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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue extraer, cuantificar y evaluar la capacidad
antioxidante y el efecto antimicrobiano in vitro de los compuestos fendlicos
presentes en Bay-Rum (Pimienta racemosa) microencapsulados aplicado en
filetes de pollo. Las variables determinadas en las muestras fueron: Cuantificacion
de fenoles totales, Capacidad Antioxidante, Efecto antimicrobiano in vitro,
Recuento de aerobios mesdfilos y Presencia/ausencia de Salmonella spp. Los
resultados indicaron diferencia significativa para los tratamientos y testigo durante
los 30 dias de almacenamiento, utilizando el test de Tukey y Dunnett con un
p<0.05. El tratamiento A1B2, present6 los mejores valores en la cuantificacion de
fenoles totales con un valor de 40,12mgEAG/g; la capacidad antioxidante
evidencio valores de 11,52 TEAC umol/g, en la Inhibicion contra Salmonella
reporto 22 mm a las 24 h y 25 mm a las 48 h de evaluacion. El tratamiento
A1B2C2 evidencio el menor valor para recuento de aerobios mesdfilos fue de
2,5x103, en el andlisis de presencia/ausencia de Salmonella spp, los tratamientos
con quitosano no mostraron presencia de este patdgeno mientras que los
tratamientos con almidén de yuca y control si mostraron presencia de este

microorganismo.

Palabras clave: Conservacion, carne, fenoles, antioxidante, extractos
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SUMMARY

The objective of this research was to extract, quantify and evaluate the antioxidant
capacity and in vitro antimicrobial effect of the phenolic compounds present in
microencapsulated Bay-Rum (Pepper racemosa) applied in chicken fillets. The
variables identified in the samples were: Quantification of total phenols, Antioxidant
Capacity, Antimicrobial effect in vitro, Mesophilic aerobic count and Presence /
absence of Salmonella spp. The indicative results differ significantly for the
treatments and controls during the 30 days of storage, using the Tukey and
Dunnett test with a p <0.05. The A1B2 treatment obtained the best values in the
quantification of total phenols with a value of 40.12mgEAG / g; The antioxidant
capacity shows values of 11.52 TEAC pmol / g, in the inhibition against Salmonella
reported 22 mm at 24 h and 25 mm at 48 h of evaluation. The A1B2C2 treatment
shows the lowest value for the mesophilic aerobic count was 2.5x103, in the
analysis of presence / absence of Salmonella spp, chitosan treatments in the
absence of presence of this pathogen while treatments with cassava starch and

control if Presence of presence of this microorganism.

Key words : Conservation, meat, phenols, antioxidant, extracts
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.  INTRODUCCION

El creciente interés en los Ultimos afios por el consumo de alimentos que ademas
de nutrir tengan un impacto favorable en la salud, ha incentivado el estudio de
componentes naturales como los polifenoles presentes en plantas y frutos, los
cuales han recibido especial atencidon debido a sus propiedades funcionales como
antioxidantes, anticancerigenos, antiinflamatorios, antitromboticos,

antimutageénicos, antibacteriales y analgésicos (Wollgast y Anklam 2000).

Los metabolitos secundarios en las plantas usualmente se clasifican por sus
caminos biosintéticos en tres grandes grupos: fenoles, terpenos y esteroides, y
alcaloides (Bourgaud et al., 2001) La mayoria de estos metabolitos de importancia
farmacologica, dentro de los que se encuentran los compuestos fendlicos, se
aislan a partir de plantas, porque su sintesis quimica no es factible
econdmicamente (Oksman-Caldentey y Inzé 2004).

La naturaleza de los compuestos fendlicos en plantas es compleja. Los fenoles se
asocian con procesos de maduracion de plantas y tejidos, mecanismos de
defensa, y caracteristicas importantes de productos alimenticios derivados de
plantas (Niemenak et al., 2006). Los compuestos fendlicos en las plantas se
destacan en la actualidad por ser atractivos en el campo de la nutricion, la salud y
la medicina, debido a las evidencias de que pueden actuar como potentes
antioxidantes, anticancerigenos, antifingicos o modulares rutas importantes in

vivo en mamiferos (Rein et al., 2000).



1.1. PROBLEMA

La inocuidad y la calidad de los alimentos constituye, uno de los pilares mas
relevantes de la seguridad alimentaria mediante su disponibilidad, estabilidad y el

acceso de los consumidores (Durango et al. 2004).

