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RESUMEN

La presente investigacion tiene por objetivo, determinar el efecto
antimicrobiano del extracto fendlico de hojas de olivo, en adelante EFHO,
sobre las bacterias aerobias mesdfilas, en adelante BAM, presentes en
carne de res fresca magra. Para la primera parte del desarrollo de la
investigacion, sera necesario obtener un extracto fendlico a partir de hojas
de olivo; utilizando para ello el método de extraccion hidroalcohdlica y
determinando la cantidad de fenoles totales presentes en la solucién
mediante el método de Folin - Ciocalteu. Una vez obtenido el extracto
fendlico, se evalla su poder antimicrobiano; para ello se tratan muestras
carnicas con el extracto por un determinado periodo de tiempo, dentro del
cual se les realizan analisis microbiolégicos usando el método oficial

AOAC 990.12: Recuento de bacterias aerobias en placas petrifilm.

Los resultados, permiten concluir que el EFHO posee propiedades

antimicrobianas.

Palabras clave: extracto fendlico, hojas de olivo, fenoles, oleuropeina,

antimicrobiano, bacterias aerobias mesdfilas, carne de res.
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ABSTRACT

This research aims to determine the antimicrobial effect of phenolic
extract of olive leaves, hereinafter EFHO, on mesophilic aerobic bacteria,
hereinafter BAM, present in fresh beef lean. For the first part of the
development of research, you must obtain a phenolic extract from olive
leaves; by using the hydroalcoholic extraction method and determining the
amount of total phenolics present in the solution by the Folin — Ciocalteu
method. once obtained the phenolic extract, its antimicrobial power is
evaluated; for this purpose meat samples are treated with the extract for a
given period of time, into which microbiological analyzes were performed
using the AOAC 990.12 official method: aerobic bacteria count on Petrifilm

plates.

The results allow concluding that the EFHO has antimicrobial

properties.

Keywords: phenolic extract, olive leaves, phenols, oleuropein,

antimicrobial, aerobic mesophilic bacteria, beef.
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INTRODUCCION

La conservacién de los alimentos es un tema de gran importancia
en la industria alimentaria; actualmente, existe gran variedad de agentes
antimicrobianos utilizados para lograr este objetivo, los cuales estan
supeditados a ser utilizados en cantidades minimas para evitar efectos
adversos al ser consumidos; a este problema se suma la demanda de los
consumidores por adquirir alimentos con ingredientes lo mas naturales

posibles; lo que sugiere utilizar otros medios antimicrobianos.

Por lo anterior, el presente estudio intenta demostrar el poder
antimicrobiano del EFHO sobre las BAM presentes en carne de res,
mediante tratamientos con tres concentraciones diferentes del extracto.
En teoria, debido a la presencia de compuestos fendlicos en la hoja de
olivo, el extracto obtenido a partir de esta materia prima deberia de actuar

como antimicrobiano.

El estudio presenta dos etapas. En la primera, se buscara obtener
el extracto fendlico de hojas de olivo por medio del método
hidroalcohodlico, y la segunda etapa comprende el tratamiento de

muestras carnicas con el extracto fendlico y su posterior analisis



microbiolégico, con lo cual se podran obtener conclusiones respecto al

poder antimicrobiano del EFHO.

El principal método de analisis, que responde directamente al
objetivo general, es el método AOAC 990.12: Recuento de bacterias
aerobias mesofilas usando placas petrifilm. Otro método utilizado y que
juega un papel importante en la presente investigacion es la
determinacion del contenido de fenoles utilizando el reactivo Folin -
Ciocalteu, el cual permitira determinar la cantidad de fenoles presentes en
el EFHO concentrado y por ende en cada una de las tres diluciones

utilizadas para el tratamiento.

16



11

CAPITULO I: EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

Ibafiez F., Torres P. e Irigoyen A. (2003) afirman: “Los
microorganismos (bacterias, levaduras y mohos) son la principal
causa del deterioro de los alimentos”. “Este deterioro microbiano
puede producir pérdidas econdémicas sustanciales, tanto para la
industria alimentaria asi como para distribuidores y usuarios
consumidores” (Castillo J., Ruiz C., 2014). “Se sabe con certeza
gue mas del 20 % de todos los alimentos producidos en el mundo
se pierden por accion de los microorganismos” (Pefa E., 2013).
Hoy en dia se usan en su mayoria aditivos sintéticos para proteger
a los alimentos tanto de cambios quimicos, como de ataques
microbiolégicos. La realidad local precisa que se busquen
alternativas, ya que el expendio de alimentos en la mayoria de
mercados de abastos se realiza sin control de temperaturas. Rubio
M., Brafia D. y Méndez R. (2012) indican que: “El expendio a
temperatura ambiente reduce sustancialmente la seguridad

alimentaria de la carne; a este proceso se le llama venta de carne

caliente”.



En los dltimos afios, se ha originado una cierta presion social
para reducir el uso de aditivos quimicos en la industria alimentaria
(Gonzéles A., 2010). Esta presiéon ha hecho que aumente el interés
por la investigacién y el uso de agentes antimicrobianos naturales.
Dentro de estos los mas estudiados son los que se encuentran

presentes en hierbas y especias (Garcia R. y Palou E., 2008).

Como desecho de la industria del aceite y producto de la
poda, se obtiene gran cantidad de hojas que actualmente no
poseen aplicaciones tecnolégicas econdmicamente viables. Las
hojas del olivo poseen un interesante y amplio perfil de polifenoles,
siendo la oleuropeina el principal compuesto fendlico presente.

(Urzua C., 2015)

Precisamente la necesidad de proteger los alimentos,
dejando de lado el uso de aditivos quimicos y utilizando para ello
productos naturales, los cuales tienen escasa rentabilidad como es

el caso de las hojas de olivo, es lo que propicia el presente estudio.

18



1.2

1.3

Formulacion del problema

¢ Qué efecto tendré el extracto fendlico de las hojas de olivo

(Olea europaea L.) var. sevillana sobre las bacterias aerobias

mesofilas de la carne de res fresca magra?

Delimitacion de la investigacion

1.3.1 Delimitacion Temporal

1.3.2

La investigacion se llevé a cabo en un periodo de 4
meses; iniciando en agosto del 2015 y finalizando en

noviembre del 2015.

Delimitacion espacial

Las hojas de olivo (Olea europaea L.) var. sevillana se
obtuvieron de la Cooperativa 28 de agosto, parcela 13, zona
de La Yarada departamento de Tacnha. La carne de res
fresca magra fue adquirida en el Mercado Grau de la ciudad

de Tacna.

El trabajo experimental respecto a la obtencion del

extracto fendlico se realiz6 en el laboratorio de Tecnologia

19



1.4

1.3.3

Pesquera de la Escuela de Ingenieria Pesquera (ESIP) y lo
referente a la evaluacion del efecto microbiolégico del
extracto sobre carne de res, se realizé en el laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Ciencias (FACI).

Delimitacion tedrica

La investigacion se centrara en analizar el efecto del
EFHO sobre BAM. Para ello se realizaran tratamientos a
muestras de carne de res con tres concentraciones de
extracto fendlico diluido; y se analizara el efecto del extracto
sobre las colonias microbianas aerobias utilizando el método
oficial AOAC 990.12: Recuento de colonias aerobias en
placas petrifilm (Anexo 1) y la guia de interpretaciéon dada
por la empresa 3M Microbiology fabricantes de las placas

petrifilm (Anexo 2).

Justificacion

La conservacion de los alimentos ha sido una tarea de

capital importancia para el ser humano desde la alborada de la

humanidad (Barreiro, J. y Sandoval A., 2006); por lo que cualquier

estudio destinado a este fin es de vital importancia.

20
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Se justifica el desarrollo del trabajo ya que origina un punto
de partida para realizar investigaciones posteriores que permitan
aunar esfuerzos en post de la obtencion de un nuevo conservante
alimentario natural; lo que supondria un gran impacto
socioecondmico; ya que, y justificando su uso como materia prima
para esta investigacion, las hojas de olivo que actualmente no tiene
un uso rentable, tendrian un valor econdmico agricola e industrial si
se lograse impulsar la elaboracion y comercializaciéon de un nuevo
conservante; ademas no solo la carne, si no los alimentos tratados
con este producto tendrian un valor agregado desde el punto de
vista sanitario. Todo esto conllevaria a que tanto en el sector
agricola como empresarial alimentario de Tacna se creen puestos
de trabajos directos e indirectos; beneficiando también a los
consumidores, asegurando para ellos alimentos con mejor calidad

sanitaria dejando de lado conservantes sintéticos.

Limitaciones
Debido a que se utiliza la hoja del olivo, materia prima poco
estudiada, es que nos encontramos con escasas investigaciones

referenciales; por lo que los procedimientos de obtencion y

21



1.6

aplicacién seran adaptaciones de diferentes investigaciones sobre

extractos de hojas con componentes similares a la hoja de olivo.

Otra limitacion fue el tiempo de disponibilidad de los
laboratorios, motivo por el cual se tuvo que buscar la forma de
realizar los analisis microbiologicos en tiempos cortos; siendo uno
de los motivos por los cuales se optd por trabajar en condiciones
de conservacion aceleradas y usar placas petrifilm como método

para el recuento de colonias.

Objetivos

1.6.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del EFHO (Olea europaea L.) var.
sevillana sobre las bacterias aerobias mesdfilas de carne de

res fresca magdra.

1.6.2 Objetivos especificos

- Determinar el contenido de fenoles totales presentes en

el EFHO.

22



Determinar la concentracién de EFHO, que presente la
accion mas efectiva contra bacterias aerobias mesdfilas

en carne de res fresca magra.

Evaluar el comportamiento del poder antimicrobiano del

EFHO durante el tiempo de tratamiento.

23



CAPITULO II; FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Conceptos generales y definiciones

2.1.1

Olivo

El olivo, Olea europaea L., es un éarbol
perteneciente a la familia Oleaceae. Dentro de esta
existen 29 géneros diferentes y unas 600 especies.
Presenta dos subfamilias: Oleoideae y Jasminoideae. El
olivo pertenece a la primera, Oleoideae, que comprende
otros géneros con interés agrondmico como Fraxinus
(fresno), Syringa (lilo), Ligustrum (aligustre). La especie
con mayor importancia econémica y la Unica que se utiliza

como alimento es el olivo (Ramirez M., 2001).

La superficie mundial cultivada de olivos alcanza
las 8 885 450 ha (Ticona W., 2013). Es el cultivo méas
importante en Tacna, con 10 987 ha, con rendimientos de
4 306 kg/ha (Ministerio de Agricultura y Riego. Anuario

Produccion agricola 2013-MINAGRI. 2013).



2.1.2

Veciana C. (2013) afirma que, cada arbol de olivo
da lugar a unos 7 kg de residuos durante la poda,
compuestos de ramas y hojas. Las hojas de olivo se
generan también durante la recogida y separaciéon de la
aceituna y se considera como una fuente natural de
compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes y

antimicrobianas.

Hojas de olivo

Usaquen S. (2008) afirma: “Las hojas de olivo son
simples, de forma lanceolada y bordes enteros; verde
oscuras por el haz, con un caracteristico brillo debido a la
existencia de una gruesa cuticula” y; “por el envés
presenta una coloracién gris, debido a la presencia de
tricomas peltados que le confieren la vellosidad

caracteristica” (Quezada L. et al., 2005).

Tabera J. et al. (2005) senala: “la hoja de olivo es
un subproducto del olivar (...) del que actualmente se
obtiene escasa rentabilidad”. Por su parte Quirantes R.

(2012) aporta que, solo en la poda se producen 25 kg de

25



2.1.3

ramas y hojas por arbol al afio, y que las hojas suponen
un 5 % del peso de las aceitunas recolectadas para la

produccion de aceite de oliva.

Extracto de hojas de olivo

Los extractos hidroalcoholicos obtenidos del olivo y
derivados, son ricos en compuestos fenodlicos (Tabla 1).
Entre ellos se encuentran: principalmente el hidroxitirosol
(CgH1003), oleuropeina (CasHs»013), tirosol (CgHi00,), acido
galico (C;Hs0s), acido cafeico (CyHgO,). En general el
componente mayoritario de los extractos de hoja de olivo
es la oleuropeina, también son abundantes las referencias
relacionadas con el hidroxitirosol, que se considera el
principal compuesto derivado de la oleuropeina con una

capacidad antioxidante superior (Veciana C., 2013).
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Tabla 1

Compuestos fenolicos del extracto de hojas de olivo var. arbequina.

Porcentaje (%)

Componente Extraccion Extraccion ~ EXxtraccion
alcohollagua  con prensa  supercritica

Hidroxitirosol 0,4 7,3 6,2
Hidroxitirosol glicosido 0.8
Acido vanillico hexéxido 03
Acido cafeico hexéxido 0,4
Oleosido 15 0,9 0,1
Acido clorogénico 03
Pinoresinol 0,8
Verbascoésido 3,0 15,7 7,1
Il;i(?XL:rsr;tre?iTidoagliconadecar 0,6
Luteolina — O — rutinésido 2,2
Acetoxipinoresinol 1,6
Luteolina — 7 — glicésido 2,2 2,7 12
Hesperidina - rutina 2,2
Quercetina—3 -0 — 1.1
galatosido e isoquercetina
Oleuropeina 29,1 0,8 6,7
Acido oleurésido — 10 — 8,2
carboxilico
Oleurésido 13,2 0,8 2,3
Ligustrosido 1,5 0,5 18
digioosido L6
Quercetina 11 0,8

Fuente: Jiménez P. (2010).
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Compuesto fendlicos de la hoja de olivo

Los compuestos fendlicos constituyen una de las
familias mas numerosas y ampliamente distribuidas en el
reino vegetal, con més de 8 000 estructuras actualmente
conocidas. Tienen un anillo aromatico en comun, con uno
0 mas grupos hidroxilos. Estos compuestos pueden ser
divididos en varios grupos de acuerdo con su estructura
guimica basica (Vélez M. y Villa N., 2012). En la Tabla 2
se puede observar la clasificacion de los principales
compuestos fendlicos de acuerdo con su estructura

guimica.

Entre las funciones de los compuestos fendlicos del
olivo, cabe destacar la defensa natural frente a ataques
de patdgenos. El mecanismo de defensa frente a algunos
patogenos (bacterias, microhongos e insectos) exhibido
en el olivo por estos compuestos, se debe a los complejos
componentes fendlicos del grupo secoiridoides, como la

oleuropeina y el ligustrésido (Morillo J., 2007).
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Tabla 2

Clasificacion de los compuesto fendlicos

Estructura N
Carbonatada Clasificacion
C6 Fenoles simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos fendlicos
C6-C2 Acido feniacético, acetofenoles
C6-C3 Acido hidroxicinamico, polipropano,
cumarina, isocumarina
C6—-C4 Naftoquinona

C6-C1-C6 Xantanos

C6-C2-C6 Antraquinona, estilbeno

C6-C3-C6 Flavonoides, isoflavonas
(C6—-C3)2 Lignatos, neolignato
(C6-C3-C6)2 Bioflavonoides

(C6 —C3)n Ligninas

(C6)n Melanoidinas

(C6 -C3-C6)n Taninos

Fuente: Vélez M. y Villa N. (2012).

