacteria: S. aureus

4,007

3,007

2,00+

1,00

Tratamiento

— Control
0,3%
05%

— 0 7%
1,0%

0,00

I T ] I
Oh 24 h 43 h 72h

Tiempo

Grafico N°6: Actividad antibacteriana del aceite esencial de ajo (Allium
sativum) a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7 y 1% y un control sobre

Staphylococcus aureus
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e En Coliformes totales, se observé durante el recuento a la 0 horas
valores menores a 2.8 log UFC/mL (control) en las cuatro
concentraciones de aceite esencia de romero. Sin embargo, a partir
de las 24 horas en adelante, todas las concentraciones tienen
valores igual o mayor al control que es de 3.2 log UFC/mL, excepto la
concentracion de 1 % a las 24 horas que presenta una carga
bacteriana de 2.7 log UFC/mL (Ver Grafico N°7).
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Gréfico N°7: Actividad antibacteriana del aceite esencial de ajo (Allium sativum) a

concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1% y un control sobre Coliformes totales.
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En Escherichia coli, se observo durante el recuento a 0 horas y 24
horas cargas microbianas menores a 2.1 log UFC/mL y 2.4 log
UFC/ml respectivamente, en todas las concentraciones de aceite
esencial de ajo. Posteriormente, en los recuentos de 48 y 72 horas la

carga bacteriana llega a ser igual o mayor que el control 3.2 log

UFC/mL (Ver Grafico N°8).
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Grafico N°8: Actividad antibacteriana del aceite esencial de ajo (Allium

sativum) a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1% y un control sobre

Esherishia coli.
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e Segun la Tabla 2 y los Graficos N°5, N°6, N°7 y N°8; el efecto
inhibitorio del aceite esencial de ajo (Allium sativum) sobre el
crecimiento de Mesofilos aerobios totales, Coliformes totales,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus en este estudio ha sido
mayor que el de los controles, sin embargo este aceite esencial
durante las 72 horas no pudo detener el aumento de la concentracién

microbiana.

5.3 Sobre la actividad antibacteriana del acido lactico.

Aerobios mesoéfilos S. aureus

oh ‘ 24 h ‘ 48 h ‘ 72 h oh ‘ 24 h ‘ 48 h

PROMEDIO * DE PROMEDIO * DE

Control .220. 3.2+0.00| 3.2+0.00 | 3.2+0.00| 1.5+0.12 3+0.01 | 3.2+0.00| 3.2+0.00

0,3% 2.6%0.13| 2.7+0.08 | 3.2+0.00| 3.2+0.00| 0£0.00| 0.1+0.16 | 3.1+0.04 | 3.2+0.00

0,5% 1.3+0.20| 2+0.09| 3.2+0.00| 3.2+0.00| 0£0.00| 0.6%£0.40 | 2.5+0.24 | 2.7+0.07

0,7% 0+0.00 | 0.4+0.30| 2.8+0.10| 0.5+0.39| 0+0.00| 040.00| 1.4+0.23| 2.3%£0.05

1,0% . 0+0.00| 0+0.00| 0+0.00| 0#0.00| 0+0.00| 0+0.00| 0+0.00

Coliformes totales E. coli
24 h ‘ 48 h ‘ 72h Oh ‘ 24 h ‘ 48 h

PROMEDIO * DE PROMEDIO = DE

Control .9+0. 3.2+0.00

3.240.00| 3.2+#0.00| 2.1+0.10 | 2.4+0.04 | 3.2+0.00| 3.2+0.00

0,3% 1+0.14| 2.7#0.02 | 3.2+0.00 | 3.2+0.00| 0+0.00| 0+0.00| 0.1+0.13| 1.2+0.09

0,5% 0.7+0.13| 2.7+0.04 | 3.2+0.00| 3.2+0.00| 0+0.00| 0+0.00| 0£0.00| 0.1+0.13

0,7% 0.4+0.25| 1.3+0.07 | 3.2+0.00| 3.2+0.00| 0+0.00| 0+0.00| 0%£0.00| 0£0.00

1,0% 0.1+0.21| 0.1+0.21| 0.3+0.38 | 0.3+0.29| 0#0.00| 0+0.00| 0+0.00| 0+0.00

Tabla N°3: Datos estadisticos descriptivos asociados a la actividad bacteriana del acido
lactico sobre la concentracion microbiana (en UFC/mL) Meséfilos aerobios totales,
Staphylococcus aureus, coliformes totales y Escherichia coli a concentraciones de 0,3;
0,5; 0,7y 1%y un control.



e En Mesdfilos areobios totales, se observd que el acido lactico en

concentracion de 0,3% y 0,5% no redujo la carga bacteriana, pero
que a concentraciones de 0,7% crecio las primeras 48 h y luego se
redujo a las 72 h, mientras que al 1% la dosis fue letal durante las
72 h (Ver Grafico N°9).
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Grafico N°9: Actividad antibacteriana individual del acido lactico a

concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1% y un control sobre Mesd6filos aerobios

totales.
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e En Staphylococcus aureus, se observé que en el recuento de O
horas el acido lactico inhibi6 el crecimiento de la carga bacteriana
en todas las concentraciones. Posteriormente, en los siguientes
recuentos bacterianos se observé que en las concentracion de
0,3%, 0,5% y 0,7% no redujo la carga bacteriana, mas bien esta
fue aumentando durante las 72 h, sin embargo a concentraciones
del 1% el acido lactico tuvo una accion bactericida durante las 72 h
(Ver Grafico N°10).
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Gréafico N°10: Actividad antibacteriana individual del acido lactico a
concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1%y un control sobre Staphylococcus

aureus.
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e En Coliformes totales, se observd que el acido lactico en
concentracion de 0,3%, 0,5% y 0,7% el aceite no redujo la carga
bacteriana, més bien esta fue aumentando durante las 72 h, pero
gue con una concentracion del 1% el acido lactico tuvo una accién
bactericida durante las 72 h (Ver Grafico N°11).
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Gréafico N°11: Actividad antibacteriana individual del acido lactico a

concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1% y un control sobre Coliformes totales.
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En Escherichia coli, se observd que el acido lactico en
concentracion de 0,3% inhibi6 el crecimiento de la carga bacteria
hasta las 48 horas, a las 72 horas el valor de la carga bacteriana es
de 1.2 log UFC/mL. Sin embargo, el acido lactico con una dosis del
0.5%, 0.7% y 1% el acido lactico tuvo una accion bactericida
durante las 72 h (Ver Grafico N°12).
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Gréafico N°12: Actividad antibacteriana individual del &cido lactico a

concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1%y un control sobre Escherichia coli.

Segun la Tabla 3 y los Graficos N°9, N°10, N°11 y N°12; el efecto
inhibitorio del &cido lactico sobre el crecimiento de Mesodfilos
aerobios totales, Staphylococcus aureus, coliformes totales y

Escherichia coli en estudio ha sido mayor que el del control, y con
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un dosis del 1% el aceite lactico ha tuvo un actividad bactericida,

no presentandose crecimiento bacteriano durante las 72 horas.