Las enfermedades transmitidas por alimentos son el resultado de una amplia
variedad de productos comestibles contaminados por microorganismos patdgenos,
toxinas o sustancias quimicas. La prevenciéon de las enfermedades de transmision
alimentaria depende de la manipulacion cuidadosa de los productos crudos y de
los productos terminados en la cadena de produccién. Una optima calidad y
supervision de los alimentos, se traduce en un ahorro importante de costos
sociales, individuales de los consumidores y de los duefios de las industrias que
los producen. Garantizar alimentos inocuos y de calidad ha sido una preocupacion
constante de quienes intervienen en una cadena de alimentos (Vargas et al., 2004,
Fuentes et al. 2005).

La carne de pollo es un producto alimenticio muy popular en todo el mundo
(Chouliara et. al., 2007), suele ser una de las mas recomendadas por médicos y
nutricionistas para el consumo, debido a que es fuente de proteinas
(fundamentales para el funcionamiento de todas las células del organismo), es
baja en grasas (desde un 3% en una pechuga magra sin piel) y que aporta acido
félico (esencial en el embarazo, la lactancia y la adolescencia), zinc (encargado de
reponer tejidos dafiados o desgatados), hierro y vitamina B12 (importantes en la

prevencion de la anemia) (Cormillot, 2015).



Lo que le ha dado la fama de ser un alimento sano y/o apto para la alimentacion
de todo tipo de publico (incluyendo los grupos etarios mas susceptibles, como

ancianos y nifios) (Revista agronomia y forestal UC, 2005).

La carne de pollo cruda o poco cocinada puede contener patdégenos, como
salmonella o campylobacter, que deben prevenirse con medidas. Los
microorganismos patdgenos contenidos en ésta carne cruda pueden multiplicarse
de forma facil a temperaturas que oscilan entre 4°C y 60°C. La mayoria de brotes
de enfermedades transmitidas por los alimentos son el resultado de la
contaminacion de los manipuladores de alimentos, también en el ambito
doméstico. La manipulaciéon higiénica correcta y una adecuada coccion y

refrigeracion previene estas enfermedades (Chavarria, 2011).

Las tendencias y exigencias actuales del mercado han llevado a aceptar tres
conceptos de calidad: calidad higiénico-sanitaria o seguridad del alimento, la
calidad organoléptica o sensorial y la calidad nutricional, dictada por el valor
nutritivo. De todos modos, hoy en dia, la seguridad alimentaria y la palatabilidad
son las propiedades en las cuales el consumidor pone mas énfasis en el momento

de definir la preferencia en la compra de carne de pollo.

El desarrollo que actualmente experimenta la industria avicola hace necesario
adecuar los métodos de conservacion que permitan asegurar la calidad de los
productos durante la cadena de comercializacion. La preservacion a temperaturas
de refrigeracion constituye el método mas comun de conservar las carnes frescas,

aunque solo queda limitada a breves periodos de tiempo (Barbut, 2002).

La conservacion de la carne de aves (pollo) es un punto de vital importancia, la

congelacién es considerada la forma méas segura y eficiente para mantener su



calidad en almacenamientos a largo plazo (Lee et al.,, 2008). Sin embargo, se
debe tener en cuenta que las carnes congeladas sufren algunos cambios que
limitan su tiempo de almacenamiento (Barbut, 2002; Hedrick et al., 1994), por esta
razon se debe de buscar nuevas técnicas de conservacion que sean menos
abrasivas con el producto, que controlen la proliferacion de microorganismos, que
aporten con propiedades funcionales y que sean amigables con el medio

ambiente.

La necesidad de los consumidores por alimentos exentos de carga microbiana y
con menor cantidad de aditivos sintéticos ha incrementado la demanda de
productos naturales, tales como aquellos que aumentan la vida de anaquel
inhibiendo el crecimiento de bacterias, mohos o levaduras. De acuerdo a lo que
manifiesta Chavarrias (2011), el uso de un 75% de antimicrobianos quimicos y un
25% de extractos de plantas naturales actia como un importante agente
conservador. La opcidn quimica, por tanto, se podria sustituir de forma parcial por

extractos de plantas naturales.

Se han descubierto propiedades en especies de origen vegetal que contrarrestan
la descomposicion debida a la actividad microbiana y oxidativa (Ceron et al.,
2014). Actualmente se sabe que los compuestos fendlicos y aceites esenciales
derivados de plantas y especias tienen efectos antimicrobianos y se ha
demostrado que su efecto reside sobre levaduras, mohos y bacterias, con la
ventaja de que su extraccion, en algunos casos, no dafia al medio ambiente
(Reyes et al., 2014).



1.2. JUSTIFICACION

La cadena alimentaria, especialmente en su fase primaria o inicial, ha jugado un
papel preponderante en el incremento del riesgo epidemiolégico de las

enfermedades transmitidas por alimentos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen un importante problema
de salud publica mundial por su magnitud, impacto socioeconémico y por el
surgimiento de patdégenos emergentes (Quevedo, 2002). Se estima que entre 15%
y 20% de dichas enfermedades estan directamente asociadas al consumo de

carne de pollo o sus derivados (Alexandre et al., 2000; Boscan et al., 2005).