Ticona W. (2013) menciona:

‘La composicion

cuantitativa de compuestos fendlicos en el olivo, es el

resultado de una compleja interaccion entre diversos
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factores, incluyendo el clima, grado de maduracion,

cultivo, secado de la planta, etc.”.

Con respecto a sus propiedades fisicoquimicas,
Serra B. (2002) menciona que los fenoles son liquidos o
sélidos de bajo punto de fusion, pero con puntos de
ebullicion altos. Son incoloros, no obstante se oxidan con
facilidad dependiendo de la exposicion a la luz, al aire y a
la presencia de impurezas metalicas. La mayor parte de

los fenoles son poco solubles en agua.

Los componentes fendlicos de la hoja de olivo no
presentan problemas de toxicidad para los seres
humanos. Con el afan de reforzar este enunciado, se cita
a Gonzales M. (2005), quien menciona que un extracto
comercial de pulpa de olivo (HIDROX®) que contiene
60 mg/g de componentes fendlicos es reconocido por la
FDA (Food and Drug Administration) como seguro para su

uso alimentario en humanos.
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2.1.5

Mecanismo de accion antimicrobiana de los
compuestos fendlicos

Garcia R. y Palou E. (2008) en su estudio sobre
mecanismos de accion antimicrobiana de compuestos
fendlicos como el timol y el carvacrol, menciona que, se
reconoce que los compuestos activos de las plantas,
hierbas y especias son compuestos fendlicos. Los aceites
y extractos de plantas principalmente de clavo, orégano,
tomillo y algunos otros, presentan actividad inhibitoria
contra ciertos microorganismos de importancia en
alimentos. El mecanismo de accion se da sobre algunas
partes de la célula en donde ocurren los siguientes
efectos: dafio a la membrana citoplasmatica, degradacion
de la pared celular, dafio a las proteinas, filtracion del
contenido celular, coagulacion de citoplasma vy
disminucién de la fuerza motriz. Algunas investigaciones
sefialan que la pérdida de la funcionalidad de Ia
membrana es sélo una parte de la explicacion de la
actividad antimicrobiana que presentan dichos agentes o

componentes.
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2.1.6

Oleuropeina (CasHz2013)

Fue descubierta y nombrada por Bourquelot y
Vintilesco en 1908. La oleuropeina puede alcanzar
concentraciones muy elevadas en materia seca de hoja y
de olivas jovenes, siendo facil de extraer de la fraccion

fendlica de hojas y frutos (Gonzéles C., 2009).

La oleuropeina pertenece al grupo de los
secoiridoides, que son uno de los principales compuestos
de los fenoles (Olea, 2013). Es un glucésido esterificado
con un alcohol fenilpropanoide (hidroxitirosol + acido
elendlico + glucosa) tal como se muestra en la figura 1. Es
el componente fenodlico mayoritario de la pulpa de las

aceitunas verdes y las hojas de olivo. (Veciana C., 2013).

Este compuesto disminuye el crecimiento de
esporas de Bacillus cereus (Hennen W., 2000), siendo
este microorganismo uno de los principales agentes que
provoca brotes entéricos en Europa y que se ha
encontrado en platos preparados con carne contaminada

(Elika, 2013). Las concentraciones bajas de oleuropeina
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2.1.7

también retardan el crecimiento de Staphylococcus

aureus (Hennen W., 2000).

Oleuropeina , . -
P hidroxitirosol on

Na
CH,—COO/CHZ-CHZ OH
] OH

CH,-00C CH-CH,
OH

o CH,OH

a. elenolico Glucosa Ty

Figura 1. Oleuropeina

Fuente: http://www.datuopinion.com/oleuropeina

Hidroxitirosol (CgH1003)

Entre los compuestos fendlicos del olivo se
encuentra el (3,4 - dihidroxifenil) etanol, mas conocido
como hidroxitirosol (Gonzales M., 2005). Se presenta
como fenol simple o esterificado con el acido elendlico
para formar oleuropeina aglicona. EI hidroxitirosol
presenta una elevada actividad antioxidante. (Veciana C.,
2013). Este sencillo compuesto fendlico se encuentra en

gran cantidad en la hoja de olivo (Ticona W., 2013).
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2.1.8

El hidroxitirosol es un buen agente antimicrobiano
contra bacterias patégenas en seres humanos entre ellas

Salmonella spp. (Ferrant M., 2015)

Carne deres

Parte de la canal o carcasa formado por el tejido
blando que rodea a la estructura 6sea, musculos, tejido
conectivo (tendones y aponeurosis), vasos, Yy nervios

(NTP 201.018.2001).

Se entiende por carne magra al conjunto de masas
musculares, una vez desprovista de la grasa de cobertura

(Norma Mexicana — FF- 081 - 2003).

En la tabla 3, se indican algunos cortes magros
realizados a la carcasa de res; entre ellos se menciona al
chambarete u ossobuco, corte con el cual se llevara a
cabo la presente investigacion, ya que permite trabajar
con muestras de espesor y diametro similar debido a la
forma circular del corte, manteniendo la homogeneidad

tanto en tratamientos como en los analisis.
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Tabla 3

Cortes magros de carne de res y contenido de grasa total para 100 g de

carne

Corte Grasa saturada Grasa total
(9) (9)
Bistec y cuete en trozos 1,4 4,0
Bistec de punta de lomo lateral 1,6 4,1
Asado y bistec de centro 1,6 4,6
Asado bistec de contracara 1,7 4,9
Bistec de aguayén 1,9 4,9
Pecho de res 19 51
Chambarete u ossobuco 19 5,4
Corazon de paleta en trozos 18 5,7
Asado Yy bistec de punta de lomo central 2,1 58
Bistec de paleta 19 6,0
Bistec de pulpa 2,2 6,0
Bistec de lomo 2,3 6,0
Paletilla 2,6 6.1
Falda 2,6 6.3
Bistec de pierna 3,0 8,2

Fuente: Departamento de Agricultura de los EE.UU. (USDA). Servicio de

Investigacion Agricola, 2005.
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2.1.9

Contaminacion bacteriana de la carne de res

La carne se halla expuesta a la contaminacién
microbiana desde el momento en que se desangra al
animal hasta el momento de su consumo. Suele
encontrarse, en la piel y en la canal, los mismos
microorganismos bacterianos entre ellos Achromobacter,
Micrococcus, Flavobacterium y Pseudomoénas. La
contaminacion puede ocurrir también durante las demas
operaciones de manejo a que se someta posteriormente
la carne, tales como la refrigeracién, congelacion,
industrializacion, empacado, etc. (Arguedas P., 1998);
debido a la gran variedad de fuentes de contaminacion,
los tipos de microorganismos que suelen encontrarse en
las carnes son muchos y muy variables. La contaminacion
de canales bovinos, después del sacrificio y enfriamiento
es variable y puede ser constituida de 10*- 10°> mesdfilos
aerobios por cm?. Los contaminantes mas comunes de las
canales son bastones Gram- negativos y micrococos,
incluidas Pseudomoénas  spp., Moraxella  spp.,
Acinetobacter spp., Flavobacterium spp., entre otras.

Siendo la contaminacién muy variable pueden incluirse

36



2.1.10

patégenos como Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Yersinia enterolitica/pseudotuberculosis, Campylobacter
jejuni/coli, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Clostridium  perfringens y  Clostridium  botulinum
(Restrepo D. et al.,, 2001). Las Pseudomoénas y las
bacterias del grupo Moraxella/Acinetobacter son
habitualmente los microorganismos aerobios presentes en

las microbiota de la carne. (Mateauda J., 2013)

Bacterias aerobias mesofilas

Grupo heterogéneo de bacterias capaces de crecer
entre 15 y 45 °C con un rango optimo de 35 °C
(Arguello J., 2010). Su presencia en los alimentos puede
estar relacionada directamente con la manipulacion, la
frescura o la descomposicion del producto y su

temperatura de conservacion (Venegas et. al., 1990).

Segun Restrepo, D. et al., 2001, entre algunas

alteraciones a la carne desencadenadas en condiciones

de aerobiosis tenemos:
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— Mucosidad superficial: producidas por Pseudomonas,
Flavobacterium, Micrococcus.

— Modificaciones en el color: Puede variar a verde,
pardo o gris, como consecuencia de la produccion de
oxidantes por parte de bacterias especialmente de los
géneros Bacillus y Pseudomonas.

— Modificaciones sufridas por las grasas
(enranciamiento): producidas por especies lipoliticas
como Pseudomodnas y Bacillus.

— Olores y sabores extrafios: Por el crecimiento
bacteriano en la superficie de la carne y es el primer
sintoma de alteracién. Los géneros de bacterias
involucrados en esta alteracion son Pseudomonas,

Flavobacterium, Microbacterium y Lactobacillus

Los géneros de bacterias aerobias mesofilas que

con mayor frecuencia se aislan durante el proceso de

alteracion de carne de res, se sefialan en la tabla 4.
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Tabla 4

Géneros de bacterias aerobias mesdfilas mas frecuentes

aislados en carnes frescas

Frecuencia
Género Reaccion de X: se sabe ocurre
Gram XX: indicado con mas
frecuencia
Acinetobacter - XX
Aeromonas - XX
Alcaligenes - X
Bacillus + X
Corynebacterium + X
Enterococcus + XX
Escherichia - X
Flavobacterium - X
Lactobacillus + X
Lactococcus + X
Leuconostoc + X
Listeria + X
Microbacterium + X
Moraxella - XX
Pseudomonas - XX
Salmonella - X
Serratia - X
Staphylococcus + X
Yersinia - X

Fuente: Jay J. (2000).
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En la tabla 5 se indica el limite permisible de
bacterias aerobias mesoéfilas en alimentos considerados

de alto riesgo; entre ellos figura la carne de res.

Tabla 5
Limite permisible de colonias de bacterias aerobias

mesdfilas de algunos alimentos

Limite ufc/ g o ml

Alimento

m M
Leche 2 x 10* 5x 10*
Carne bovina 10° 10’
Pescado fresco 5x 10° 10°
Crustaceos frescos 5x 10° 10°
Huevo frescos 10 10?
Mayonesa 10* 5x 10*

Fuente: NTS N° 071-. MINSA/DIGESA-V.01.

En el recuento de bacterias aerobias mesofilas se
estima la microflora total, sin especificar los tipos de
microorganismos. Los resultados del recuento, refleja la
calidad sanitaria de un alimento, las condiciones de
manipulacion y las condiciones higiénicas de la materia
prima. Un recuento bajo de aerobios mesdfilos no implica

ni asegura la ausencia de patégenos o sus toxinas; de la
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2.1.11

misma manera un recuento elevado no significa presencia

de flora patégena (Serrano D., 2014).

Conservantes alimentarios naturales

Pineda M. (2003) afirma: “Los conservantes son
sustancias que se afiaden a los productos alimentarios
para protegerlos de la alteraciones biolégicas como
fermentaciones, enmohecimiento y putrefacciones. Los
conservantes deben reunir los siguientes requisitos: no
ser toxicos ni perjudiciales en las dosis afiadidas, no
descomponerse en productos toxicos, no deben utilizarse
para enmascarar ingredientes o alimentos en mal estado

y deben de ser de facil identificacion analitica.”

Rodriguez E. (2011) menciona que los
conservadores se adicionan con el propésito de controlar
el crecimiento de microorganismos (bacterias y hongos) y
pueden ser quimicos (artificiales) o naturales. A pesar de
que la mayor parte de los conservadores usados en
alimentos son de origen quimico, existen productos de

origen natural provenientes de plantas. El uso de aditivos
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alimentarios de origen natural implica el aislamiento,
purificacion, estabilizacion e incorporacion de dichos
compuestos a los alimentos con fines antimicrobianos, sin
que ello afecte negativamente a las caracteristicas
sensoriales, nutritivas y a su garantia sanitaria. Esto se
logra manteniendo los costos de formulacion,
procesamiento 0 comercializacion. Los sistemas
antimicrobianos naturales pueden clasificarse por su

origen en:

e Origen animal, incluye proteinas, enzimas liticas
tales como lisozima, hidrolasas tales como lipasas y
proteasas y polisacaridos como el quitosan.

e Origen vegetal, incluye compuestos fendlicos
provenientes de cortezas, tallos, hojas, flores, acidos
organicos presentes en frutos y fitoalexinas
producidas en plantas.

e Origen microbiano, incluye compuestos producidos

por microorganismos.
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Condiciones aceleradas de conservacion

Para algunos productos alimenticios, determinar
la vida de anaquel, significa tenerlos bajo estudio varios
meses, razon por la cual se utilizan pruebas aceleradas
para obtener resultados rapidos. En una prueba
acelerada se modifica uno o mas de los factores
responsables del deterioro del alimento como son la
temperatura, la humedad, la luz y el oxigeno. En estas
pruebas, es importante considerar que todos los
microorganismos tienen una temperatura optima, minima
y maxima de crecimiento, esto significa que a
determinada temperatura la velocidad de duplicacion (o
la velocidad de crecimiento poblacional) es mayor. Las
pruebas aceleradas han sido muy uatiles en la industria
de alimentos para determinar la estabilidad en anaquel
de productos que al evaluarlos en condiciones

ambientales llevaria mucho tiempo (Morales A., 2007).
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2.2 Enfoques Tedrico — Técnicos

2.2.1

2.2.2

Extraccion hidroalcohdlica o maceracion

La extraccion hidroalcohdlica se llevara a cabo
segun lo realizado por Ortuiio M. (2006), quien describe
gue este procedimiento se opera por extraccion de la
planta (generalmente seca) con una disolucién de
alcohol en agua del 25 al 50 %. La planta triturada se
mezcla con la disolucion alcohdlica y se conserva en un
recipiente, en un lugar fresco y oscuro. El liquido debe
cubrir totalmente el material vegetal. Periddicamente se
agita el recipiente para homogeneizar la mezcla. Pasado
el tiempo previsto se cuela y filtra el extracto que se

envasa y se almacena en forma adecuada.