5.4 Sobre la actividad antibacteriana del combinado de los aceites
esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L.) y de ajo (Allium
sativum) y acido lactico.

Aerobios mesoéfilos S. aureus

0h ‘ 24 h 48 h 72 h 0h 24 h 48 h 72 h
PROMEDIO * DE PROMEDIO * DE

Control 3.2+0.00 | 3.2+0.00 | 3.2+0.00 | 3.2+0.00 | 1.6+0.13| 3+0.02| 3.2+0.00 | 3.2+0.00

0,3% 1.5+0.15| 2.7£0.05 | 3.2+0.00 | 2.2+0.04| 0%0.00| 0.3+0.20| 2.2+0.04 | 2.3+0.03

0,5% 0+0.00 | 0.1+0.16 | 2.2+0.06 | 1.3+0.12| 0+0.00| 0.4£0.38 | 0.5+0.36 | 1.6+0.08

0,7% 0+0.00| 0.1+0.13 | 2.1+0.03| 0£0.00| 0£0.00| 04£0.00| 040.00| 0.7£0.13

1,0% 0+0.00

0+0.00 | 1.9+0.42| 0+0.00| 0+0.00| 0+0.00| 0£0.00( 0%0.00

Coliformes totales
0h ‘ 24 h 24 h 48 h

PROMEDIO * DE PROMEDIO * DE

Control  [PXTNIN

3.2+0.00 |2.1+0.02 |2.4£0.03 |3.2+0.00 | 3.2+0.00

3.2+0.00 |3.2+0.00

0,3% 0.7+0.16 |1.8+0.05 |3.2+0.00 |3.2+0.00 |0+0.00 |0+0.00 |0+0.00 |1.1+0.12

0,5% 0.3+0.41 |0.1+0.13 |1.3+0.20 |1.6+0.18 | 0+0.00 |0+0.00 |0+0.00 |0+£0.00

0,7% 0+0.00 0.3+0.35 |1.1+0.14 |1.3+0.13 |0+0.00 |0+£0.00 |0+0.00 |0+0.00

1,0% 0+0.00 0.3+0.36 | 0.2+0.25 | 0.240.22 |0+0.00 |0+£0.00 |0+0.00 |0+0.00

Tabla N°4: Datos estadisticos descriptivos asociados a la actividad bacteriana del
combinado de los aceites esenciales de romero (Rosmarinus officinalis L.) y de ajo
(Allium sativum) y acido lactico sobre la concentraciéon microbiana (en UFC/mL) de
Mesofilos aerobios totales, Staphylococcus aureus, Coliformes totales y Escherichia coli
a concentraciones de 0,3; 0,5; 0,7y 1%y un control.
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¢ En Mesofilos aerobios totales, se observé que las placas de 0,3%
no redujo la carga bacteriana, en cambio con las otras
concentraciones crecio las primeras 48 h y luego se redujo a las 72
h (Ver Grafico N°13).
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Grafico 13: Actividad antibacteriana del combinado de los aceites esenciales de

romero (Rosmarinus officinalis L.) y de ajo (Allium sativum) y acido lactico a

concentraciones de 0.3, 0.5,0.7y 1%y un control sobre mesoéfilos aerobios.
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e En Staphylococcus aureus, se observd que el tratamiento
combinado de aceites y acido lactico en concentraciones de 0,3%,
0,5% y 0,7% no redujo la carga bacteriana, mas bien esta fue
aumentando llegando a valores picos de 2.3 log UFC/ml; 1.6
UFC/ml y 0.7 UFC/ml, respectivamente durante las 72 h, pero en
dosis del 1% el tratamiento combinado fue letal durante las 72 h
(Ver Grafico N°14).
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Grafico 14: Actividad antibacteriana del combinado de los aceites esenciales de romero
(Rosmarinus officinalis L.) y de ajo (Allium sativum) y 4cido lactico a concentraciones de

0.3,0.5,0.7y 1% y un control sobre Staphylococcus aureus.




¢ En Coliformes totales, se observo que los tratamientos combinados

de aceites y acido lactico en concentraciones de 0,3%, 0,5% vy
0,7% tuvo una accion bacterioestatica, no redujo la carga
bacteriana, mas bien esta fue aumentando durante las 72 h,
llegando a valores picos de 3.2 log UFC/mL; 1.6 UFC/mL y 1.3
UFC/mL respectivamente, pero que con una dosis del 1% del
tratamiento combinado tuvo una accion bactericida durante las 72 h
(Ver Grafico N°15).

Media Log_Recuento

Conservante: Comhinado, Bacteria: Coliformes Tot

4,007

3,00

2,00+

1,00

Tratamiento

— Control
0,3%
05%

—07%
1,0%

0,00

Tiempo

Gréafico 15: Actividad antibacteriana del combinado de los aceites esenciales
de romero (Rosmarinus officinalis L.) y de ajo (Allium sativum) y acido lactico

a concentraciones de 0.3, 0.5, 0.7y 1% y un control sobre Coliformes totales.
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e En Escherichia coli, se observo que el tratamiento combinado de

aceites y acido lactico en concentracion de 0,3%, no redujo la
carga bacteriana, mas bien esta fue aumentando durante las 72 h,
llegando a valores picos de 1.1 log UFC/mL pero que con las dosis
de 0.5%,0.7% y 1% el tratamiento combinado tuvo una accién
bactericida durante las 72 h (Ver N° Gréaficol6).
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Grafico 16: Actividad antibacteriana del combinado de los aceites esenciales de romero

(Rosmarinus officinalis L.) y de ajo (Allium sativum) y acido lactico a concentraciones de 0.3, 0.5,

0.7 y 1% y un control sobre Escherichia coli.
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e Segun la Tabla N°4 y el Graficos N°4, el efecto antibacteriano del
tratamiento combinado de aceites esenciales de romero y de ajo y
acido lactico de sobre el crecimiento de Mesofilos aerobios totales,
Coliformes totales, Escherichia coli y Staphylococcus aureus en
estudio ha sido mayor que el del control, y con un dosis del 1% el

combinado ha sido letal durante las 72 horas.
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VI. DISCUSION

El estudio mostro que el aceite esenciales de Romero (Rosmarinus officinalis)
no presenta actividad antibacteriana frente a Mesofilos aerobios,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Coliformes totales; en las
concentraciones evaluadas. Esto podria apoyarse en estudios previos, donde
se cuestiona la eficacia de los extractos de romero sobre patégenos de
alimentos, asi, mientras algunos investigadores opinan que los extractos de
romero poseen una baja actividad frente a bacterias como E. coli, S. aureus o
M. cattarhalis (Celiktas et al., 2007; Rasheed y Thajuddin, 2011), otro grupo de
autores atribuyen la actividad antioxidante y antimicrobiana a la actividad
sinérgica entre los componentes del aceite esencial (Wu et al., 2011). Otros
afrman que elevadas concentraciones de los componentes principales
purificados son mas activos que las mezcla de componentes presentes en el
aceite (Bernardes et al. 2010 (a); Klancnik et al., 2010).