La inocuidad microbioldgica de los alimentos es una condicion indispensable para
garantizar la salud de los consumidores (FAO, 2008). En el caso de los productos
avicolas, las operaciones de beneficio tales como escaldadura, desplumadura,
evisceracion y despiezo, constituyen los puntos sensibles de contaminacion
microbiana. Asimismo, la contaminacion cruzada de equipos y utensilios, y la
manipulacion del producto, sirven de vias de transmisién para microorganismos
patégenos, especialmente Salmonella spp. y el aumento de la carga microbiana
(Molina et al., 2010).

El lugar que ocupan las carnes en la alimentacion humana es muy importante,
tanto desde el punto de vista fisiolégico como el biolégico. La presencia en la
racion de una cantidad determinada de proteinas de origen animal, es
absolutamente necesaria, en especial cuando estan destinadas a organismos en
crecimiento. Al mismo tiempo se ha puesto en evidencia la importancia de ciertos

aminoacidos esenciales que se encuentran en elevada proporcién en las proteinas



de origen animal y que son imprescindibles para el buen funcionamiento de

numerosas glandulas endocrinas, formacion de anticuerpos, etc. (Solis, 2000).

La carne de pollo es un alimento extensamente perecedero debido a su riqueza en
nutrientes y su elevada humedad superficial, lo que conlleva a una rapida
poblacion y un amplio desarrollo de microorganismos de gran potencial alterante,
incluso patdgeno”, ademas de la pérdida de calidad en relacion a sus

caracteristicas fisicoquimicas. (Fernandez, 2011); citado por (Sanchez, 2011).

La alternativa mas rentable y eficiente para el negocio en la cadena de
distribucién, es aumentar la vida de anaquel, esto quiere decir, ampliar en el
tiempo las caracteristicas organolépticas y la inocuidad de la carne, para asi ser

aceptada por el consumidor (Lopez et al., 2013).

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actian como agentes protectores frente a
patdégenos, siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de
estrés, tales como infecciones, radiaciones UV, entre otros. Esta sintesis se da a
partir de fenilalanina por la via del shikimato. Juegan un rol vital en las plantas y
regulan el metabolismo y sintesis de la lignina (Dixon y Paiva, 1995), por lo que las
plantas presentan un gran numero de componentes fendlicos (e.g., flavanoles,
flavonoles, chalconas, flavonas, flavanonas, isoflavonas, taninos, estilbenos,

curcuminoides, acidos fendlicos, coumarinas, lignanos, etc) (Cai et al., 2006).

Los compuestos fendlicos son un gran grupo de antioxidantes naturales; consumo
de fuentes importantes, particularmente de frutas, vegetales y cereales presentan
efectos benéficos (Naczk y Shahidi, 2006). La asociacion entre una dieta rica en

frutas y vegetales esta relacionada a una disminucion de riesgo de enfermedades



cardiovasculares, y ciertas formas de cancer, segun evidencias epidemiologicas
(Garcia-Alonso et al., 2004; Arts y Hollman, 2005). Estos fitoquimicos constituyen
un grupo heterogéneo de sustancias que evidencian su rol protector sobre la salud
humana (Carratt y Sanzini, 2005).

Diferentes estudios han mostrado que los radicales libres presentes en el
organismo humano causan dafio oxidativo a diferentes moléculas, tales como
lipidos, proteinas y acidos nucleicos y tiene que ver en la iniciacion en algunas
enfermedades degenerativas (Garcia-Alonso et al., 2004)4. Estos componentes
antioxidantes son capaces de neutralizar radicales libres, y pueden jugar un rol
importante en la modulacion de detoxificacion enzimatica, estimulacion del sistema
inmune, disminucion de la agregacion plaquetaria y modulacion del metabolismo

hormonal (Carratt y Sanzini, 2005).

Por lo antes expuesto el objetivo de esta investigacion fue alargar el tiempo de
vida util de filetes de pollo utilizando como conservantes los compuestos fendlicos
presentes en las hojas de Bay-Rum aplicados, libres y encapsulados sobre los
filetes, estudiando una nueva alternativa organica y biolégica en la conservacion

de alimentos (carne de pollo).

1.3. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERAL

Extraer, cuantificar y evaluar la capacidad antioxidante y el efecto antimicrobiano
in vitro de los compuestos fendlicos presentes en Bay-Rum (Pimienta racemosa)
microencapsulados aplicado en filetes de pollo.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraer los compuestos fendlicos presentes en hojas de Bay-Rum.
2. Cuantificar los compuestos fendlicos presentes en las hojas de Bay-Rum.