Determinacion del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind
usando el método de Folin — Ciocalteu aplicado por
Trujillo M. (2010); quien realiz6 la cuantificacion
utiizando una curva estandar de acido galico

(0 — 20 pg/ml). Como variante, en el presente estudio se
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reemplazé el acido galico por &cido tanico. La curva de
calibracion se realiz6 a diferentes concentraciones de
acido tanico (AT) a partir de una solucién estandar de
0,1 mg/ml (de 20 a 100 pl). Los volumenes se
completaron a 0,5 ml con la cantidad correspondiente de
agua destilada. Para la reaccion colorida, se agregaron
250 pl del reactivo de Folin - Ciocalteu 1 N; finalmente,
se afadieron 1 250 pl de una solucion de carbonato de
sodio al 20 % y se dejo reposar por 2 horas. La lectura
se realiz6 en un espectrofotometro a una longitud de
onda de 725 nm. Para la determinacién de compuestos
fendlicos en la muestra se tomaron 500 ul de extracto,
por lo que no se adicion6 agua, se mezclé con 250 ul de
reactivo Folin - Ciocalteu, posteriormente se adiciona
1 250 pl de carbonato de sodio al 20 %, se dejo reposar
en oscuridad por 2 h y finalmente se realizé la lectura
espectrofotométrica a 725 nm. El valor obtenido de la
muestra se interpol6 con la curva estandar de &cido
tanico previamente realizada. El contenido de fenoles
totales se expresd en microgramos equivalente de acido

tanico por ml de extracto (ug EAT/mI).
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Recuento de bacterias aerobias mesofilas
Se lleva a cabo siguiendo las especificaciones del
fabricante, 3M Petrifilm™ AC, (Anexo 1); que a su vez se

basa en el método oficial AOAC 990.12.

Se sefalan pues cuatro pasos generalizados. El
primero se refiere a la preparacion de la muestra, donde
se indica el modo de preparar una dilucién 10, se
deberd pesar una cantidad de muestra en una bolsa
Stomacher o cualquier otro contenedor estéril, luego se
adiciona la cantidad apropiada de diluyente estéril para
llegar a la dilucion requerida. Este diluyente estéril puede
ser: tampodn Butterfield, agua peptonada, diluyente de sal
peptonada, buffer de agua peptonada, solucién salina,
caldo letheen libre de bisulfato o agua destilada;
procurando no utilizar buffers que contengan citrato,
bisulfito o tiosulfato de sodio. Una vez afiadido el
diluyente se homogeniza la muestra mediante métodos
usuales. En la presente investigacion a partir de esta
dilucién (10 se pueden obtener diluciones sucesivas

dependiendo de la carga microbiana con la que se
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espera trabajar, para ello se usan tubos de ensayo con 9
ml de agua peptonada en cada uno; al primero se le
afiadira 1 ml de la dilucion 10™, al segundo se le afiadira
1 ml del tubo anterior y asi sucesivamente. El segundo
paso es la inoculacion, para lo cual es necesario contar
con una superficie plana donde colocar el petrifilm. Una
vez posicionada la placa, se levanta la pelicula superior
de la misma y con una micropipeta perpendicular a la
placa se coloca 1 ml de muestra en el centro de la
pelicula cuadriculada inferior, posteriormente se deja
caer libremente la pelicula superior sobre la dilucién,
para finalmente con el dispersor, el cual tiene forma de
disco, se realiza una suave presion para distribuir la
muestra sobre el area circular, levantamos el disco
esperamos 1 minuto para que solidifique el gel e
incubamos. El tercer paso es la incubacion, la cual
requiere colocar las placas apiladas en un maximo de 20
unidades, con la cara hacia arriba. El tiempo de
incubacion segun el método AOAC 990.12 es de 48 h +
3 ha35°C+1°C. El cuarto paso es la interpretacion de

resultados, que se realiza utilizando una lupa si es que la
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iluminacién es adecuada o en todo caso un contador de
colonias. Para la interpretacion de resultados se utiliza la
guia brindada por el fabricante del producto la cual se

registra en el Anexo 2.

Marco Referencial

Jiménez P. (2010), en su tesis “Efectos de la Adicion de
Extractos de Hojas de Olivo o Palto en la Estabilidad
Termooxidativa de Aceites de Diferente Insaturacion”, seca las
hojas en una estufa a 45 °C por 18 horas hasta obtener una
humedad de 8 — 10 %. Para el proceso de obtencion del extracto
usa el método hidroalcohdlico, donde menciona un tiempo de
extraccion de 24 horas (no indica la temperatura de trabajo), usa
una relacion agua:etanol v/v de 50:50; indica también que se
debera evaporar el extracto hasta un 50 % de su volumen inicial;

pero no indica a que temperatura.

Gomez, A. et al. (2012), en la investigacion “Optimizacion de
la Extraccion de Compuestos Fendlicos Naturales a partir de
Orujos de Uva”, tiene por objetivo aumentar el rendimiento de

compuestos fendlicos en el extracto de orujo de uva utilizando el
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método hidroalcohdlico. Extrae los componentes fendlicos a una
temperatura de 40 °C. El extracto obtenido, una vez centrifugados,
se somete a evaporacion rotatoria a 40 °C para evaporar el etanol

(no indica el tiempo de evaporacion).

Alvis, A. et al. (2011), en la investigacion “Obtencion de
Extractos Hidro-Alcoholicos de Limoncillo (Cymbopogon citratus)
como Antioxidante Natural”, estudia la relacion agua:etanol v/v en
la extraccion de compuestos fendlicos. Utiliza etanol de 95°
(indicando que 95° representa una concentracion del 100 %) y una
relacion de hojas/solvente de 1:20 p/v. Determind el contenido de
fenoles totales por el método Folin — Ciocalteu. Los resultados
demuestran que la relacion agua/etanol 50/50 v/v es la que permite

obtener mayor contenido fendlico.

Roncales P. (2010), estudi6 los efectos de los antioxidantes
y antimicrobianos de extractos de plantas para mejorar la
conservacion de carnes. El estudio se realizd sobre plantas como
el romero y el orégano, los cuales poseen componentes fendlicos,
demostrando que poseian un importante efecto inhibidor del

crecimiento microbiano en carnes frescas. Estos resultados
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permiten fortalecer la idea de que el extracto de hojas de olivo, al
igual que el orégano y el romero, también posee la propiedad de

inhibir el crecimiento bacteriano.

Robles M. (2010), en su tesis titulada “Efecto de extractos de
productos naturales para controlar la presencia de Campylobacter
Jejuni 'y Salmonella spp. en carne molida de pollo”, tiene por
objetivo general, evaluar la actividad antimicrobiana de extractos de
plantas in vitro sobre Salmonella spp. y Campylobacter jejuni; y
probar su eficacia en carne molida de pollo contaminada
artificialmente y conservada a 4 °C. Cuando se aplico los extractos
a carne molida de pollo solamente el extracto de tomillo presento
efecto antimicrobiano sobre el Campylobacter jejuni. El poder

antimicrobiano del tomillo se perdi6 al tercer dia de tratamiento.

Lizcano A. y Vergara J. (2008), en su tesis titulada
“Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos
etandlicos y/o aceites esenciales de las especies vegetales
Valeriana pilosa, Herperomeles ferruginea, Myrciantes rhopaloides
y Passiflora manicata frente a microorganismos patégenos Yy

fitopatogenos”, tiene por objetivo observar y determinar el efecto
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antimicrobiano de extractos etandélicos vegetales con componentes
fendlicos frente a organismos patégenos como el E. coli, Bacillus
subtillis, S. aureus, Candida albicans y Alternaria sp. La conclusion
a la que llega es que todos los extracto presentan poder
antimicrobiano; siendo el extracto de Passiflora manicata el de
mayor actividad antimicrobiana. Hay que sefialar que trabajé con
bacterias aerobias (Bacillus subtillis) y aerobias facultativas (E. coli,

S. aureus).

Estrada S. (2010), en su tesis titulada “Determinacion de la
actividad antibacteriana in vitro de los extractos de romero
(Rosmarinus officinalis) y tomillo (Thymus vulgaris)”. Evalta la
accion de extractos de romero y tomillo sobre bacterias como
S. aureus, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Candida albicans y Pseudoména aeruginosa. Concluye que los
extractos de ambas plantas presentan actividad antibacteriana
debido a componente fendlicos, frente a S. aureus y Pseudomona

aeruginosa.
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CAPITULO llIl: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1 Hipotesis

3.1.1. Hipotesis de la investigacion (Hi)
La aplicacion de extracto fendlico de hojas de olivo
(EFHO) reduce la carga inicial de bacterias aerobias

mesofilas presentes en carne de res.

3.1.2. Hipotesis nula (Ho)
La aplicacion de extracto fendlico de hojas de olivo
(EFHO) no reduce la carga inicial de bacterias aerobias

mesofilas presentes en carne de res.

3.1.3. Hipotesis especificas
- H1: Al menos una de las concentraciones de EFHO
utilizadas para el tratamiento de carne de res fresca
magra  presenta un  efecto  antimicrobiano
significativamente superior al efecto producido por las

otras dos concentraciones.



3.2 Variables

Ho: Ninguna de las tres concentraciones de EFHO
utilizadas para el tratamiento de carne de res fresca
magra presenta diferencias significativas en relacion a

Su poder antimicrobiano.

H1: El tiempo de tratamiento afectara el poder
antimicrobiano del EFHO.
Ho: El tiempo de tratamiento no afectara el poder

antimicrobiano del EFHO

3.2.1. Identificacién de variables

a. Variable independiente

Concentracion de EFHO para el tratamiento de carne
de res fresca.

Tiempo de tratamiento.

b. Variables dependientes

Recuento de colonias de bacterias aerobias

mesofilas.
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3.2.2. Indicadores de las variables

a.

Indicador de la variable concentracién de EFHO para
el tratamiento de carne de res fresca magra:
Concentracion porcentual de extracto diluido expresado

en % viv.

Indicador de la variable tiempo de tratamiento:
tiempo de tratamiento expresado en minutos y horas de

tratamiento.

Indicador de la variable recuento de colonias de
bacterias aerobias mesofilas:
Conteo de colonias de BAM en placa petrifilm expresado

en ufc/g de muestra.
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3.3

Operacionalizacion de variables

Titulo: “Evaluacion del efecto del extracto fendlico de hojas de olivo (Olea europaea L.) var. sevillana sobre
las bacterias aerobias mesoéfilas de la carne de res fresca magra”

Variables

Definicién Conceptual

Definicién Operacional

Indicador

Independiente

Concentracion
porcentual de

Concentraciéon del extracto diluido, que
se aplicara a cada muestra de carne de
res fresca magra. Las diluciones se

10 % viv = 10 ml de EFHO + 90 ml de
agua destilada.
20 % viv = 20 ml de EFHO + 80 ml de
agua destilada.

Concentracion
del extracto
expresado en %

EFHO h_aran con respecto a 100 ml de extracto 30 % VvV = 30 ml de EEHO + 70 ml de VIV,
diluido. ,
agua destilada.
Tlempp durante el cual la carne se Tiempo total: 5 horas. Tiempo de
. pondra en contacto con el extracto| ;- A o . .
Tiempo de Primer analisis microbioldgico: 10 minutos. tratamiento

tratamiento

fendlico diluido (concentracion
determinada). Tiempo en el cual se ha
de realizar los andlisis microbiol6gicos.

Segundo andlisis microbioldgico: 3 horas.
Tercer andlisis microbiolégico: 5 horas.

expresado en
minutos y horas

Dependientes

Recuento de
bacterias aerobias
mesdfilas

Método que muestra el grado alteracion
de los alimentos. Calificando la calidad
de la carne de acuerdo al niumero de
colonias bacterianas contadas.

Segun guia de interpretacion para el
recuento de bacterias aerobias en placas
petrifilm (Anexo 2).

ufc/g
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3.4.

Matriz de consistencia

TITULO: “Evaluacion del efecto del extracto fendlico de hojas de olivo (Olea europaea L.) var. sevillana sobre las bacterias aerobias mesoéfilas de la carne de res fresca magra”

Problema Objetivos Hipotesis Variables Poblacién y muestra Disefio . Tecnicas e Estadigrafo
instrumentos
Problema Principal Objetivo General Hipotesis General Independiente Poblacién Tipo Espectrofotometro Cuadro
La aplicacion de extracto fendlico de Experimental ANOVA.
¢ Qué efecto tendra la | Estudiar el efecto del | hojas de olivo (EFHO) en carne de res | Variable X1 Para la obtencion del Método AOAC
aplicacion de EFHO | extracto fendlico de | fresca magra reduce la carga de| - Concentracién | extracto fendlico, la 990.12: Recuento
var. sevillana sobre las | hojas de olivo(Olea | bacterias aerobias mesdfilas. porcentual de | poblacion estara formada Nivel de bacterias
bacterias aerobias | europaea  L.) var. EFHO para el |por arboles de olivo | Correlacional aerobias en
mesofilas (BAM) | sevillana  sobre las Hipotesis Nula tratamiento de | pertenecientes a una | Explicativo placas petrifim
presentes en la carne | bacterias aerobias | La aplicaciéon de extracto fenolico de carne de res | hectarea de terreno ubicado
de res fresca magra? | mesotfilas de carne de | hojas de olivo (EFHO) en carne de res fresca. en la Cooperativa 28 de Guia de
res fresca magra. fresca magra no reduce la carga de Agosto, parcela 13, zona de interpretacion de
Problemas bacterias aerobias mesdfilas. La Yarada. recuento de
Secundarios Objetivos Especificos Variable X2 Para evaluar el poder bacterias aerobias
Hipétesis Especificas - Tiempo de antimicrobiano del EFHO en en placas petrifilm

a. ¢Cual sera el
contenido total de
fenoles del
EFHO?

b. ¢ Cuél
concentracion
tendra la accién
mas efectiva
contra las
bacterias aerobias
mesofilas de la
carne de res
fresca magra?

c. ¢, Qué efecto tendra
el tiempo de
tratamiento sobre
el poder
antimicrobiano del
EFHO?

a. Determinar el
contenido de fenoles
totales presentes en
el EFHO.

b. Determinar la
concentracién de
EFHO que presente
la accion mas
efectiva contra
bacterias aerobias
mesofilas en carne
de res fresca magra.

c. Evaluar el
comportamiento del
poder
antimicrobiano del
EFH durante el
tiempo de
tratamiento.

H1: Al menos wuna de las
concentraciones de EFHO utilizadas
para el tratamiento de carne de res
fresca magra presenta un efecto
antimicrobiano significativamente
superior al efecto producido por las
otras dos concentraciones.

Ho: Ninguna de las  tres
concentraciones de EFHO utilizadas
para el tratamiento de carne de res
fresca magra presenta diferencias
significativas en relacién a su poder
antimicrobiano.

H1: El tiempo de tratamiento
afectara el poder antimicrobiano del
EFHO.
Ho: El tiempo de tratamiento no
afectara el poder antimicrobiano del
EFHO.

tratamiento.

Dependientes

Variable Y
- Recuento de
colonias de
bacterias
aerobias
mesofilas.

carne de res fresca magra
la poblacién estara dada por
los puestos de venta de
carne de res del mercado
Miguel Grau de Tacna.

Muestra

Mediante  muestreo  no
probabilistico, se
recolectaron hojas hasta
completar 250 g; tomando
de 25 arboles de olivo un
aproximado de 10 g de
hojas.