Cineol, alcanfor y verbenona son los principales componentes fendlicos
mayoritarios del aceite esencial de romero. Zaouali et al., (2010) describieron la
existencia de variaciones en la actividad antibacteriana de romero procedente
de Tunez (R. officinalis var. typicus y var Troglodytorum) que dependen de la
variacion cuantitativa de los componentes de aceite esencial, es por ello que
algunos autores han correlacionado determinados quimiotipos de aceites
esencial de romero y su baja actividad antibacteriana. Los factores principales
influyentes asociados a esta variacion en la actividad se atribuyen
principalmente al lugar de origen (Jamshidi et al., 2009), fecha de siega
(Celiktas et al., 2007), estado fenolégico de la planta (Singh y Guleria et al.,
2013) método de extraccién (Okoh et al., 2010; Ivanovic et al., 2012; Rogriguez
— Rojo et al., 2012; Visentin et al., 2012) y fase de desarrollo de la planta
(Zaouali et al., 2013).

Por otro lado, se mostré6 que el aceite esenciales de Ajo (Allium sativum)
tampoco presenta actividad antibacteriana frente a Mesofilos aerobios,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Coliformes totales; en las
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concentraciones evaluadas. La baja actividad antibacteriana del ajo se puede
apoyar por el trabajo de Benkeblia et al., (2004) donde mostro algunas
bacterias como el S. aureus son menos sensibles a la actividad inhibidora del
aceite esencial de cebolla y ajo. Sin embargo, otras son mas sensibles como S.
enteritidis en las mismas concentraciones evaluadas (Benkeblia et al., 2004).
Asi mismo, Kyung Kim, Park y Kim (2002) reportaron que la alicina de extracto
de ajo mostro una fuerte actividad antibacteriana contra S. aureus en 1.5% de
concentracion. Segun estos autores, la alta actividad antibacteriana se debe al
calentamiento del extracto de ajo a 121°C durante 40 min.

Los Alliums contienen sulfoxidos y numerosos compuestos fendlicos de gran
interés (Rivlin, 2001; Griffiths, Trueman, Crowther, Thomas y Smith, 2002).
Siendo los componente mayoritarios la alicina, alipropil disulfito y citral. La
alicina ha sido reportada por presentar una fuerte actividad antibacteriana
contra una gran variedad de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas
(Whitemore y Naidu, 2000). Han, Lawson, Han y Han (1995) informaron que la
actividad antibidtica de 1mg de alicina ((+) -S-metil-L-cisteina sulfoxido)
equivale a 15 ul de penicilina. Por lo tanto, la eficacia de la actividad
antibacteriana del aceite esencial de ajo (al igual que el romero) esta
relacionada con los quimiotipos dominantes del ajo utilizado (Benkeblia et al.,
2004).

Es conocido el uso de acido lactico en la industria alimentaria como uno de los
conservantes mas usados Lopez, L., et al 2002. Por lo que se evalud su accion
antibaceriana frente a Mesofilos aerobios, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y Coliformes totales; esto nos permiti6 comparar la eficacia de los aceites
esenciales de romero y ajo; y como estas pueden ser potenciadas con la
adicion del acido lactico. Por lo que se evidencio que el acido lactico a
concentracion del 1% presenta actividad antibacteriana frente a Mesofilos
aerobios, S. aureus y E. coli. Sin embargo, a la misma concentracion solo
presenta accién bacteriostatica frente a Coliformes totales. La actividad
antibacteriana a concentracién 1% es apoyada por el estudio de Ozdemir, H.,

et al 2006, reportaron que el acido lactico a 1 y al 2% fue efectivo para la
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reduccion de L. monocytogenes y Salmonella typhymurium en carne
contaminada. Mientras, que escaza sensibilidad de los Coliformes totales frente
al acido lactico como antibacteriano coincide con los resultados obtenidos en
el estudio realizado por Lopez, L., et al 2002, quienes evaluaron la eficacia
germinicida (%) in vitro del extracto de toronja (400 ppm) el &cido peracetico
(2000 ppm) y el acido lactico (20000 ppm) a los tiempos recomendados por el
fabricante y otros tiempos adicionales frente a microorganismos de prueba,
como E. coli, S, aureus, E. faecalis, P. auruginosa. Siendo los microorganismos
Gram positivos los que presentaron una mayor sensibilidad a la accion del

acido lactico.

El presente estudio mostro que los aceites esenciales de romero y ajo
combinados con el acido lactico, lograron potenciar la accion antibacteriana
frente a las bacterias seleccionadas en el presente estudio. Se evidencio que la
combinacion de ambos aceites esenciales con el &cido lactico fue letal para
Mesofilos aerobios totales, S. aureus y E. coli a concentraciones de 0.7%, sin
embargo, no tuvo el mismo poder antibacteriano frente a Coliformes totales.
Algunos autores indican que la baja actividad de los aceites esenciales se
puede potenciar con el uso de diferentes compuestos, otros extractos u otros
antioxidantes de origen sintético (Romano et al., 2009; Weerakkody et al.,
2010). Burt (2004) también sugiere que la combinacion de componentes
principales de los aceites esenciales presenta una mayor actividad, ya que

pueden tener un efecto aditivo o sinérgico.

El presente estudio también mostrO que la combinacion de los aceites
esenciales y el acido lactico a concentraciones de 0.7 y 1% tienen una accién
antibacteriana frente Mesofilos aerobios totales, S. aureus y E. coli. Sin
embargo, presentan variaciones en las caracteristicas organolépticas respecto
al color, olor y sabor. A concentraciones de 0.7% las propiedades
organolépticas de la carcasa de cuy eran aceptables manteniendo el color, olor
y textura; mientras que concentraciones de 1% las propiedades organolépticas
eran inaceptables, pues hubo variacion en la textura, olor y color de la carcasa

de cuy. Finalmente, a concentraciones 0.5% tampoco se evidencio cambios en
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las propiedades organolépticas, sin embargo esta concentracibn no posee
accion bactericida. Estudios anteriores son consistentes con los hallazgos
actuales; también han demostrado que las altas concentraciones de aceites
esenciales logran una accion antibacteriana contra patégenos transmitidos por
los alimentos, pero que no pueden ser aplicables a los alimentos debido a las
propiedades organolépticas adversas (Burt, 2004; holley y Patel, 2005). Las
propiedades organolépticas en los otros tratamientos y/o concentraciones no
fueron evaluados, ya que los resultados mostraron que no poseian una
actividad actibacteriana contra Mesofilos aerobios totales, S. aureus, E. coliy

Coliformes totales.
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VIl. CONCLUSIONES

» Se determiné que el tratamiento individual con aceite esencial de
Rosmarinus officinalis “romero” y Allium sativa “ajo" no tienen actividad
bactericida frente a Mesofilos aerobios totales, S. aureus, E. coli y
Coliformes totales presentes en la carcasa de cuy. Ademds, se
determind que el tratamiento individual con acido lactico a
concentraciones de 1% si presenta actividad bactericida frente a
Mesofilos aerobios totales, S. aureus y E. coli presentes en la carcasa
de cuy. Mas no con coliformes totales. Finalmente, se determiné que el
tratamiento combinado de Rosmarinus officinalis “romero" y Allium sativa
“ajo" con acido lactico a concentraciones de 0.7% y 1% si presenta
actividad bactericida frente a Mesofilos aerobios, S. aureus, E. coli
presentes en la carcasa de cuy. Mas no con coliformes totales.