Para evaluar el poder
antimicrobiano del EFHO en
carne de res fresca magra
se usa un muestreo no
probabilistico; donde las
muestras fueron cortes de
carne de res magra tipo
ossobuco, cada pieza de
250 g aproximadamente.




4.1.

4.2.

CAPITULO IV: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Tipo de investigacion
La investigacion es del tipo experimental y de nivel

correlacional explicativo.

Poblacién y muestra

Para la obtencién del extracto fendlico, la poblacién estara
conformada por arboles de olivo pertenecientes a una hectarea de
terreno ubicado en la Cooperativa 28 de Agosto, parcela 13, zona
de La Yarada, con coordenadas: 18° 09' 46,3" S 70° 27' 34,2" O. La
recolecciéon se realizé durante el mes de agosto. Urefia J. (2009)
indica que para un analisis foliar, se deben tomar cuatro hojas de
cada uno de los arboles tratando de tomar en los cuatro puntos
cardinales; y para que la muestra sea representativa se debe
recolectar minimamente 70 hojas. En este caso siguiendo un
muestreo no probabilistico se recolectaron hojas hasta completar
250 g; tomando de 25 arboles de olivo un aproximado de 10 g de

hojas. Para evaluar el poder antimicrobiano del EFHO en carne de



4.3.

res fresca magra se usa un muestreo no probabilistico; siendo la
poblacion los puestos de venta de carne de res del mercado Miguel
Grau de Tacna, y las muestras fueron cortes de carne de res

magra corte ossobuco, cada pieza de 250 g aproximadamente.

Materiales y métodos

4.3.1 Materiales

a. Laboratorio
- Tubos de ensayo.
- Gradillas.
- Pipetas.
- Matraces.
- Vasos de precipitado.
- Embudo de vidrio.
- Embudo Bichner.
- Bandejas espectrofotométricas 1mm de espesor.
- Placas Petrifim™ AC.
- Bolsas estériles Stomacher.
- Mecheros.

- Lupa.
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b. Otros
- Frascos de vidrio color ambar.
- Tapers de plastico.
- Hilo.
- Papel kraft.
- Algodon.
- Tijeras.

- Cuchillo.

c. Equipos

- Secador de aire caliente: Temperatura
establecida 50 °C.

- Equipo de filtracion al vacio: Presion de succién
producida por el motor entre 0 — 1 bar.

- Evaporador rotatorio marca IKKA. Modelo RV 05
BASIC 1-B 115V. Capacidad 1L. Rango de
temperatura entre 20 — 225 °C.

- Espectrofotometro HP UV- Vis Agilent 8453.
Longitud de onda UV entre 190 - 800 nm.
Longitud de onda visible entre 370 — 1 100 nm.

- Autoclave. Rango de presion entre 0 — 4 bar.
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- Balanza analitica marca Ohaus Adventure AR
1 140. Capacidad de 65 — 210 g. Sensibilidad
0,1g.

- Balanza mecénica DIAL - O - GRAM®.
Capacidad 310 g. Sensibilidad 0,01 g.

- Equipo Stomacher — Homogeneizador marca
Seward con un rango de velocidades de entre 75
y 300 rpm.

- Mezclador vertical VWR. Capacidad max. 294 g.
rango de velocidades entre 500 — 3 000 rpm.

- Incubadora. Temperatura constante de 35 °C.

- Refrigeradora marca INRESA modelo

[450GWBNL1.

d. Reactivos
- Alcohol 96°.
- Carbonato de sodio anhidro.
- Acido tanico.
- Reactivo Folin - Ciocalteu 1N.

- Peptona Merck.
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- Tamiz 800 um

- T° de almacenado: 4 °C

4.3.2 Métodos

4.3.2.1. Diagrama de flujo para la obtencién de

extracto fendlico de hojas de olivo

5 - 250 g de hojas frescas
RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DE - Hojas sin problemas fisicos ni

HOJAS DE OLIVO patoldgicos
50 °C por 24 horas }

SECADO DE HOJAS DE OLIVO */ - 135 g de hojas secas /

TRITURADO DE HOJAS SECAS

Resultado: 50 g de polvo de hojas de olivo

(soluto) + 35 g de polvo de hojas de olivo

* no utilizado + 10 g de partes de la hoja no
triturados

TAMIZADO /
~ . - Solvente: agua/alcohol 50/50 v/v.
EXTRACCION HIDROALCOHOLICA * - Relacion soluto/solvente: 1/20 p/v
A . - Volumen inicial: 1 L
FILTRACION AL VACIO = - Volumen final: 762 ml
- Presion 0,6 bar
- Temperatura 40 °C /

Presién 0.6 bar

- 42 horas.
- T°19+2

55 rpm.

- Tiempo 4 h - Volumen inicial: 762 ml
- Velocidad de rotacidn: EVAPORACION ROTATORIA * - Volumen final: 382 ml de extracto
de hojas de olivo concentrado

- Método de Folin - DETERMINACION DE FENOLES -/ - Concentracién calculada = 18,854 ug
Ciocalteu TOTALES EN EL EXTRACTO EAT/ ml de extracto

Figura 2. Diagrama de flujo de la obtencion del extracto fenélico de hojas
de olivo

Fuente: Elaboracién propia, 2015.
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a. Recolecciéon y acondicionamiento de hojas de olivo

Se recolectaron 250 g de hojas de olivo, segun lo
establecido en el item de poblaciéon y muestra; ademas
se tomaron en cuenta técnicas usadas en laboratorios
dedicados al andlisis foliar; descartando hojas que
presenten problemas patoldgicos. Terminada la
recoleccion, las hojas fueron sometidas a lavado con
agua potable, para finalmente ser secadas al aire libre

(secado primario).

b. Secado de hojas de olivo con aire caliente
Se colocaron las hojas en bandejas de metal;
procurando que no queden unas sobre otras para que el
secado sea homogéneo. Un total de 250 g de hojas de
olivo se sometieron a secado por aire caliente a 50 °C.
El proceso se llevd a cabo en un tiempo de 24 h;
después del cual las hojas presentaban una estructura

guebradiza lo que permitié pulverizarlas.
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c. Triturado
Utilizando un mortero se redujo el tamafo de las
hojas hasta obtener un polvo. Algunas partes como el
peciolo o la nervadura principal de las hojas no pudieron
ser trituradas, no siendo este ningun problema ya que

serian eliminadas en el proceso de tamizado.

d. Tamizado
Se llevé a cabo con un tamiz de 800 um. Se
tamizo el material triturado y se separaron 50 g de polvo
fino de hojas de olivo que sera usado para la
preparacion de 1L de extracto; pues la relacion
hojas: solvente establecida por bibliografia es de 1:20

p/v.

e. Extraccion hidroalcohoélica
En un vaso de precipitado de 1L se preparo la
mezcla de agua y alcohol en una relacién de 50/50 v/v. A
continuacion el solvente hidroalcohdlico se depositd en
un matraz que contenia el polvo fino de hojas de olivo

tamizado (50 g), finalmente se agitd la mezcla para
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homogeneizar. Se dejé macerar en un ambiente oscuro,
para proteger los componentes fendlicos sensibles a la
luz, por un periodo de 42 horas; durante este tiempo se

realizaron agitaciones periédicas.

Filtracion al vacio

Para esta operacion se utilizd el equipo de
filtracion al vacio: motor, manguera, matraz kitasato,
embudo Buchner con tapén, papel filtro N°1. Se llevo a

cabo el proceso con una presion de trabajo de 0,6 bar.

. Evaporacion rotatoria

Para este proceso, cuyo objetivo es eliminar el
alcohol que forma parte del extracto primario, se usé un
rotavapor marca IKA RV 05 BASIC; a una velocidad de
rotacion 55 rpm (velocidad 1). Se inicia la evaporacion
con 762 ml del extracto obtenido de la filtracion. La
presion y la temperatura de trabajo fueron de 0,6 bar y
40 °C, respectivamente. El tiempo de evaporacién fue de
4 h hasta que se obtuvo un concentrado igual al 50 %

del volumen inicial. El extracto concentrado se almacena
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en un envase ambar y se mantiene en refrigeracion

(4 °C) hasta su uso o analisis.

h. Determinacion de fenoles: Método Folin - Ciocalteu
» Preparacion de carbonato de sodio al 20 %.

La solucion se prepar6 un dia antes de la
lectura espectrofotométrica. En un tubo de ensayo
se diluyeron 2 g de carbonato de sodio anhidro en
8 ml de agua destilada, se llevé a ebullicion y se
enfrio al finalizar. Se cubrié el tubo para evitar la
exposicion a la luz y al aire. Se Dejo reposar 24
horas a temperatura ambiente; luego de lo cual se

filtré y enrazd hasta completar 10 ml.

» Preparacion de solucion stock de acido tanico
(0,1 mg/ml)

Se pesaron 25 mg de acido tanico y se los
disolvi6 en 25 ml de agua destilada (solucién
primaria de &cido tanico). Se tomé6 una alicuota de
1 ml, aforando a 10 ml de agua destilada en un tubo

de ensayo, de este modo se obtuvo la solucién
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stock. Es importante resaltar que esta solucién se
debe usar lo mas fresca posible, por lo que es
preferible prepararla al instante ya que si se
mantiene conservada, al momento de su aplicaciéon
no tendra reaccion cuando se le adicione el reactivo

Folin - Ciocalteu.

» Preparacion de la curva de calibracion de acido
tanico
Este procedimiento se debe llevar a cabo en
un ambiente con poca luz. Se requeriran 6 tubos de
ensayo de preferencia pequefios; ya que los
volumenes de reactivos a adicionar estan
establecidos en microgramos; estos tubos estaran a
Su vez cubiertos con papel para evitar la reaccion del
acido tanico con la luz. Terminada la preparacion de
tubos para la curva de calibracion, se repite el
procedimiento reemplazando el &cido tanico por el
EFHO; para ello, en un tubo de ensayo se agrega
los volumenes indicados en la tabla 6, referente al

EFHO. Luego de haber afiadido los volimenes
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indicados de reactivos se deja reposar por 2 h. Para
la lectura en el espectrofotometro a 725 nm, se
utilizaron cubetas de plastico de 1 mm de paso
optico, en las cuales se coloco el contenido de cada

uno de los tubos de ensayo.

Tabla 6
Reactivos y volumenes para determinar la curva de calibracion y para la

muestra de extracto fendlico de hojas de olivo.

Reactivo

pl de solucién Agua . Solucién
Tubo stock Ac. Tanico destilada C;oclzt;u Na,CO;
0,1 mg/ml (uh) W) (uh)
E Blanco 0 500 250 1 250
& 1 20 480 250 1 250
% 2 40 460 250 1 250
s 3 60 440 250 1250
E 4 80 420 250 1 250
3 5 100 400 250 1 250
@)
E M 500 0 250 1250

Nota: M =Extracto

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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4.3.2.2. Diagrama procedimental para el tratamiento con
extracto de hojas de olivo a muestras de carne

de res fresca.

PREPARACION DE LAS CONCENTRACIONES DE EFHO
DILUIDO AL 10 %, 20 %, 30 % v/v

TRATAMIENTO DE MUESTRAS DE CARNE DE RES

ANALISIS MICROBIOLOGICO
DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

A los 10 min post Alas 3 h post Alas 5 h post
tratamiento tratamiento tratamiento

] | |
INCUBACION DE PLACAS PETRIFILM A 35°Cx 48 h

RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

Figura 3. Diagrama procedimental para el tratamiento con extracto de
hojas de olivo a muestras de carne de res fresca.

Fuente: Elaboracién propia, 2015.
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a. Preparacion de las concentraciones de extracto
fendlico de hojas de olivo diluido.

Para comprobar el efecto antimicrobiano del
extracto, se trabajara con concentraciones de 10 %,
20 % y 30 %, diluyendo el extracto concentrado con
agua destilada. La investigacion se realiza sobre la
base de 100 ml de extracto diluido; por lo tanto para

las diluciones se procede de la siguiente manera:

- Para una concentracion de 10 %: a 90 ml de
agua destilada se adicion6 10 ml de extracto de
hojas de olivo.

- Para una concentracion de 20 %: a 80 ml de
agua destilada se adicion6 20 ml de extracto de
hojas de olivo.

- Para una concentracion de 30 %: a 70 ml de
agua destilada se adicion6é 30 ml de extracto de

hojas de olivo.

69



b. Tratamiento de muestras de carne de res magra
con extracto de hojas de olivo

La investigacion se llevd a cabo sobre 12

muestras de carne de res fresca etiquetadas como:

muestra A (4 piezas), muestra B (4 piezas) y

muestra C (4 piezas) distribuidas segun la tabla 7.

Las piezas tienen un peso individual aproximado de

250 g.

Tabla 7

Distribucion de muestras de carne de res

Réplica A
Muestra AO Muestra A1 Muestra A2 Muestra A3
(0 %) (10 %) (20 %) (30 %)
Réplica B
Muestra AO Muestra B2 Muestra B3 Muestra B3
(0 %) (10 %) (20 %) (30 %)
Réplica C
Muestra AO Muestra C2 Muestra C3 Muestra C3
(0 %) (10 %) (20 %) (30 %)

Fuente: Elaboracién propia, 2015
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Para todas las réplicas, el volumen de trabajo
de extracto diluido fue de 100 ml de cada una de las
tres concentraciones para cada muestra de carne de
res (250 g). Para cada tratamiento, se adicion6 en un
recipiente 100 ml de extracto diluido a la
concentracion requerida; posteriormente se sumerge
la muestra exponiéndola por 5 minutos al extracto

diluido (Figura 4).

Figura 4. Muestra de carne sumergida en extracto
de hojas de olivo a determinada
concentracion.

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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Terminado el tiempo de tratamiento se
colocaron las muestras en tapers individuales y se
conservaron a 25 °C por un tiempo total de 5 horas.
Se realiza el mismo procedimiento para cada una de

las réplicas.

Andlisis microbiolégico de bacterias aerobias
mesofilas

El andlisis microbiolégico de bacterias
aerobias mesodfilas de las 4 muestras de carne de
cada una de las réplicas, se llevé a cabo a los 10
minutos post tratamiento, a la tercera hora post
tratamiento y a la quinta hora post tratamiento. Los
analisis son realizados bajo condiciones de
conservacion aceleradas controlando la temperatura
para crear un ambiente propicio para el crecimiento
de las bacterias las cuales crecen a una temperatura
entre 15 y 45 °C; y a la vez emulando una
temperatura ambiente promedio; asi pues, se
conservan las muestras a 25 °C en un refrigerador al

cual se le ha desactivado la produccion de frio,
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utilizando el dispositivo de nivelacion de temperatura
gue tiene incorporado al cual se le ha bajado hasta
un nivel de 0 (cero). Se hace de importancia dejar en
claro que los andlisis se realizaron bajo
asesoramiento profesional, lo cual se deja

constancia en el anexo 3.

Dias antes se realizO una prueba ensayo
sobre una muestra de carne de res sin tratamiento
conservada a 25 °C, para determinar la dilucion con
la que se deberia de comenzar a trabajar, se
determiné que una dilucién de 10 permitia realizar

el recuento a los 10 minutos post tratamiento.

Conocida la dilucion inicial de trabajo, se
procedieron a realizar los analisis microbiologicos de
las muestras. Es necesario indicar que las réplicas
no se realizaron en simultdneo por motivos de
tiempo, espacio de trabajo y material de laboratorio,

realizdndose con un margen de espacio de una
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semana entre ellas, manteniendo el extracto a

temperatura de refrigeracién y protegido de la luz.

Para el andlisis de las 4 muestras de la réplica
A, a los 10 minutos, 3 horas y 5 horas, se utilizaron
1 440 ml de agua peptonada (90 ml para cada
matraz y 9 ml para cada tubo de ensayo). Para su
preparacion se utilizaron 36,72 g de peptona y 1 440
ml de agua destilada (Figura 5). El volumen de agua

peptonada fue distribuida de la siguiente manera:

- 432 ml de agua peptonada para el analisis a los
10 minutos post tratamiento. Donde, se trabajo
hasta una dilucién de 1073, por lo que se usaron
4 matraces y 8 tubos de ensayo.

- 468 ml de agua peptonada para el analisis a las
3 horas post tratamiento. Donde, se trabajo
hasta una dilucién de 10, por lo que se usaron
4 matraces y 12 tubos de ensayo.

- 540 ml de agua peptonada para el analisis a las

5 horas post tratamiento. Donde se trabajo hasta
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una dilucién de 10°, por lo que se usaron 4

matraces y 20 tubos de ensayo.

Figura 5. Agua peptonada tamponada

Fuente: Elaboracién propia, 2015

A continuacion se describe el procedimiento

general realizado para las réplicas A, By C.

- El primer analisis se realizé a los 10 minutos
post tratamiento. Donde se utilizaron 432 ml de
agua peptonada, la cual fue colocada en 4
matraces y 8 tubos de ensayo, material que fue
llevado a esterilizacion en autoclave. Una vez

esterilizada el agua peptonada, se rotularon los
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matraces y tubos de acuerdo a las muestras
para las que vayan a ser destinados, respecto a
la concentraciébn usada para el tratamiento.
Antes de llevar a cabo los analisis, se
acondicion6 el area de trabajo; para ello se
desinfectd con alcohol la superficie de trabajo y
se dispusieron hasta 3 mecheros para asegurar
la asepsia del aire; luego se pesaron sub
muestras de 10 g de cada una de las muestras y
se las redujo de tamafio por medio de cortes
(Figura 6); estas sub muestras se afaden a los

matraces respectivos que contiene agua

peptonada y finalmente se agitan.

Figura 6. Reduccion de tamafio de sub muestras

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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La mezcla de cada matraz, de forma
individual, se introduce en una bolsa estéril
Stomacher para ser homogeneizada en el
equipo Stomacher por 30 segundos. La mezcla

homogeneizada representa la dilucién 10™,

Se procedi6 a realizar diluciones
sucesivas; para esto, de la mezcla
homogeneizada contenida en la bolsa estéril
(dilucién 10" se tomé 1 ml con micropipeta, este
volumen se adicioné al primer tubo, lo que
permitié obtener la dilucién 102 a partir de ella
se tom6 1 ml y se le adicioné al segundo tubo,
obteniendo la diluciéon 107 luego de cada
adicion se debe agitar el tubo en el mezclador

vertical o vortex para homogeneizar la solucion.

Una vez obtenida la dilucion de
inoculacion (10°) para todas las muestras de la
réplica A (A0, Al, A2, A3); se procedid a inocular

en las placas petrifilm (Figura 7). Para ello se
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tom6 1 ml de la dilucibn de trabajo con
micropipeta, se ubic6 el petriflm en una
superficie plana y con cuidado se levantd la
lamina superior. Se colocé en el centro de la
placa el ml tomado de la dilucién de inoculacién,
se dej6é caer la lamina superior haciendo una
suave presién con el dispersor para que la
dilucion se distribuya en el area circular que
forma el dispersor. Ver Anexo 1, referido a las

recomendaciones de uso del petrifilm.

Figura 7. Inoculacion en el centro de la placa
petrifilm.

Fuente: Elaboracién propia, 2015
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Una vez inoculadas, se colocaron los
petrifim a la incubadora a 35 °C por 48 horas.
Luego de lo cual se realiz6 el recuento de
colonias, las cuales fueron contadas con la
ayuda de una lupa (Figura 8). El recuento de
colonias se realiz6 segun lo especificado en el
anexo 1, guia de interpretacion para el recuento

de bacterias aerobias en placas petrifilm.

Figura 8. Recuento de colonias de bacterias
aerobias mesofilas.

Fuente: Elaboracion Propia, 2015
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- A la tercera hora post tratamiento se trabajo
hasta una diluciéon de incubacién de 10™.
Siguiendo los mismos pasos que los descritos
anteriormente, realizandose el recuento 48 horas

después de su incubado.

- A la quinta hora post tratamiento, se trabajo
hasta una dilucién de 10°. Siguiendo los mismos
pasos que los descritos anteriormente,
realizandose el recuento 48 horas después de su

incubado.
Se realizaron 2 inoculaciones por cada

concentracién a determinado periodo de tiempo de

tratamiento.
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5.2

CAPITULO V: TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Técnicas Aplicadas en la Recoleccion de la Informacion

La técnica utilizada para obtener el contenido total de
fenoles en el EFHO, fue la de Folin - Ciocalteu. Los datos derivaron
de la lectura espectrofotométrica, producto de la variacion
colorimétrica de cada una de las muestras de soluciones fendlicas
preparadas con acido tanico y extracto diluido. Los datos obtenidos
fueron recolectados en una tabla de registro (Anexo 4) para formar
una curva de calibracion; donde por medio de interpolacion de
valores se pudo obtener el contenido total de fenoles en el extracto

de hojas de olivo.

La técnica para obtener datos acerca del efecto del EFHO
sobre bacterias aerobias mesdfilas se realizé mediante recuento de
colonias bacterianas haciendo uso del método AOAC 990.12. Los
datos fueron analizados mediante el programa SPSS v. 20, para lo
cual fueron registrados en una base de datos y obteniendo
resultados a través de cuadro ANOVA; donde se pudo determinar

el grado de significancia de cada concentracion respecto al



recuento de colonias microbianas registradas y relacionando entre
si las 3 réplicas realizadas asi como los tiempos de tratamiento en
los cuales se realizaron los analisis microbiol6gicos. Esto permitid

determinar la mejor concentracion.

Los datos obtenidos en el recuento de bacterias aerobias se
utilizan también para buscar explicar el comportamiento del efecto
antimicrobiano del extracto diluido a través del tiempo de
tratamiento. Ya que los grados de significancia respecto al nimero
de colonias contadas entre los tiempos de tratamiento, eran
evidentes; no se creyd necesario realizar un analisis estadistico;
por lo que solo se procedio a registrar los datos en el programa
Microsoft Excel 2010, con los cuales se realizaron gréaficos de
Tiempo vs Recuento de colonias bacterianas; con ello se busca
entender el porqué de su comportamiento utilizando bibliografia y

trabajos referenciales.
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5.3

Resultados

5.3.1. Obtencion del extracto fendlico de hojas de olivo
Para la obtencion del extracto fendélico se trabajo con

el balance de materia prima registrado en la Tabla 8

Tabla 8

Balance de materia prima durante el proceso de extraccion

. Peso o volumen del
Procedimiento
producto
Secado de hojas | Peso de entrada 250 g
de oliva Peso de salida 135¢g
T”u;]ra.‘do de Peso obtenido 95¢g
ojas
Tamizado Peso obtenido | 50g"” + 35 g 7+10 g ™
Volumen 1L
Extraccion Agua/alcohol
hidroalcohdlica Peso de polvo de
X . 5049
hojas de olivo
Extract_o fengllco volumen 1L
pre filtracion
Extractc_) fenp’hco Volumen 762 ml
post filtracion
Extracto bre Volumen 763 ml
evaporacion
Extracto
concentrado post Volumen 382 ml
evaporacion

(*) Peso de polvo de hojas de olivo utilizado en la elaboracion del extracto

(**) Peso de polvo de hojas de olivo no utilizado.

(***) Peso compuesto por partes de las hojas no trituradas como la nervadura

central o el peciolo.

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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a. Determinacion del contenido de fenoles totales

Se realiza mediante espectrofotometria e
interpolacion, lo que permite calcular el contenido total
de fenoles. En el anexo 4 se presentan, los pg de AT
(acido tanico) que presentan cada uno de los tubos con
los cuales se elabora la curva de calibracion; estos
valores derivan de la concentracién de la solucién stock
(SS) de AT (0,1 mg/ml de SS o0 100 pg / 1 000 pl) y del
volumen de solucidn stock agregada al tubo de ensayo
(X ul'ss) dada en la tabla 6. Para hallar los pug de acido

tanico, se dedujo la siguiente formula:

(Xulss)x (100 pg)
1 000 pl ss

ug de AT =

Donde:
X ul ss= Volumen de solucion stock agregada al tubo de

ensayo

(100 pg)

= Concentracion de la solucion stock (SS) de
1000 plss

acido tanico
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Usando bandejas espectrofotométricas de plastico
de 1 mm de espesor, se midieron las absorbancias de
las soluciones de cada tubo de ensayo; las cuales se
presentan en el anexo 4; donde también se registra la
interpolaciéon de valores, con ello determinamos la
cantidad de fenoles; obteniendo un resultado de 18,854

y expresandolo en pg EAT/ml de extracto.

5.3.2. Analisis microbiolégico

Se realizaron 2 inoculaciones por cada concentracion
a determinado tiempo; a cada inoculacion se le realiza el
recuento de bacterias aerobias mesodfilas y se obtiene un
promedio con el cual se trabaja. Se indica que, si bien se
trabaja con diluciones de 103, 10® 10° dependiendo del
tiempo de tratamiento 10 minutos, 3 horas y 5 horas
respectivamente, los valores que se presentan en las tablas
estan expresados en 10°; esto para facilitar su comparacion,
pero por supuesto respetando la dilucion de trabajo.
Ejemplo: un recuento a la quinta hora nos arroja un valor de

182 000 x 10° ufc/g = 182 x 10° ufc/g.
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a. Enrelacién alavariable concentracion porcentual de
extracto
En la tabla 9 se presentan los resultados
obtenidos para la réplica A respecto al recuento de
bacterias aerobias mesdfilas realizadas a las muestras

de carne de res con las tres concentraciones

Tabla 9

Recuento de BAM de la réplica A durante las 5 horas de tratamiento.

RECUENTO
0 % 10 % 20 % 30 %

: 288 140 135 52
10 min 273 135 140 56
258 141 134 60
3 3410 2140 2270 2330

3590 2110 2 565 2 355
horas 3770 2080 2 860 2 380

5 178 000 145000 169 000 158 000
horas 186000 140000 164 000 151 000

182000 142500 166500 154 500

Nota: Los resultados se deberan leer multiplicandolos por el coeficiente 10° ufc/g.

Fuente: Elaboracion propia, 2015

La figura 9, nos muestra el efecto inmediato que tiene
el extracto sobre las bacterias aerobias mesobfilas, ya que se
puede apreciar en el grafico una marcada diferencia entre la
carga microbiana de la muestra sin tratamiento (273 x 1073

ufc/g de carne) y las muestras tratadas; sobre todo aquella
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muestra tratada con una concentracion de extracto diluido
del 30 % (56 x 107 ufc/g de carne). Asi pues, se visualiza
que las concentraciones de 10 y 20 % (135 x 107 ufc/g de
carne y 140 x 102 ufc/g de carne, respectivamente) no
difieren en gran medida en su efecto pero que si evidencian
un poder bactericida importante; por su parte y con una
diferencia evidente, la concentracion de 30 % disminuye en
un 79,5 % la carga bacteriana presente en la muestra de

carne de res fresca.

Recuento de BAM a los 10 min post tratamiento -Réplica A

300

273 x 107

250 +

200 +

0%
m10%

&
o

m20%

UFC/g de carne

m30%

100 A

50

0 -

Figura 9. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las BAM a
los 10 min post tratamiento — Réplica A.

Fuente: Elaboracién propia, 2015
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Las figuras 10 y 11, nos permiten apreciar la
pérdida progresiva del poder antimicrobiano del extracto
de hojas de olivo. Las graficas también nos muestran
gue aunque la concentracion de 30 % es la que tuvo
mejor efecto, es la que pierde su poder antimicrobiano
de manera mas acelerada en comparacién con las otras

dos concentraciones.

Recuento de BAM a las 3 horas post tratamiento -
Réplica A

3590

3500

:

B 0%

[

B 10%
m20%

3

N 30%

x 103UFC/g de carne
P
(9]
g 8

:

5

Figura 10. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las BAM a las
3 horas post tratamiento — Réplica A.

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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Recuento de BAM a las 5 horas post tratamiento -
Réplica A

200000
180000 -
160000 -
140000 -~
120000

182000

m 0%

N 10%
= 20%
B 30%

x 103 UFC/g de carne
é
|

Figura 11. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las BAM a las
5 horas post tratamiento — Réplica A.

Fuente: Elaboracion propia, 2015

En la tabla 10 se presentan los resultados
obtenidos para la réplica B respecto al recuento de
bacterias aerobias mesdfilas realizadas a las muestras
de carne de res con las tres concentraciones. Segun lo
gue se puede apreciar en la figura 12, se reitera que la
concentracion de 30 % es la que obtuvo mejores

resultados antimicrobianos inmediatos.
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Tabla 10
Recuento de BAM de la réplica B durante las 5 horas de tratamiento.

RECUENTO
0% 10 % 20 % 30 %
143 74 57 55
10 min
145 66 53 47
3 3230 1130 410 410
horas 2 480 1280 320 290

5 111 000 82 000 86 000 92 000
horas 96 000 65 000 84000 93000

103500 73500 85000 92 500

Nota: Los resultados se deberan leer adjuntando a los mismos el coeficiente x 10° ufc/g.

Fuente: Elaboracién propia, 2015

Recuento de BAM a los 10 min post tratamiento -
Réplica B

160
144 x 10°

140

120
L)

| 10%
m20%
| 30%

100

UFC/g de carne

Figura 12. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las BAM a los
10 min post tratamiento — Réplica B.

Fuente: Elaboracién propia, 2015
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La figura 13 muestra que a las tres horas de
tratamiento, el extracto aun posee poder bacteriostatico,
manteniendo los niveles de la muestra dentro de los
rangos permitidos, con una gran diferencia frente a la

muestra testigo.