» Se comprobd que el tratamiento individual con aceite esencial de
Rosmarinus officinalis “romero” tuvo una actividad bacteriostatica frente
a Staphylococcus aureus en concentraciones de 1% y frente a
Escherichia coli en concentraciones de 0.7% y 1%, durante las primeras
24 h en ambos casos. Ademas, se comprob6é que el tratamiento
individual con aceite esencial de Allium sativum “ajo” tuvo una actividad
bacterioestatica frente a Staphylococcus aureus en concentraciones de
0.3; 0.5; 0.7 y 1% y frente a Escherichia coli en concentraciones de 0.3;
0.5; 0.7 y 1%, durante las primeras 24 h en ambos casos. Finalmente, se
confirmé que el tratamiento individual con &cido lactico tuvo una
actividad bacterioestatica frente a Mesofilos aerobios totales en
concentraciones de 0.3%; 0.5% y 0.7% durante las primeras 24 horas
para las dos primeras concentraciones y 72 horas, para 0.7%. Mientras
gue en concentraciones de 1% tuvo una accion bactericida.

» Se confirmo que el tratamiento individual con acido lactico tuvo una
actividad bacterioestatica frente a Staphylococcus aureus en
concentraciones de 0.3%; 0.5% y 0.7% durante las primeras 24 h, 48 hy
72 h; respectivamente. Mientras que en concentraciones de 1% tuvo una
accion bactericida. Ademas, se confirmé que el tratamiento individual
con acido lactico tuvo una actividad bacterioestatica frente a Coliformes
totales en concentraciones de 0.3%; 0.5% y 0.7%. durante las primeras
24 horas. Sin embargo, a concentraciones de 1% presento una
actividad bacteriostatica durante las 72 horas. Finalmente, se confirmé
que el tratamiento individual con acido lactico tuvo una actividad
bacterioestatica frente a Escherichia coli en concentraciones de 0.3% y
0.5% durante las 72 h para las dos concentraciones. Mientras que en
concentraciones de 0.7% y 1% tuvo una accion antibacteriana.



» Se comprob6 que el tratamiento combinado de aceites esenciales de

romero y ajo con acido lactico tuvo una actividad bacterioestética frente
a Mesofilos aerobios totales en concentraciones de 0.3% y 0.5% durante
las primeras 24 horas para ambas concentraciones. Mientras que en
concentraciones de 0.7% y 1% tuvo una accién bactericida. Ademas, se
comprob6 que el tratamiento combinado de aceites esenciales de
romero y ajo con acido lactico tuvo una actividad bacterioestatica frente
a Staphylococcus aureus en concentraciones de 0.3%; 0.5% durante las
72 h. Mientras que en concentraciones de 0.7% 1% tuvo una accion
bactericida. Tambien, se comprob6 que el tratamiento combinado de
aceites esenciales de romero y ajo con acido lactico tuvo una actividad
bacterioestatica frente a Coliformes totales en concentraciones de 0.3%;
0.5%; 0.7% y 1% durante las 24 horas para 0.3% y durante las 72 horas
para las tres ultimas concentraciones. Finalmente, se comprobd que el
tratamiento combinado de aceites esenciales de romero y ajo con &cido
lactico tuvo una actividad bacterioestética frente a Escherichia coli en
concentraciones de 0.3% durante las 72 h. Mientras que en
concentraciones de 0.5%; 0.7% y 1% tuvo una accién bactericida.
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VIII.

RECOMENDACIONES

Al momento de la adquisicion de las carcasas de Cavia porcellus, es
necesario verificar que la manipulacion de la muestra no haya pasado
por un proceso de desinfeccion, ya que esto podria afectar
cuantivamente los resultados en el recuento de las bacterias y
confundirse con la ausencia total de la misma en la muestra.

Realizar estudios sobre otros aceites naturales de plantas de la
biodiversidad peruana para tomar como referencia y realizar mayores
contribuciones y dar un mayor valor agregado al producto. Debido a que
es producto de alta demandado en el mercado nacional por su valor
nutricional es necesario que llegue seguro al consumidor, por lo que se
debe implementar métodos de conservacion naturales y/o organicos
para prolongar la vida util de este producto y no sea perjudicial para la
salud humana.
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IX. ANEXOS

A. Ficha técnica del

“romero”

aceite esencial

S

de Rosmarinus officinalis

PLANT THERAPY

100% PURE ESSENTIAL OILS

GC/MS BATCH NUMBER: R50103

ESSENTIAL OIL; QRGANIC ROSEMARY
BOTAMNICAL NAME: ROSMARIMUS OFFIZINALLS

ORIGIN: TUMISLA

KEY CONSTITUENTS FRESENTIN THIS BATCH OF
ORGANIC ROSEMARY QIL

1. 8-CINEQLE 475
CAMPHOR 103
o-FINENE 0.7
B-PIMERE 44
B-CARYOPHY LLENE 42
CAMPHENE A0
BORMEOL 28
TERFIMNECIL 15

MYRCEME 1.4

LsACMEME 14
para-C Y MEME 13
BORNYL ACETATE 05

[IEEILalall oA

Comments from Robert Tisserand: Nice fresh, gresn odaor, Very slightly o on 1 of 1.3 key 5O
congtitvants [imonene| but this is not a concern,