Recuento de BAM a las 3 horas post tratamiento -

Réplica B

3000 2855

2500 -
11}
£
8 2000 - m 0%
QQ
S ® 10%
3 1500 -
2 20%
= |
3 1000 - m 30%
L |
x 365 350

500

o -

Figura 13. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las BAM a
las 3 horas post tratamiento — Réplica B.

Fuente: Elaboracion propia, 2015

La figura 14, muestra que a las 5 horas, el efecto
antimicrobiano se ha perdido casi por completo, que las
muestras han sobrepasado los limites permitidos y que
al igual que en la réplica A, la concentracion de 30 % es

la que mas rapido ha perdido su efecto, inclusive
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presenta una carga bacteriana mayor a las otras dos

concentraciones.

Recuento de BAM a las 5 horas post tratamiento -
Réplica B
120000
103500

@ 100000 -
=
S 80000 - 0%
T = 10%
3 60000 -
2 " 20%
S 40000 1 m30%
L]
20000 -

0 -

Figura 14. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las BAM a las
5 horas post tratamiento — Réplica B.

Fuente: Elaboracion propia, 2015

En la tabla 11 se presentan los resultados obtenidos
para la réplica C respecto al recuento de BAM realizadas
a las muestras de carne de res con las tres
concentraciones. Segun lo que se puede apreciar en la
figura 15, se reitera que la concentracion de 30 % es la
que obtuvo mejores resultados, reduciendo en mas de

un 50 % la carga bacteriana.
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Tabla 11

Recuento de BAM de la réplica C durante las 5 horas de tratamiento.

RECUENTO
0% 10 % 20 % 30 %
651 462 328 316
10 min
639 478 326 318
3 5450 4580 4180 3580
horas 5090 4780 4770 4370

5 322000 300000 209000 314000

353500 303500 207500 320000

horas 385000 307000 206000 326000

Nota: Los resultados se deberan leer adjuntando a los mismos el coeficiente x 10° ufc/g.

Fuente: Elaboracién propia, 2015

Recuento de BAM a los 10 min post tratamiento

700 645x 10°

600 -

500 -
) = 0%
© 327x10°
o 400 -

[ |

9 317x10° 10%
g 300 - m20%
5 = 30%

200 -

100 -

.0 |

Figura 15. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las bacterias
aerobias mesdfilas a los 10 min post tratamiento — Réplica C.

Fuente: Elaboracién propia, 2015
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En la figura 16, se aprecia nuevamente la pérdida

de poder antibacteriano.

Recuento de BAM a las 3 horas post tratamiento

6000
5270

5000 -
c
§ 4000 = 0%
U
T = 10%
o 3000 -
re m20%
2
& 2000 -
=

5
8

0 -

Figura 16. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las bacterias
aerobias mesdfilas a las 3 horas post tratamiento — Réplica C.

Fuente: Elaboracién propia, 2015

Finalmente la figura 17 muestra un resultado
coincidente en las tres replicas donde el extracto con
una concentracion del 30 % pierde aceleradamente su
poder antibacteriano, permitiendo que los

microorganismos se reproduzcan a gran velocidad.
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Recuento de BAM a las 5 horas post tratamiento

400000

353500
350000 -
£ 300000 -
o m 0%
2 250000 -
o m 10%
T 200000 -
rd = 20%
= 150000 -
5 m 30%
= 100000 -
=
50000 -
.0 _

Figura 17. Efecto de las concentraciones de extracto sobre las bacterias
aerobias mesdfilas a las 5 horas post tratamiento — Réplica C.

Fuente: Elaboracion propia, 2015

b. Respecto alavariable tiempo de tratamiento

En la figura 18, respecto al comportamiento de las
bacterias aerobias mesdfilas en relacion al tiempo de
tratamiento de la réplica A, se aprecia el efecto
inmediato que tiene el extracto fendlico a los 10 minutos
sobre todo con la concentracion de 30 %, demostrando
un alto poder bactericida. Pero también se puede
observar que el efecto de esta concentracion se va
perdiendo conforme avanza el tiempo de tratamiento

llegando a la tercera hora a equiparar en poblacién
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bacteriana a las otras dos concentraciones;
manteniendo esta tendencia incluso hasta la quinta hora
de tratamiento. Esto puede deberse a la disponibilidad
de nutrientes y a las fases de crecimiento bacteriano; lo
cual sera motivo de discusion en el apartado

correspondiente.

Grafica Tiempo vs UFC/g - Réplica A

262144
65536
16384

4096
1024
256
64
16

4

1

x103® UFC/g

10 min 3 horas 5 horas
m0% 273 3590 182000

m10%| 135 2110 142500
m20%| 140 2565 166500
H30% 56 2355 154500

Figura 18. Recuento de BAM respecto al tiempo de tratamiento
correspondiente a la réplica A.

Fuente: Elaboracion propia, 2015
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En la figura 19, respecto al comportamiento de
las bacterias aerobias mesofilas en relacion al tiempo
de tratamiento de la réplica B, se observa un
comportamiento  similar al de la réplica A.
Evidentemente se aprecia el poder bactericida del

extracto a la concentracion de 30 %.

Grafica Tiempo vs UFC/g - Réplica B
65536
16384
b0
g o
)
>y 256
= 64
x 16
4
1
10 min 3 horas 5 horas
m 0% 144 2855 103500
m10% 70 1205 73500
20% 55 365 85000
m 30% 51 350 92500

Figura 19. Recuento de BAM respecto al tiempo de tratamiento
correspondiente a la réplica B.

Fuente: Elaboracién propia, 2015

En la figura 20, respecto al comportamiento de

las bacterias aerobias mesoéfilas en relacion al tiempo

97



de tratamiento de la réplica C, presenta el mismo

resultado que el de las réplicas anteriores.

Grafica Tiempo vs UFC/g - Réplica C

262144
65536
016384
J 409
S5 1024
@ 256
S 64
16
4
1

10 min 3 horas 5 horas

0% | 645 5270 353500

m10% 470 4680 303500

20%| 327 4475 207500

®30% 317 3975 320000

Figura 20. Recuento de BAM respecto al tiempo de tratamiento
correspondiente a la réplica B.

Fuente: Elaboracién propia, 2015

c. Del analisis estadistico de los resultados
microbiologicos

Para el analisis estadistico, se utilizd el

Software SPSS v. 20, con el cuél se aplica analisis de

varianza (ANOVA) univariante, tomando como

factores fijos a la concentracion de extracto de hojas

de olivo ([ ]) y al tipo de muestra; y como variable
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dependiente al recuento de bacterias aerobias
mesofilas (BAM). Las tablas y graficas se encuentran

detalladas en el apartado de anexos.

c.1l. Andlisis estadistico de las réplicas A, By C a
los 10 minutos post tratamiento

e Hi: Las concentraciones producen efectos

diferenciales sobre el recuento de BAM a los

10 minutos de tratamiento y por lo menos una es

significativa al recuento de bacterias aerobias

mesofilas de la muestra testigo (0 %).

e Ho: Las concentraciones no producen efectos
diferenciales sobre el recuento de BAM a los
10 minutos de tratamiento y ninguna es
significativa al recuento de bacterias aerobias

mesdfilas de la muestra testigo (0 %).

Se utilizaron los recuentos de bacterias
aerobias mesofilas obtenidas en el laboratorio y se

elabor6 una base de datos (Anexo 5).
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Se elabor6 un andlisis ANOVA (Anexo 6)
utiizando los datos mostrados en el anexo 5. Se
obtuvo que los niveles criticos (Sig.) indican que los
grupos definidos por la variable concentraciéon
poseen recuentos medios significativamente

diferentes (Sig. = 0,021 < 0,05).

Para determinar dénde se hallaban las
diferencias significativas se realiz6 comparaciones
a posteriori; para ello se realizd la prueba de
homogeneidad de varianza (Anexo 7); esta tabla
muestra un Sig. = 0,478 > 0,05; por lo tanto se
afirma que las varianzas de los grupos son

estadisticamente iguales.

Establecido el hecho de que existe igualdad
en las varianzas a lo largo de los grupos se
hallaron las diferencias significativas usando la
Prueba de Tukey (Anexo 8). Como se puede
observar al relacionar la concentracion de 0 % con

la concentracién de 10 % no presenta diferencia
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significativa ya que presenta un Sig.= 0,138 > 0,05;
pero al relacionarlo con las concentraciones de
20 % y 30 % se puede observar que presentan
diferencias significativas ya que presentan

Sig= 0,041y 0,020 ambos menores a 0,05.

En el tabla de subconjuntos homogéneos
(Anexo 9) perteneciente al grupo definido por la
variable concentracion, podemos apreciar que se
agrupan en el subconjunto 1 a las concentraciones
de 10, 20 y 30 % indicando que entre ellas no hay
diferencias significativas; pero coloca a la
concentracion 0 % en el subconjunto 2 junto con la
concentracion de 10 %, lo que indica que entre
ellas no hay diferencias significativas, lo que no
sucede con las otras dos concentraciones con las

cuales si existe diferencia significativa.

Los datos arrojan un grafico de perfil que
muestra las medias marginales de la relacidon

existente entre el recuento de bacterias aerobias
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mesofilas vs. concentracion de extracto de hojas de

olivo.

Medias marginales estimadas de DE BAfC.}T;ERIAS AEROBIAS MESOFILAS (x 10A3
ufclg

MUESTRA
—A
—B

C

600

400

200

Medias marginales estimadas

T T T T
0% 10% 20% 30%

DE EXTRACTO DE HOJAS DE OLIVO (%)

Figura 21. Medias marginales — Recuento de bacterias aerobias
mesdfilas vs. Concentracion de extracto de hojas de
olivo a los 10 minutos post tratamiento.

Fuente: Elaboracion propia, 2015.

c.2. Andlisis estadistico de las réplicas A, By C a
las 3 horas post tratamiento
e Hi: Las concentraciones producen efectos

diferenciales sobre el recuento de BAM en la
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tercera hora de tratamiento y por lo menos una
es significativa al recuento de BAM de la

muestra testigo (0 %).

e Ho: Las concentraciones producen los mismos
efectos o no producen efectos diferenciales
sobre el recuento de BAM en la tercera hora de
tratamiento y ninguna es significativa al recuento

de BAM de la muestra testigo (0 %).

Se utilizaron los recuentos de bacterias
aerobias mesdfilas obtenidas en el laboratorio y se

elabor6 una base de datos (Anexo 10).

Se elabor6é un analisis ANOVA (Anexo 11)
con lo que se obtuvo que los niveles criticos (Sig.),
indican que los grupos definidos por la variable
concentracion poseen recuentos medios

significativamente diferentes (Sig. = 0,016 < 0,05).
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Para determinar las diferencias significativas
se realizaron comparaciones a posteriori. Para ello
se realiza la prueba de homogeneidad de varianza
(Anexo 12); la tabla muestra un Sig. = 0,900 > 0,05;
por lo tanto se afirma que las varianzas de los

grupos son estadisticamente iguales.

Establecido el hecho de que existe igualdad
en las varianzas a lo largo de los grupos, se
hallaron las diferencias significativas usando la
Prueba de Tukey (Anexo 13). Se observa que al
relacionar la concentracion de 0 % con la
concentracion de 10 % no presenta diferencias
significativa ya que presenta un Sig.= 0,059 > 0,05;
pero al relacionarlo con las concentraciones de 20
y 30 % se puede observar que presentan
diferencias significativas ya que respectivamente
presentan Sig= 0,033 y 0,016 ambos menores a

0,05.
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En la tabla de subconjuntos homogéneos
(Anexo 14) perteneciente al grupo definido por la
variable concentracion, podemos apreciar que se
agrupan en el subconjunto 1 a las concentraciones
de 10, 20 y 30 % indicando que entre ellas no hay
diferencias significativas; pero coloca a la
concentracion 0 % en el subconjunto 2 junto con la
concentracion de 10 %, lo que indica que entre
ellas no hay diferencia significativa, lo que no
sucede al relacionarla con las otras dos
concentraciones con las cuales si existe diferencias

significativas.

Los datos arrojan un grafico de perfil que
muestra las medias marginales de la relacidon
existente entre el recuento de bacterias aerobias
mesadfilas vs. concentracion de extracto de hojas de

olivo.
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Medias marginales estimadas de COLONIAS DE BACTERIAS AEROBIAS

MESOFILAS (x 1073 ufclg)

6000

50009

4000

30004

20004

Medias marginales estimadas

10009

MUESTRA
—a
—B

C

T
0%

T T T
10% 20% 30%

[ 1DE EXTRACTO DE HOJAS DE OLIVO (%)

Figura 22. Medias marginales — Recuento de bacterias aerobias

mesofilas vs. Concentracion de extracto de hojas de olivo a

las 3 horas post tratamiento.

Fuente: elaboracion propia, 2015.

c.3. Analisis estadistico de las réplicas A, By C a

las 5 horas post tratamiento.

Hi: Las concentraciones producen efectos
diferenciales sobre el recuento de BAM en la
tercera hora de tratamiento y por lo menos una
es significativa al recuento de BAM de la

muestra testigo (0 %).
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e Ho: Las concentraciones producen los mismos
efectos o no producen efectos diferenciales
sobre el recuento de BAM en la tercera hora de
tratamiento y ninguna es significativa al recuento

de BAM de la muestra testigo (0 %).

Se utilizaron los recuentos de bacterias
aerobias mesdfilas obtenidas en el laboratorio y se
elabor6é una base de datos (Anexo 15), con la que
se realizdé un analisis ANOVA obteniendo que los
niveles criticos (Sig.), indican que los grupos
definidos por la variable concentracién no poseen
recuentos medios significativamente diferentes
(Sig. = 0,289 > 0,05); por lo tanto no es necesario

realizar pruebas post hoc de Tukey.

Los datos arrojan un gréafico de perfil que
muestra las medias marginales de la relacion
existente entre el recuento de bacterias aerobias
mesdfilas vs. concentracién de extracto de hojas de

olivo
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Medias marginales estimadas de COLONIAS DE BACTERIAS AEROBIAS
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Figura 23. Medias marginales — Recuento de bacterias aerobias

mesdfilas vs. Concentracion de extracto de hojas de olivo a

las 5 horas post tratamiento.

Fuente: Elaboracion propia, 2015.