510 2nd St 5, Twin Falls, 10 83301 = 800-217-6577 = weww. pant tharapy com
Facabook com/PlantTherapy * www,planttherapy comfblog
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Esven ial cil, Ro smearinus Officin ol Customes bl enific ation: Fepiont prepared for
Irterral Cacles 16501 FTHE- 14HM rgank: Rasernary - Tunkda - RE01 13568 Plant Theragry
IDENTIFIED COMPOLINDS
identification ar B MR A | Metecudar class

cis-Hex-3-en-1-ol 201 B&5 Qb2 001 1342 508 |Aliphatic alcohal
Tricychene 282 912 0I5 | 094 920 085 |Monolerpens
a-Thujens 272 918 027 0.34 959 0597 [Monoterpens
aPinene 2831 925 1069 | 1050 957 095 |Monoterpens
Camphene i08* 941 409 | 397 1014 1.1E [Monoterpene
aFenchene 308* 941 [409] | 007 1006 1.2 |Monoterpens
Thuja-2 41 d)-diene ERL: Qb 0uh2 013 1060  1.62* |Monoterpene
Sabinene 350 967 007 | 03] 1069 162 Monoterpene
[ Pirere 1.55 a7 677 6.6 1053 1.50  [Monoaterpens
Myrcene 385 990 136 | 136 1N 2,14 |Monoterpens
Ot an-3-one ER o3 DS | 005 1306 305 |Aliphatic ketone
a-Fhellandrene 408 1004 037 | 027 1114 205 [Monoterpens
Ad-Carene 408 1004  [037] | 02 1100 189 |Monoterpens
a-Terpinene 4.7 1015 048 0.43 11237 1.1 |Monoterpene
1. 8-Cineale 462 1034 4992 | 4754 1162 262 [Monoterp. ether
Limorene 462% 1034 [4992] [ 132 1149 247 |Monoterpene
par #Cymene 462% 1034 [4992] [ 127 124 337 Monoterpens
cls-f-Odmene 470 1039 Q03 | 084 1195 3.00* Monoterpens
tran s f-Ocimene 485 148 003 003 128 317 [Monoterpene
y-Terpinene 503 1058 08D | D84 1195 301" Monoterpene
cis-Sabinene hydrate 5.348 1078 Q2 012 1416 623 |Monoterp. akahal
Terpinol ene A8 1083 037 | 038 1227 345 |Monolerpens
Fenchone 560 1090  0un 0.01 1326 485 [Monoterp. ketone
jpar a-Cymenens 5 1096 003 | 003 1373 555 [Monoterpene
fransSabinene hydrate 556 107 Ould 0,08 1442 7468  |Monoterp. akcohol
Linalool 601 110% 084 084 1807 795 |Monoterp. alcohal
endo-Fenchal 637 1126 005 0.04 1527  B.56 |(Monoterp. alcohaol
Camphaor 6.7 1145 1088 | 1096 1431 652 Monoterp. ketone
Camphene hydrate 700 1154 Qo4 | 004 1529 B63 |Monoterp. akohal
Pinocarvone 710 1159 0 002 1488 755 Monoterp, ketone
Borneal 754 1M 282 258 1628 1188 Monoterp. akcohaol
Terpinen-t-al T 1184 088 0.9 1535 881 |Monoterp. alcohaol
a-Terpineol 825 1205 1.9 153 1833 1212 [Monoterp. akohol
Boarnyl acetate 1080 1276 047 0.83 1511 807 [Monaterp. ester
Carvacrol 1344 1327 003 | 002 M50 3947 [Monoterp. alcohal
Citranellyl acetate 1449 1345 (b6 0.19 1612 11.19* |Monoterp. ester
a-Lopaeng 1489 1352 02 (098] 1431 6.52% Sesquiterpene
[f-Caryophylene 1748 1387 4231 | 417 1523 BA45 [Sesquiterpene
a-Humulene 1992 142 D4 048 1583 1025 [Sesquiterpene
y-Muuralens 2184 1454 06 | DJ% 1612 11.19* Sesquiterpens
a-Muur ol ene 23.8% 1481 0.4 004 1845 1263 [Sesquitenpene
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Exsenial o, Rasmarinus O kinalis Customer ke iicationr Fepon pre pased for
Wterriall Conches 1600 1FTH3-1-HA Dsganks Ramemary - Tunksda - RE010356R Plan Theragry
y-Cadinene 2484 1493 009 | 010 1667 1363 [Sesquiterpens
[i-Eisabolene 2502 14895 007 006 1657  13.21 [Sesquiterpense
&-Cadinene 2546 1500 024 0.2 1673 1392 [Sesquiterpene
Carpaphyllene oxide WIS 1556 001 | OO 1847 2403 [Sesquiterp. ether

Tatal Identifled 99,66% |99.16%

*: Two or maore compounds are coeluting on this column

[xx]: Duplicate percentage due to coelutions, not taken account in the identified total
Mate: fio cammetinn B iorwas appiied

OTHER DATA

Physical aspect : Clear liquid
Refractive indes : 1.4670 £ 00003 (20°C)

CONCLUSION

Mo adulterant, contaminant or diluent were detected using this method, This sample is of the 1 8-
dineale chemot ype.
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B. Fichatécnica del aceite esencial de Allium sativa “ajo"

GC/MS BATCH NUMB

>

PLANT THERAPY

m

100% PURE ESSENTIAL OHLS

R: G1010]

ESSENTIAL OIL: GARLIC

BOTANICAL NAME: ALLIUM SATIVIIR

ORIGIN: THIMA

KEY COMSTITUENTS PRESENT IN THIS BATCH OF

GARLIC QIL

DLALLYL DEULPHIDE 248
DAALLYL TRISULADE [ ALUTEIDIN] 04
METHYIL ALLYL TRISULAIDE 134
DHaLLYL SULAIDE 94
METHYL ALLYL DESULADE 58
DIALLYL DISULPHIDE BOMER B 13
METHYL ALLYL SULAIDE 8
DLALLYL DISULPHIDE BOMER A 28
DAALLYL TETR ASULAIDE 25
NNV L-dH-1 201 THEN 20
CAMAETHYIL TRISU LAIDE 1.5
1,3, 5-TRIT HILAKE 1.3
20 HATOLIDINETHIO ME 1.2
METHYL 1-FROFENYL CISULADE 1.0

Commeants from Robert Tieserand: Mot
quite as intense as some, but still very
garlicky, The constituents look good.

ST Zndd 518, Twin Falls, 1D 83301 * R00-917-6577 * planitherapy.com
facebook comiPlantTherapy * essentialoilblogging com
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Sample Information

Anabyzed by : D Robert 5. Pappas
Analbyzed : 245 12:25:32 AM
Sample Tyvpe « Essentinl (il
Sample ™ame = Canrdic China
Sample 1D : 911 & Time b Posk Repori TI —
Injection Valume H k] £019 Sulfide, allyl methnd 380
Dain File ¢ CAGUMSsolution\Data\ED NV Garliciaric China 981 080 Lggd 9015 Desulfide dimethd &3
12045 Duthaclkine R E}
12455 Dl slfide 985
15865 Du | Propen-1'ljsulfids Cis o4
Chramategram Garlic China OGO MSsolutios Data\EC W adicVGarlic Ching 98 10061.ggd 13700 Du( Progen- vl jsulfide Trons R E}
T 14488 2 4-Dumethvihiophene 0
[A300,652 l 15,110 Alhi mesnd disulfide 3453
# 15797 Dusulfide, methyl | propenyl <eis> i
16212 Desulfide, meshyl | propenyl] <t 103
1730 2nanlidinethione 123
18087 Damethyd trsulfide 145
24750 Dealhy disulphade MM
28389 Danlhvl dsulphade isomer A 280
25546 Daalhy disulphade isomer B 330
2 2 TES ATk medyl risulfide 131487
g LI 1,3,5-Trithiane 131
HLTTE 1-Monen-d-ol, 3 d-dimethyd- o4
I Teethemydd, iin E2Y
. T 143 Unidergified i i}
E 9 Tovinyla el Sdithein 154
H 062 Tetrasulfide, dumetind 0%
3 383 Unidesified s
W AES Alliridin 42
41101 Aleridin ismmer 123
44566 Unidemified L35
4738 Teirasulfide <dislhd-> 145
JLEAEE ]

e

5T ]
BT

H.TeT

200

Commsenis: Typical Ranges of Main Componenis:



C. Fichatécnica del Acido lactico

Specification
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MERCK Uss Information Sheet
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MERCK LUse Information Sheet
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D. Fotografias

\ — e
\ |14

\\\

\*‘ Wi i
! |‘|‘M

Fotografia N° 1: Sacrificio de los 50 Cuyes (Cavia porcellus)

Fotografia N° 2: Corte en ¥ de los 50 Cuyes (Cavia porcellus)

73



Fotografia N° 4: Concentraciones al 0.3; 0.5; 0.7 y 1% de Aceite
esencial de Romero (Rosmarinus officinalis L.), Ajo ( Allium
sativum), Acido Lactico y la combinacién de los 3

Fotografia N° 3: Aceite esencial de Romero (Rosmarinus
officinalis L.), Ajo ( Allium sativum) y Acido Lactico
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Fotografia N°

\ . :’ % 4 ' : ’/<
5: ¥ade los Cuyes (Cavia porcellus) almacenadas con
concentraciones

Fotografia N° 6: Placas Petri y Petrifilm rotuladas

sus respectivas
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Fotografia N° 7: Recuento de Mesofilos Fotografia N°8: Recuento de Mesofilos
aerobios con el tratamiento de aceite esencial aerobios con el tratamiento de aceite esencial
de romero — concentraciéon control a24 h de romero — concentraciéon 0.7% a 24 h

Fotografia N° 9: Recuento de Coliformes Fotografia N° 10: Recuento de Coliformes
totales y E. coli con el tratamiento de aceite totales y E. coli con el tratamiento de aceite
esencial de romero — concentracion control esencial de romero — concentracion 0.7% a

a24h 24 h
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Fotografia N° 11: Recuento de S. aureus con el tratamiento de aceite
esencial de romero — concentracion 1% a 48 h

Fotografia N° 12: Recuento de S. aureus con el tratamiento de aceite
esencial de romero — concentracion 1% a 72 h
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Fotografia N° 13: Recuento Mesofilos Fotografia N° 14: Recuento de mesofilos

aerobios con el tratamiento de aceite esencial aerobios con el tratamiento de aceite
de ajo — concentracion control a 24 h esencial de ajo — concentracion 1% a 24 h

Fotografia N° 15: Recuento de Coliformes Fotografia N° 16: Recuento de Coliformes
totales y E. coli con el tratamiento de aceite totales y E. coli con el tratamiento de aceite
esencial de ajo — concentracién 0.7% a 24 h esencial de ajo — concentracién 1% a 24 h
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Fotografia N° 17: Recuento de S. aureus con el tratamiento de aceite
esencial de ajo —concentracion 1% a24h

Fotografia N° 18: Recuento de S. aureus con el tratamiento de aceite
esencial de ajo —concentracién 1% a 48 h
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Fotografia N° 19: Recuento de Mesofilos Fotografia N° 20: Recuento de Mesofilos
con el tratamiento de aceite esencial de ajo aerobios con el tratamiento de aceite
—concentracion control a0 h esencial de ajo — concentracion 1% a0 h

: /'ﬁ‘ 55‘! ‘ ..a"'“
Fotografia N° 21: Recuento de Coliformes
totales y E. coli con el tratamiento de aceite
esencial de Ac. Lactico — concentracién

0.7%az24h

Fotografia N° 22: Recuento de Coliformes
totales y E. coli con el tratamiento de aceite
esencial de Ac. L4ctico — concentracion
0.7%a?24h
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Fotografia N° 23: Recuento de S. aureus con el tratamiento de ac. lactico
—concentracién 1% a 48 h

Fotografia N° 24: Recuento de S. aureus con el tratamiento de ac. lactico
—concentracion 1% a 72 h
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Fotografia N° 25: Recuento de Mesofilos Fotografia N° 26: Recuento de Mesofilos

aerobios con el tratamiento combinado de aerobios con el tratamiento combinado de
aceites esenciales y Ac. Lactico — aceites esenciales y Ac. Lactico —
concentraciéon controlaO h concentracion controlaOh

TTC- CT-E€=1-N2"

Fotografia N° 27: Recuento de Coliformes Fotografia N° 28: Recuento de Coliformes

totales y E. coli con el tratamiento totales y E. coli con el tratamiento
combinado de aceites esencial y Ac. combinado de aceite s esencial y Ac.
LActico — concentracion 1% a 24 h Lactico — concentracion 1% a 48 h
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Fotografia N° 29: Recuento de S. aureus con el tratamiento combinado
de aceite esencial y ac. lactico — concentracién 1% a0 h

Fotografia N° 30: Recuento de S. aureus con el tratamiento combinado
de aceite esencial y ac. lactico — concentracién 1% a 48 h
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E. Tablas de Recuentos Bacterianos

RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILOS TOTALES (UFC/mL) SEGUN CONTROL, CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES, ACIDO LACTICO Y TIEMPO DE EXPOSICION

ACere csencial de homero (A Acere csenclal de Apo [ACA ACIOD Lactico (A dlamiento Lombianado