5.4

Discusion de resultados

Se pudo comprobar el efecto antimicrobiano del extracto
fendlico de hojas de olivo (EFHO) contra las bacterias aerobias
mesofilas  presentes en muestras carnicas; reduciendo
aproximadamente un 80 % de la carga microbiana inicial de la

muestra (segun andlisis de la réplica “A” a los 10 minutos); siendo
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la concentracion de 30 % de extracto diluido la que mejor efecto
antibacteriano present6 de acuerdo a los resultados estadisticos.
Esto concuerda con los resultados obtenidos por los estudios
realizados por Robles M.(2010), Lizcano A. y Vergara J. (2008) y
Estrada S.(2010), estudios que se han tomado como referencia
para llevar a cabo la investigacion; todos ellos trabajan con
extractos naturales y los aplican a muestras contaminadas con
bacterias aerobias especificas como S. aureus, Campylobacter
jejuni, Salmonella spp., E. coli, Bacillus subtillis, Pseudomona
aeruginosa, concluyendo que todos los extractos entre ellos los de
romero y tomillo, presentan poder antimicrobiano. Se hace
imprescindible indicar que todos los extractos utilizados por estos
investigadores presentan en su composicion componentes
fendlicos similares a la oleuropeina y al hidroxitirosol, como es el
caso del timol en el tomillo; por lo que se hace evidente que estos
compuestos son los responsables en la mayor parte de la actividad
antimicrobiana de los extractos naturales. Los resultados obtenidos
son de gran importancia, ya que se comprueba el poder
antibacteriano del extracto de hojas de olivo, a partir del cual se
pueden iniciar estudios para evaluar su efecto de manera mas

especifica; es decir, en determinadas bacterias, por supuesto sobre
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aquellas que son de interés alimentario, aunque seguramente su
aplicacion podria ir mas alla del campo de los alimentos y la

medicina.

Con respecto a la determinacion del contenido total de
fenoles presentes en el EFHO, es dificil comparar los resultados
obtenidos debido a los diferentes métodos para desarrollar las
mezclas y la manera en la que se interpretan, ya que muchos
investigadores difieren de los resultados obtenidos con los
diferentes métodos. Tomando como ejemplo a Jiménez P. (2010)
en su tesis sobre “Efecto de la adicién de extractos de hojas de
olivo o palto en la estabilidad termooxidativa de aceites de diferente
Insaturacién”; en ella el investigador obtiene una cantidad de
fenoles totales igual a 7,3 mg EAC/mlI de extracto (EAC:
equivalente de acido cafeico), que en comparacion con el hallado
en la presente investigacion que es de 18,854 ug EAT/ml (EAT:
Equivalentes de acido tanico) de extracto, evidentemente podria
suponer un mejor proceso de obtencion; pero hay que tener en
cuenta otros factores como, el periodo en el que se recolectaron las
hojas, la variedad de olivo y la ubicacién geogréafica ya que como

indica Ticona W. (2013): “La composicion cuantitativa de
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compuestos fendlicos en el olivo es el resultado de una compleja
interaccién entre diversos factores, incluyendo el clima, grado de
maduracion, cultivo, secado de la planta, etc.”. También hay que
tener en cuenta el método para preparar las diluciones las cuales
seran leidas en el espectrofotémetro, Jiménez P. (2010) da mano
del acido cafeico como base fendlica para realizar la curva de
calibracion a diferencia del presente trabajo donde se utiliza el
acido tanico; es por eso que los resultados se indican como
equivalentes del acido usado para obtener la curva de calibracion.
Seria adecuado entonces determinar una equivalencia entre los
acidos utilizados en los diferentes métodos para determinar el
contenido de fenoles totales, generalmente el acido galico, tanico y
cafeico; de modo que se puedan relacionar entre si, lo que
permitiria calcular el contenido de fenoles independientemente de

la base fendlica usada en el proceso.

Con respecto al tema de interés, el efecto antimicrobiano de
la hoja de olivo es un tema poco estudiado en relacién con los
alimentos; por lo que el mecanismo de accion antimicrobiana de
sus componentes fendlicos principales como son la oleuropeina y

el hidroxitirosol, no estan bien definidos; pero, aunque no se puede
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asegurar a plenitud sin un estudio de respaldo, el mecanismo de
accion antimicrobiana seria similar al determinado por Garcia R. y
Palou E. (2008) en su estudio sobre mecanismos de accion
antimicrobiana de compuestos fendlicos como el timol y el
carvacrol; donde estos compuestos fendlicos actuaban dafiando la
membrana citoplasmatica, degradando la pared celular, dafiando a
las proteinas, filtrando el contenido celular, coagulando el

citoplasma y disminuyendo la fuerza motriz bacteriana.

Los resultados microbiolégicos obtenidos confirman la
actividad antimicrobiana del EFHO; pero, esta resulta algo
inestable a la temperatura de tratamiento en la que se llevé a cabo
la investigacion que fue de 25 °C; Rodriguez E. (2011), en su
publicacién “Uso de agentes antimicrobianos naturales en la
conservacion de frutas y hortalizas”, manifiesta que la actividad
antimicrobiana de hierbas y plantas es generalmente atribuida a los
compuestos fendlicos presentes en sus extractos o0 aceites
esenciales, y se ha observado que la grasa, proteina,
concentracion de sal, pH y temperatura afectan la actividad
antimicrobiana de estos compuestos. Basandonos en lo anterior

analizamos la concentracion de 30 % de extracto diluido, que fue la
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gue mejor efecto antimicrobiano presenté tal como lo demuestra el
recuento de BAM a los 10 minutos post tratamiento, reduciendo en
casi un 80 % la carga microbiana, esta concentracién no mantiene
su efecto ya que con un periodo de 3 horas de tratamiento es
evidente que se anula casi por completo su poder antibacteriano,
incluso permite un crecimiento acelerado de las bacterias; pero
esto también podria depender de la poblacién bacteriana inicial. Asi
pues, centrandonos en la réplica B, réplica que por cierto se realizé
sobre muestras con la menor carga bacteriana inicial en
comparacion con las muestras de las réplicas A y C, se puede
observar en la figura 13, que el recuento de bacterias a la tercera
hora no es tan alarmante como en las otras dos réplicas respecto al
mismo periodo de tiempo. Hasta el momento se tienen dos posibles
factores de pérdida del poder antimicrobiano; hablamos pues de la
temperatura de conservacion de la carne y de la carga bacteriana
inicial que presenta. De modo que es posible suponer y proponer
gue para un mejor funcionamiento el EFHO, es preferible tratar
este alimento lo méas pronto posible antes de su contaminacion
excesiva e inmediatamente conservarlo a temperaturas bajas, ya
gue los resultados obtenidos comprueban que a la temperatura

ambiente su poder antimicrobiano se pierde aceleradamente. Asi

113



mismo, como lo estipula Rodriguez E. (2011), la grasa y las
proteinas presentes también influyen negativamente en el efecto

antimicrobiano.

Las concentraciones de 10 y 20 %, redujeron la poblacion
bacterias, pero, no fueron tan efectivas ya que sus recuentos
fueron superiores a los registrados cuando se usé la concentracion
de 30 %; que si bien al término del tratamiento equiparaba los
recuentos de las otras dos concentraciones, esto fue debido a los
factores antes mencionados, y que como se propuso, al usar
temperaturas bajas de conservacion del alimento, es probable que
su poder se mantenga estable por un periodo de tiempo mucho
mayor. Ademas a las 5 horas de tratamiento la muestra ya habia
sobrepasado el limite maximo permitido por norma sanitaria que es
de 107 ufc/g de muestra, motivo por el cual no se tomé en cuenta el
hecho de que las muestras tratadas con concentraciones de 10 y
20 % tengan un recuento bacteriano similar al de las muestras

tratadas al 30 % v/v de extracto diluido.
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CONCLUSIONES

1. El extracto de hojas de olivo present6é una concentracion de fenoles

de 18,854 ug EAT/ml de extracto.

2. En términos generales, el extracto fendlico de hojas de olivo,
presentd actividad biolégica antimicrobiana inmediata contra

bacterias aerobias mesdfilas.

3. En términos estrictos, el extracto de hojas de olivo obtenido tiene
un alto poder bactericida en las concentraciones de 20 % y 30 %;
sobre todo en esta ultima, reduciendo la carga bacteriana en un 50

y 80 % respectivamente a los 10 minutos post tratamiento.

4. El extracto a la temperatura de conservacion utilizada en la
investigacion que fue de 25 °C, pierde rapidamente su poder
antibacteriano. Por lo observado la concentracién y el efecto
antibacteriano se relacionan inversamente por el efecto de la

temperatura y el tiempo de conservacion.
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5. Se concluye que para un mejor y prolongado efecto antibacteriano,
el extracto de hojas de olivo debe ser afadido a la carne lo mas
pronto posible al sacrificio del animal de modo que se reduzca la
proliferacion de bacterias durante el tiempo que la carne es
trasladada a su punto de venta; una vez alli requerird ser tratada
nuevamente e inmediatamente conservada a temperatura de
refrigeracion; todo esto debido a que una elevada poblacion
bacteriana inicial disminuye el poder antibacteriano del extracto y

reduce su efecto.

6. La concentracion de 10 % es la que obtuvo resultados no
satisfactorios, aunque mantuvo una carga bacteriana menor en
comparacion con la muestra testigo, pero no tan relevante como las

otras dos concentraciones.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda obtener extractos fendlicos en otras épocas del afio
y/o ciclos del olivo, para poder determinar la variacién que hay en
el contenido de fenoles y para evaluar la variacion del efecto
antimicrobiano; de modo que respectivamente, los datos obtenidos
sirvan para poder desarrollar un método de extraccion con
rendimientos altos de compuestos fendlicos y para poder
determinar las mejores condiciones de la hoja con las cuales se
pueda obtener un mejor efecto antimicrobiano; pues de ello
dependera si vale o no la pena su aprovechamiento en la industria

alimentaria.

2. Para futuras investigaciones relacionadas al poder antimicrobiano
del extracto de hojas de olivo, se recomienda trabajar a bajas
temperaturas (refrigeracion) de modo que se obtengan datos que

busquen mejorar la accidon antimicrobiana del EFHO.

3. Se recomienda trabajar sobre muestras de carne grasa; de modo
gue se pueda comprobar si el poder antimicrobiano del extracto de

hojas de olivo se ve afectado por la presencia de grasa.
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4. Se recomienda continuar con la investigacion de las propiedades
antimicrobianas del EFHO, para lo cual se propone ensayar sobre
bacterias aisladas de importancia alimentaria, buscando obtener
datos que permitan determinar el efecto exacto sobre cada uno de

estos microorganismos.

5. Se recomienda realizar estudios que permitan determinar con
certeza el o los mecanismos de accion antibacteriana de los

componentes fenolicos del EFHO.

6. Se recomienda, analizar por cromatografia el extracto de hojas de
olivo para poder determinar de manera especifica los componentes
fendlicos que se presentan, de modo que se pueda tener una

vision mas amplia y detallada del compuesto de trabajo.

7. Se recomienda atomizar el extracto con lo que se obtendra un
polvo, con el cual se traten muestras céarnicas de preferencia,
obtener datos, resultados y realizar comparaciones con el extracto
en estado liquido que nos permitan determinar posibles diferencias

en relacién a su efecto antimicrobiano.
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ANEXO 1: Recomendaciones de uso de placas petrifilm

Recomendaciones de uso

3M™ Placas Petrifilm™ para el Recuento de Aerobios

Para informacién detallada sobre ADVERTENCIAS, PRECAUCIONES, COMPENSACIONES POR GARANTIA / GARANTIA LIMITADA, LIMITACIONES POR
RESPONSABILIDAD DE 3M, ALMACENAMIENTO Y ELIMINACION, e INSTRUCCIONES DE USO, remitase al inserto de producto en el paquete.

ARG ento

los auna
temperatura <8 °C (<46 °F). Las placas
deben usarse antes de su fecha de
caducidad. En édreas de alta humedad,
dondelacondensac puede ser un
incor que los
paquenassemmpermalarrblmtodd
lugar de trabajo antes de abrirlos.
Las Placas Petrifilm tienen un tiempo de
vida (til de 18 meses desde su fecha de
elaboracion. Observe la fecha de cadu-
cidad en la parte superior de la placa.

Para cerrar un paquete abierto, doble el
extremo y séllelo con cinta adhesiva para
evharell;\g de humedad y, por lo

de las placas.

|

los (segun se
mumdpmmaamms%'c
(s77 °F) y una humedad relativa <50%. No

los qunyahayan
sido abiertos. Utilice las Placas Petrifilm
maximo un mes después de abierto el
paquete.

Pre muestra

Prupareunadlludéndﬂ 10dela
la

rfmdaobolsadeswmad!er botela

estéril apropiado.

Coloque la Placa Petrifilm en una
superficie plana y nivelada. Levante la
pelicula superior.

Adicione la cantidad

siguientes
Butterfield (tampén IDF fosfato, 0.0425 g/L
deKl-LPO‘ycmpHﬂustadoa72) agua

agua peptonada (método ISO 6579):
solucién salina (0.85 a 0.90%); caldo letheen
libre de bisuifato o agua destilada.

3M™, o una

Electrénica
uivalente perpendicular a la Placa
.coloque 1 mL de la muestra en el
centro de la pelicula cuadriculada inferior.
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6 Mezcle u homogenice la muestra
diante los métod Y

Libere la pelicula superior dejando que
caiga sobre la dilucién. No la deslice
hacia abajo.



Con el lado rugoso hacia abajo, coloque Presione suavemente el o Levante el dispersor o esparcidor. Espere
el dispersor o esparcidor sobre la para distribuir la muestra sobre por lo menos 1 minuto a que se solidifique
aelwhswerior cubriendo totalmente el area circular. No gire ni deslice el el gel y proceda a la incubacion.

Incube las placas cara arriba en grupos Las Placas Petrifilm pueden ser contadas

dommésdemplqzas.Puedosar en un contador de colonias estandar u
dela otro tipo de lupa con luz. Consulte la

hcn.badoraeonunpequeﬁorodphnte “Guia de interpretacion” para leer los

con agua estéril, para minimizar la resultados.

pérdida de humedad.

El tiempo de incubacién y la temperatura varian
segln el método. Los métodos aprobados mas
conocidos son:

* ADAC método oficial 986.33 & 989.10

(leche vy productos lacteos)
Incubar48h+3ha32°C+1°C.

* AOAC método oficial 990.12
Incubar 48h £3ha35°C*1°C.

* AFNOR método validado 3M 01/1-09/89
Incubar 72h+3ha30°C=1°C.

3M Center Bldg. 275-5W-05 Av. Santa Fe 190
St. Paul, MN 55144-1000 Col. Santa Fe, CP 01210

USA México, DF

1800-228-3957 Tel. (55-52) 5270-0454

microbiology @mmm .com 01 800-712-2527
microbiologiamx @ mmm.com

Fuente: 3M, 2015.
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Comelmionala

* Para contactar localmente a

3M Microbiclogia en

visitenos en nuestra pagina de
internet: www.3M.com/microbiology

= Para servicio técnico en
Latinoarmérica, contacte la direccién
serviciotecnicomicro@mmm.com o
llame al 5255-5270-2223.

3M Argentina Petrifilm es una marea
Olga Cossettini 1031 registraca de 3.

B Aires, Impreso an Mé:d?o_
CPC1107CEA Relerencia: T0-2008-8102.0.