ora OMCI RALCIHD
o) |03 |os@ |ozea | 10 | o [oses [oseE [o7eEe | 1 | o [oses [ose Jozea | 1 | o [ose|ose [ove | 10
> 1600 | »1600 | »1600 | 850 646 | =1600 | 1004 | 8281 | 686 548 | »1500 | 290 29 0 0 = 1600 | 51 0 0 0
> 1600 | = 1600 | »1600 | 1224 g68 | »1600| o978 | soss | sas sa4 | =100 463 10 0 0 » 1600 | 47 0 0 0
o > 1600 | = 1600 | »1600 | 1232 g1a | »1600 | 1080 | Esos | 3E0 324 | »1800| 508 31 0 0 = 1600 | 22 0 0 0
> 1600 | 1600 | »1600 | 1358 906 | »1600 | 941 870.2 | 528 396 | »1800 | 384 21 0 0 = 1600 | 30 1 0 0
> 1600 | »1600 | »1600 | 1288 852 | »1s00| o993 8508 | 547 4733 | =1600| 308 16 0 0 > 1600 | 28 D 0 0
1600 | »1600 | »1600 | >1500 | = 1600 | =»1600 | =1600 | = 1600 | »1600 | »1s00| =1500 | 560 74 4 0 > 1600 | 380 0 0 0
=1600 | »1600 | »1600 | »1600 | 1600 =1600 | =1600| = 1600 »1600| >1600| »1600| 428 105 B 0 » 1600 | 485 2 0 0
24 >1600 | »1600 | »1600 | 1600 | 1600 »1600 | > 1600 > 1600 > 1600 | >1800| >1800 | 545 123 2 0 » 1600 | 482 1 0 0
>1600 | > 1600 | >1600 | >1600 | »1600] 1600 | > 1600 | > 1600 | > 1600 | >1600| >1600| 375 g9 1 0 = 1600 | 507 2 2 0
>1600 | > 1600 | >1600 | >1600 | >1600] >1600 | > 1600 | > 1600 | >1600 | >1600| >1600 | 456 79 3 0 = 1600 | 445 D 0 0
51600 | > 1600 | >1600 | > 1600 | >1600| =100 | =100 | > 1500 | > 1600 | >1600| >1600 | =1600 | =1600 | 610 0 1600 | »1600 | 150 123 g5
> 1600 | = 1600 | »1600 | =1600 | =1600| »1600 | = 1600 | = 1600 | >1600 | >1600| >1600 | =1600 | = 1600 [ 456 0 » 1600 | » 1600 | 185 126 110
a8 >1600 | »1600 | »1600 | »1600 | »1600| »1600 | > 1600 | > 1600 | > 1600 | >1800| >1800 | = 1800 | = 1800 | B2z 0 »1600 | »1600 | 142 114 125
>1600 | > 1600 | >1600 | »1600 | >1600] > 1600 | > 1600 | > 1600 | > 1600 | > 1600 >1600 | > 1600 | > 1600 | G4D 0 = 1600 | »1600 | 158 139 14
>1600 | > 1600 | >1600 | >1600 | > 1600 > 1600 | > 1600 | > 1600 | > 1600 | >1600| >1600 | > 1600 | > 1600 | 515 0 = 1600 | =1600 | 127 124 155
1600 | »1600 | > 1600 | =1800 | = 1600 | =1600 | > 1600 | > 1600 | > 1600 | »1600| »1800 | = 1800 | =1s00| 2 0 = 1600 | 170 16 0 0
51600 | »1600 | »1600 | =1600 | = 1600 | =1600 | = 1600 | » 1600 | > 1600 | »1600| =1600 | = 1600 | =1600| 10 0 > 1600 | 160 12 0 0
72 »1600 | »1600 | »1600 | »1600 | » 1600 »1600 | »1600 | » 1600 » 1600 | »1600| »1800 | = 1800 [ =100 0 » 1600 | 168 21 0 0
> 1600 | »1600 | »1600 | »1600 | » 1600 =1600 | »1600 | » 1600 | » 1600 | »1600| »1800 | = 1800 | »1s00| 3 0 = 1600 | 180 20 0 0
> 1600 | »1600 | »1600 | =1600 | =1600| =1600| =1600 | = 1600 | » 1600 | »1s00| »1800 | =800 | =1800| o 0 = 1600 | 200 24 0 0

Tabla N°5: Recuento de Mesofilos aerobios totales (UFC/mL) segun control, concentracion de aceites esenciales, acido lactico y
tiempo de exposicion.
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- — e - — a - - . r s, o r s -

RECUENTO DE BACTERIAS STAPHYLOCOCCUS AUREUS (UFC/mL) SEGUN CONTROL, CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES, ACIDO LACTICO Y TIEMPO DE EXPOSICION

O D D
(%) | o3 | ose | o7 | 128 | o | o3 | o5 | ors | 20 | o | o3 | oses | o7 | 1 | o | oses) | osis) | o7 | 1)
41 21 o 11 0 30 0 o 0 o 40 0 0 1 o 50 o 0 0 o
79 19 5 g 2 48 0 3 0 o 52 0 0 0 o 65 o 0 0 o
0 92 17 34 12 2 29 0 o 0 o 26 1 1 0 o 34 o 0 0 o
115 50 20 1 0 31 0 1 2 o 29 0 0 0 o 40 1 0 0 o
Ga 31 22 g 1 26 0 1 1 o 32 0 1 1 o 32 1 0 0 o
876 488 486 26 32 956 86 63 87 g 913 1 10 0 o 991 2 10 0 o
954 530 432 352 ] 831 142 89 16 19 887 2 3 0 o 886 3 2 0 o
24 1021 325 526 203 12 890 128 77 82 a8 862 0 0 0 o 956 o 0 0 o
925 566 521 198 26 915 89 67 a5 26 905 2 0 o 977 3 2 0 o
897 531 600 184 24 940 95 76 53 37 938 1 0 o 904 2 4 0 1]
>1600 | » 1600 | »1600 | »1600| 980 | »1600 | » 18500 | =100 | 1003 oga | »1600| 1116 569 11 o »1600 | 1889 0 1 o
>1600 | >1600 | >1600 | 1600 | 912 | =100 | > 1600 | »1600| 950 866 | »1600 | 1338 478 a7 o =1600 | 176 4 0 1
48 =1600 | =1600 | >1600 | =1600 | 710 | >1600 | »1600 | »1600 | 640 742 | »1600 | 1025 138 21 o =1600 | 139 10 1 1
>1600 | »1600 | »1600 | »1600| 830 | »1600| »1600| »1600| 879 824 | »1600| 1094 297 32 o »1600 | 156 a4 0 o
=1600 | »1600 | =1600 | =1600| 812 =1600 | »1600 | =1600 | 925 881 > 1600 | 1145 346 24 o = 1600 | 148 3 1 o
%1600 | » 1600 | » 1600 | » 1600 | »1500| » 1600 | » 1500 | > 1500 | » 1600 | »1500| » 1600 | =100 | 470 200 o »1600 | 193 40 8 o
%1600 | »1600 | >1600 | »1600 | »1600 | »1500 | 1600 | »1600 | »1600 | »1600| »1600 | »1500 | 520 240 o =1600 | 232 35 4 1]
72 »1600 | 1600 | » 1600 | = 1600 | » 1600 | 1600 | »1600 | »1600 | »1600 | =1600| = 1600 | »1600 | 60O 170 o =1600 | 226 31 & o
>1600 | »1600 | »1600 | »1600 | »1600| > 1600 | 1600 | »1500 | » 1600 | »1500| » 1600 | >1s500 | 420 210 o »1600 | 220 48 4 o
=1600 | »1600 | »1600| »1600| =1600| »1600 | »1600 | =100 | »1600 | »1600| =1600| =1600| 570 190 o >1600 | 205 30 5 o

Tabla N°6: Recuento de Staphylococcus aureus (UFC/mL) segun control, concentracion de aceites esenciales, acido lactico y tiempo
de exposicion.
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RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS ECHERICHIA COLI (UFC/mL) SEGUN CONTROL, CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES, ACIDO LACTICO Y TIEMPO DE EXPOSICION

a0

o |oseg|oses) |ozea]| 10 | ora |osea |oses) |[ozea | 168 | opg Joseg |ospeg oz 1009 | opg Jospeg |oseg oz | 10
94 55 43 2 0 117 B5 42 33 35 141 0 0 0 0 131 0 0 0 0
112 65 32 1 0 141 51 33 46 21 106 0 0 0 o 137 0 0 0 0
0 106 34 37 0 0 135 56 28 31 29 86 0 0 0 0 145 0 0 0 0
85 47 52 1 0 110 41 45 29 25 133 0 0 0 0 141 0 0 0 0
92 39 41 0 0 126 61 39 22 32 142 0 0 0 o 144 0 0 0 0
210 27 22 19 14 255 21 22 17 16 275 0 0 0 0o 215 0 0 0 0
186 21 10 11 17 243 26 35 14 14 262 1 0 0 o 262 0 0 0 0
24 195 36 16 13 13 210 14 14 21 18 232 0 0 0 0 252 0 0 0 0
245 41 14 14 15 214 11 18 12 12 249 0 1 0 o 239 0 0 0 0
222 19 20 18 14 228 23 14 18 16 218 1 0 0 o 248 0 0 0 0
»1600 | »1600 | »1600 | > 1600 | »1600| »1600 | »1600 | >1500 | »1600 | »1s00| »1600( O 0 0 0 »1600| O 0 0 0
»1600 | >1600 | »1600 | > 1600 | » 1600 | > 1600 | »1600 | > 1600 | »1600 | > 1600 | =1600| 1 0 0 0 21600 | O 0 0 0
48 »1600 | >1600 | »1600 | > 1600 | »1600 | »1600 | »1600 | > 1600 | »1600 | »1600| »1600| O 0 0 0o =1600| O 0 0 0
»1600 | »1600 | »1600 | »1600 | »1600 | »1600 | »1600 | > 1600 | »1600 | »1600| »1600| 2 0 0 0 »1600| O 0 0 0
»1600 | »1600 | »1600 | > 1600 | »1600| = 1600 | »1600 | >1600 | »1600 | »1s500| =1600| © 0 0 o =1600| O 0 0 0
>1600 | = 1600 | > 1600 | =1600 | »1600 | ~1600 | 1600 | =1600 | =1600 | »1600 | ~1600 | 21 1 0 0 =1600 | 20 1 0 0
%1600 | »1600 | > 1600 | > 1600 | »1600 | = 1600 | »1600 | >1600 | >1600 | »1600 | =1600 | 18 2 0 0 »1600 | 15 0 0 0
72 >1600 | = 1600 | > 1600 | =1600 | »1600 | =1600 | = 1600 | =1600 | =1600 | »1600 | =100 | 12 0 1 0 »1600 | 10 1 0 0
>1600 | > 1600 | > 1600 | 1600 | »1600 | >1600 | = 1600 | =1600 | =1600 | »1600 | =1600 | 16 0 1 o »1600 | 11 1 0 0
>1600 | > 1600 | > 1600 | 1600 | »1600 | = 1600 | > 1600 | »1600 | »1600 | »1600 | =100 | 17 1 0 0 =1600 | 14 0 0 0

Tabla N°7: Recuento de Escherichia coli (UFC/mL) segun control, concentracion de aceites esenciales, acido lactico y tiempo de
exposicion.
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RECUENTO DE BACTERIAS DE COLIFORMES TOTALES (UFC/mL) SEGUN CONTROL, CONCENTRACIONES DE ACEITES ESENCIALES, ACIDO LACTICO Y TIEMPO DE EXPOSICION

de Ro 0 o 0 a0 0 0 0 i ddo
po

0 0 0
0i%) | 033 | 0os5(%) | 070%) | 1(% 0% |03 | 050 | 0703 | 1(% 0(%) |03 | 0o5i(%) | 07 (%) | 1(%) 0(%) | o3 | os(% | o7 | 10
696 4132 362 198 139 632 356 262 163 145 834 g 9 4 3 898 5 o 0 1
746 492 369 244 109 623 312 206 152 73 757 16 5 2 o 312 4 1 1 o

0 805 470 343 221 125 759 346 251 144 166 905 12 4 1 1 930 7 [ 1 )
787 486 378 225 117 726 365 225 181 171 771 7 6 4 1 726 4 0 0 0
684 445 350 236 146 812 341 246 169 189 B854 14 5 3 ] 793 9 5 1 1
=1600 | =1600 | =1600 | =1600 468 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 467 = 1600 453 464 24 3 = 1600 53 1 4 G
>1600 | =1600 | =1600 | =1600 369 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 432 = 1600 452 585 19 o > 1e00 61 ] B 3

24 »1600 | >1600 | =>1600 | = 1600 418 =1600 | > 1600 | > 1600 | =>1600 444 = 1600 480 463 15 ] = 1600 58 2 ] o
=1600 | =1600 | =1600 | =1600 401 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 475 = 1600 503 509 21 ] = 1600 G5 0] 2 1
»1600 | »1600 | =>1600 | = 1600 3495 >1600 | »1600 | > 1600 | =1600 462 = 1600 512 538 20 1 = 1600 49 1 1 )
»1600 | >1600 | =>1600 | =>1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | »>1600 | =100 | > 1600 | =>1600 | =1600 | =1600 ) =1600 | = 1600 35 14 4
»1600 | »1600 | =1600 | =1600 | 1600 | 1600 | >=1600 ( »1600 | » 1600 | » 1600 | »1600 | »1600 | =>1600 | =>1600 5 »1600 | > 1600 28 9 2

48 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | = 1600 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | = 1600 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 1 =1600 | =1600 25 17 2
=1600 | =1600 | =1600 | =1600 | = 1600 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 =1600 | >1600 | =1600 | =1600 4 >1600 | = 1600 14 8 o
»1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | = 1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 ] =1600 | =1600 12 11 1
>1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 =1600 | »>1600 | =1600 | =100 1 =100 | = 1600 25 20 2
»1600 | >1600 | >1600 | =>1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | > 1600 | 1600 | > 1600 | =>1600 | =1600 | =1600 ) =1600 | = 1600 32 18 3

72 »1600 | >1600 | =>1600 | =>1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | »>1600 | =100 | > 1600 | =>1600 | =1600 | =1600 2 =1600 | =1600 48 16 0
»1600 | »1600 | =1600 | =1600 | 1600 | 1600 | >=1600 ( »1600 | » 1600 | » 1600 | »1600 | »1600 | =>1600 | =>1600 5 »1600 | > 1600 59 31 1
»1600 | »1600 | >1600 | =>1600 | =1600 | =1600 | =1600 | =1600 | »>1600 | 1600 | >1600 | =>1600 | =1600 | =1600 2 =1600 | =1600 68 29 1

Tabla N°8: Recuento de Coliformes totales (UFC/mL) segln control, concentracién de aceites esenciales, acido lactico y tiempo de

exposicion.
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