Argentina
Te] (54-1 1) 4339-2400
Zia-ar@ mmim.com



ANEXO 2: Guia de interpretacion para el recuento de bacterias

Las Placas Petrifilm para Recuento de Aerobios (Aerobic Count AC) son un medio de

cultivo listo para ser empleado, que contiene nutrientes del Agar Standard Methods, un

agente gelificante soluble en agua fria, y un tinte indicador de color rojo que facilita el

recuento de las colonias. Las Placas Petrifilm AC se utilizan para el recuento de la

poblacidn total existente de bacterias aerobias en productos, superficies, etc.
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Recuento de bacterias aerobias =152

El tinte indicador rojo que se encuentra
en la placa colorea las colonias para su
mejor identificacion. Cuente todas las
colonias rojas sin importar su tamafo o
la intensidad del tono rojo.



Recuento de bacterias aerobias =0
La Placa Petrifilm para Recuento de
Aerobios es de facil interpretacion.
La figura 2 muestra una placa sin
crecimiento de colonias.

Recuento de bacterias aerobias = 16

La figura 3 muestra una Placa
PetrifilmAC con crecimiento bajo de
colonias.

Recuento de bacterias aerobias = 143
El rango recomendado de recuento en la
Placa PetrifilmAC esta entre 25-250
colonias. Obsérvese la figura 4.
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Recuento de bacterias aerobias = 560
“estimado” Cuando el numero de
colonias es mayor a 250 (como se
puede observar en la figura 5), por su
excesivo crecimiento, los recuentos
deben ser estimados. Determine el
promedio de colonias en un cuadrado
(1 cm2 ) y multipliquelo por 20 para
obtener el recuento total por placa. El
area de inoculacion de PetrifilmAC es
de 20 cm2




Recuento de bacterias aerobias = MNPC
Recuento estimado: 103

La figura 6 muestra una Placa
PetrifilmAC con colonias muy numerosas
para contar.

Recuento de bacterias aerobias = MNPC
Recuento estimado: 105

Con recuentos muy altos, el area total
de crecimiento puede virar o colorearse
rosa, como se muestra en la figura 7.
Usted podria  observar  colonias
individuales sélo en el filo o borde del
area de crecimiento. Registre este
conteo como muy humeroso para contar
(MNPC).

Recuento de bacterias aerobias = MNPC
Recuento estimado: 103
Ocasionalmente, la distribucion de las
colonias puede aparecer de forma
desigual, no homogénea, como se
muestra en la figura 8. Esto también es
una indicacién de un resultado MNPC.
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Recuento de bacterias aerobias = MNPC
Recuento estimado: 107

Las colonias de la figura 9 podrian
confundirse como contables a primera
vista. Sin embargo, si usted observa
detalladamente el borde o filo del area
de crecimiento, podra visualizar una alta
concentracidn de colonias. Registre este
resultado como MNPC.



Fuente: 3MMicrobiology
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Recuento de bacterias aerobias = 160
Como se aprecia en la figura 10,

algunas especies de bacterias pueden
llegar a licuar el gel de las Placas
Petrifilm AC. Cuando esto ocurra,
determine el promedio en los cuadros
no afectados y estime los resultados

Recuento de bacterias aerobias = 83
Debido a que las Placas Petrifilm AC las
colonias de aerobios se tifien de rojo,
se las puede diferenciar de particulas o
residuos de producto, ya que éstos
tienen una forma irregular y color
opaco (Observe los circulos 1y 2 de la
figura 11)



ANEXO 3: Constancia de asesoramiento para el desarrollo de los

analisis microbioldgicos.

FACULTAD DE CIENCIAS

%’ Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” - Tacna
Escuela Académico Profesional de: Biologia-Microbiologia y Fisica Aplicada

CONSTANCIA

Yo, Dr. César Julio Caceda Quirdz, identificado con DNI 00791214 jefe
del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, hago constar que:

El bachiller Kerly Alexis Campos Montenegro, identificado con DNIL
45836788, ha realizado ia etapa de andlisis microbiologico,
especificamente recuento de bacterias aerobias meséfilas de acuerdo al
desarrollo de su tesis titulada “Evaluacién del efecto del extracto fenélico de hojas
de olivo (Olea europaea L) var: sevillana sobre bacterias aerobias meséfilas y
caracteristicas organolépticas de Ia carne de res fresca magra”; durante el periodo
comprendido desde el 12 de setiembre hasta el 15 de octubre, tiempo durante el cual se le
brindo el asesoramiento respectivo.

Se extiende la presente constancia a solicitud del interesado, para los fines que estime
conveniente.

Tacna, 21 de Diciembre del 2015

" MGR. CESAR JULIO #ACEDA QUIROZ
Jefe del Laboratori® de Microbiologia

Dr. CESAR JULIO CACEDA ?lmoz
Ciudad Universi es S/n

Apartado 316 Teléfono:052-583000 Anexo: 2102 - Fax: 2101
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ANEXO 4: Lecturas de absorbancia y determinacién de la

concentracion de BAM por interpolacion de valores.

Tubo pHg de AT Absorbancia 725 nm
Tubo 1 (T) 0 0.0009
Tubo 2 2 0.0280
Tubo 3 4 0.0458
Tubo 4 6 0.0770
Tubo 5 8 0.1008
Extracto P 0.1399
Tubo 6 10 0.1556

T= Testigo; P= Cantidad de fenoles totales en el extracto a determinar
segln curva de calibracion. Expresado en ug AT

Fuente: Elaboracion propia, 2015

Formula de Interpolacion:

X —-X1)

¥-v1)==-— (¥2-Y1)
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Datos:

Y1=8 X1=0.1008
Y=P X=0.1399
Y2=10 X2=0.1556

Reemplazando:
(0.1399 — 0.1556)

(P=10) = 51008 -0 1556) ©© ~ 10
(b 10y ZO0157
~ —0.0548 =2

(P —-10) = —0.286

P = 9.427 ug equivalentes de AT

Pero; como se usaron 500 pl o lo que e igual 0.5 ml de extracto de hojas

de olivo para calcular la absorbancia, entonces tenemos que:
0.5 ml de extracto ------------ 9.427 ug equivalentes de AT
1 ml de extracto ------------ X

X = 18.854ug equivalentes de AT (EAT)

Por lo cual se puede definir que el contenido de fenoles totales en el

extracto de hojas de olivo obtenido en la investigacion es de:

18.854ug EAT/mI de extracto
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ANEXO 5: Base de datos para analisis estadistico de las réplicas A, B

y C alos 10 minutos post tratamiento.

Tiempo de
Recuento Concentracion Muestra
tratamiento

273 0% A(*) 10 MINUTOS
134 10% A 10 MINUTOS
140 20% A 10 MINUTOS
56 30% A 10 MINUTOS
144 0% B(*) 10 MINUTOS
70 10% B 10 MINUTOS
55 20% B 10 MINUTOS
51 30% B 10 MINUTOS
645 0% C(™) 10 MINUTOS
470 10% C 10 MINUTOS
327 20% C 10 MINUTOS
317 30% C 10 MINUTOS

(*) Muestras testigo

Fuente: Elaboracion propia, 2015. SPSS v.20.
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ANEXO 6: Tabla ANOVA del andlisis estadistico de las réplicas A, By

C alos 10 minutos post tratamiento.

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS (x 10 A 3 ufc/g)

Origen Suma de gl Media F Sig.

cuadrados tipo cuadratica

Il

Modelo corregido 369295,167° 5 73859,033 20,049 ,001
Interseccion 599427,000 1 599427,000 162,712 ,000
CONCENTRACION 78699,667 3 26233,222 7,121 ,021
MUESTRA 290595,500 2 145297,750 39,441 ,000
Error 22103,833 6 3683,972
Total 990826,000 12
Total corregida 391399,000 11

a. R cuadrado =,944 (R cuadrado corregida = ,896)

Fuente: Elaboracién propia, 2015. SPSS V.20.
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ANEXO 7: Tabla de homogeneidad de varianzas del anélisis
estadistico de las réplicas A, B y C a los 10 minutos

post tratamiento.

Prueba de homogeneidad de varianzas

RECUENTO DE BACTERIAS
AEROBIAS MESOFILAS (x 10A3 ufc/g)

Estadistico gl1 gl2 Sig.
de Levene
910 3 8 478

Fuente: Elaboracién propia, 2015. SPSS V.20.
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ANEXO 8: Prueba de Tukey del andlisis estadistico de las réplicas A, B y C a los 10 minutos post

tratamiento.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS (x 10A3 ufc/g)

DHS de Tukey

(NDE EXTRACTO DE HOJAS (J)DE EXTRACTO DE HOJAS Diferencia de Error tip. Sig. Intervalo de confianza 95%

DE OLIVO (%) DE OLIVO (%) medias (I-J) Limite inferior Limite superior
10% 129,33 49,558 ,138 -42,22 300,89

0% 20% 180,00 49,558 ,041 8,44 351,56
30% 212,67 49,558 ,020 41,11 384,22
0% -129,33 49,558 ,138 -300,89 42,22

10% 20% 50,67 49,558 744 -120,89 222,22
30% 83,33 49,558 ,407 -88,22 254,89
0% -180,00° 49,558 ,041 -351,56 -8,44

20% 10% -50,67 49,558 744 -222,22 120,89
30% 32,67 49,558 ,909 -138,89 204,22
0% 212,67 49,558 ,020 -384,22 -41,11

30% 10% -83,33 49,558 ,407 -254,89 88,22
20% -32,67 49,558 ,909 -204,22 138,89

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = 3683.972.
*, La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

Fuente: Elaboracién propia, 2015. SPSS V.20.



ANEXO 9: Subconjuntos homogéneos del analisis estadistico de las

réplicas A, By C alos 10 minutos post tratamiento.

RECUENTO DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS (x 10A3

ufc/g)
DHS de Tukey
DE EXTRACTO DE N Subconjunto
HOJAS DE OLIVO (%)
1 2
30% 3 141,33
20% 3 174,00
10% 3 224,67 224,67
0% 3 354,00
Sig. 407 ,138

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos.

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadrética (Error) = 3683,972.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000

b. Alfa = .05.

Fuente: Elaboracion propia, 2015. SPSS V.20.
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ANEXO 10: Base de datos para andlisis estadistico de las réplicas A, By

C alas 3 horas post tratamiento.

Tiempo de
Recuento Concentracion Muestra
tratamiento

3590 0% A () 3 HORAS
2110 10% A 3 HORAS
2565 20% A 3 HORAS
2355 30% A 3 HORAS
2855 0% B (*) 3 HORAS

1205 10% B 3 HORAS
365 20% B 3 HORAS
350 30% B 3 HORAS
5270 0% C(» 3 HORAS
4680 10% C 3 HORAS
4475 20% C 3 HORAS
3975 30% C 3 HORAS

(*) Muestras testigo

Fuente: Elaboracion propia, 2015. SPSS v.20.
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ANEXO 11: Tabla ANOVA del andlisis estadistico de las réplicas A, By

C alas 3 horas post tratamiento.

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: RECUENTO DE COLONIAS DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS
(x 10?3 ufc/g)

Origen Suma de gl Media F Sig.

cuadrados tipo cuadrética

Il

Modelo corregido 28391810,417° 5 5678362,083 27,066 ,000
Interseccién 95175168,750 1 95175168,750 453,649 ,000
CONCENTRACION 5030722,917 3 1676907,639 7,993 ,016
MUESTRA 23361087,500 2 11680543,750 55,675 ,000
Error 1258795,833 6 209799,306
Total 124825775,000 12
Total corregida 29650606,250 11

a. R cuadrado = ,958 (R cuadrado corregida = ,922)

Fuente: Elaboracién propia, 2015. SPSS V.20.
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ANEXO 12: Tabla de homogeneidad de varianzas del andlisis estadistico

de las réplicas A, By C alas 3 horas post tratamiento.

Prueba de homogeneidad de
varianzas

RECUENTO DE COLONIAS DE
BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS (x
1073 ufc/qg)

Estadistico gll gl2 Sig.
de Levene
,190 3 8 ,900

Fuente: Elaboracion propia, 2015. SPSS V.20.
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ANEXO 13: Prueba de Tukey del analisis estadistico de las réplicas A, B 'y C a las 3 horas post

tratamiento.

Comparaciones multiples
Variable dependiente: RECUENTO DE COLONIAS DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS (x 10?3 ufc/g)
DHS de Tukey

(D[ 1 DE EXTRACTO DE (J)[ 1 DE EXTRACTO DE Diferencia de Error tip. Sig. Intervalo de confianza 95%
HOJAS DE OLIVO (%) HOJAS DE OLIVO (%) medias (I-J) Limite inferior Limite superior
10% 1240,00 373,987 ,059 -54,63 2534,63
0% 20% 1436,67 373,987 ,033 142,03 2731,30
30% 1678,33 373,987 ,016 383,70 2972,97
0% -1240,00 373,987 ,059 -2534,63 54,63
10% 20% 196,67 373,987 ,950 -1097,97 1491,30
30% 438,33 373,987 ,664 -856,30 1732,97
0% -1436,67 373,987 ,033 -2731,30 -142,03
20% 10% -196,67 373,987 ,950 -1491,30 1097,97
30% 241,67 373,987 ,913 -1052,97 1536,30
0% -1678,33 373,987 ,016 -2972,97 -383,70
30% 10% -438,33 373,987 ,664 -1732,97 856,30
20% -241,67 373,987 ,913 -1536,30 1052,97

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = 209799,306.
*, La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

Fuente: Elaboracion propia, 2015. SPSS v.20.



ANEXO 14: Subconjuntos homogéneos del andlisis estadistico de las

réplicas A, By C alas 3 horas post tratamiento.

RECUENTO DE COLONIAS DE BACTERIAS
AEROBIAS MESOFILAS (x 10?3 ufc/g)

DHS de Tukey

[ ]| DE EXTRACTO DE N Subconjunto
HOJAS DE OLIVO (%) 1 2
30% 3 2226,67
20% 3 2468,33
10% 3 2665,00 2665,00
0% 3 3905,00
Sig. ,664 ,059

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos
homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) =
209799,306.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000

b. Alfa = .05.

Fuente: Elaboracién propia, 2015. SPSS v.20.
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ANEXO 15: Tabla ANOVA del analisis estadistico de las réplicas A, B

y C alas 5 horas post tratamiento.

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: COLONIAS DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS (x 10?3 ufc/g)

Origen Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
tipo Il

Modelo corregido 94462229166,667% 5 18892445833,333 15,492 ,002
397670020833,33

Interseccion 397670020833,333 1 3 326,093 ,000

CONCENTRACION 5787062500,000 3 1929020833,333 1,582 ,289

MUESTRA 88675166666,667 2 44337583333,333 36,357 ,000

Error 7317000000,000 6 1219500000,000

Total 499449250000,000 12

Total corregida 101779229166,667 11

a. R cuadrado =,928 (R cuadrado corregida = ,868)

Fuente: Elaboracion propia, 2015. SPSS V.20.
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