3. Determinar la capacidad antioxidante de los compuestos fenodlicos extraidos

de las hojas de Bay-Rum.

4. Analizar el efecto inhibitorio in vitro de los compuestos fendlicos extraidos
en cepas de Salmonella spp.
5. Evaluar el crecimiento de bacterias aerobias mesofilas en los filetes de

pollo durante el periodo de almacenamiento.

1.4. HIPOTESIS

Las hojas de Bay-Rum son fuente de compuestos fendlicos.

Los compuestos fenolicos extraidos de las hojas de Bay-Rum se pueden utilizar

como agentes antimicrobianos para la conservacion de pechugas de pollo.



II.LMARCO TEORICO

2.1. BAY-RUM

La pimenta racemosa estd compuesta de dos variedades: Pimenta ozua (Urban
and Ekman) Burret y Pimenta racemosa var. racemosa (Miller) J. W. Moore. La
variedad racemosa es generalizada pudiendo ser encontradas en las islas de las
Antillas como Puerto Rico y también en regiones tropicales de centro y América
del sur (Landrun, 1984).

Segun la clasificacion encontrada la Pimenta racemosa var. racemosa es descrita
por los botanicos como una planta Unica, se lo conoce localmente como arbol de
la bahia. De hecho, las descripciones se aplican a tres tipos de plantas, idénticas
en su morfologia externa. Sin embargo, pueden facilmente ser distinguido con el

olor de sus hojas. (Landrun, 1984).

2.1.1. GENERALIDADES

A principios del siglo XX por un método de destilacion se extrajo el aceite usando
ron y agua para la realizacion de una colonia denominada “Bay Rum” de ahi el
nombre comun de la planta. La colonia tiene sus notas especiadas de la bahia y
sus tonos ahumados, arbolados del Ron envejecido en barricas. (Top Tropicals,
2015).

La malagueta o el bay-rum entre otros nombres que se le da a (Pimenta
racemosa) es un arbol de la familia Mirthcea de tamafio mediano oriundo de las

Antillas y Guayana, posee un tronco recto y su altura es aproximadamente de 4 a



8 metros y de copa frondosa. Sus hojas son de color verde oscuro, brillante por el
haz, sin brillo y pélido por el envés que esta finamente puntuado de glandulas de
las cuales emanan su olor aromatico. Poseen flores de unos 10 mm, con caliz de 5
sépalos y pétalos blancos con numeros estambres. Su fruto es una baya de

superficie granulada de color pardo oscuro.

Es un arbol de crecimiento lento con raices profundas y su vida es bastante larga.
Sus hojas contienen aceite aromatico que semeja al aceite de clavo de olor. Este
aceite esencial se destila de las hojas y se utiliza en perfumerias. (Top Tropicals,
2015).

2.1.2. COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL

Entre los componentes principales estan el eugenol, chavicol, mirceno, linalool,
limoneno entre otros que se encuentran en pequefas proporciones. Siendo el

eugenol y el chavicol encontrados en mayor cantidad. (Rojas et al., 2014).

2.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo muy amplio, donde se han llegado
a identificar mas de 8.000 compuestos con estructuras muy variadas. La
clasificacion de los compuestos fendlicos mas utilizada es la que se lleva a cabo
segun su esqueleto carbonado, donde se pueden distinguir dos grandes grupos en
funcidn de su estructura quimica basica: compuestos fendlicos no flavonoideos y
compuestos fendlicos flavonoideos. Ademas, cabe destacar que estos
compuestos comunmente se presentan asociados a monosacéridos, acidos
organicos u otras sustancias que confieren estabilidad a la molécula (Ribéreau-
Gayon y col., 2006).
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Las plantas vasculares sintetizan una gran cantidad de moléculas organicas, como
consecuencia de su metabolismo secundario. Los fenoles son metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas las
partes de las plantas y su concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo.
Estos compuestos participan de diversas funciones, tales como la asimilacion de
nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enziméatica, la fotosintesis, la formacion
de componentes estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores

adversos del ambiente (Kahkonen, 2001).

Los fenoles estdn asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor,
astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes
de los alimentos de origen vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se

debe a la reactividad del grupo fenol (Robbins, 2003).

2.2.1. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE COMPUESTOS FENOLICOS

El consumo de compuestos fendlicos en la dieta se ha asociado con efectos
beneficiosos para la salud. Asi se han descrito distintas actividades biologicas
para este grupo de compuestos, tales como una actividad antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria y anticancerigena. Debido a estas propiedades,
actualmente se esta apoyando el empleo de los compuestos fendlicos en la

industria farmacéutica, alimentaria o cosmética (Teixeira y col., 2014).
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2.2.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Desde un punto de vista biolédgico, el estrés oxidativo se puede definir como un
desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como el
H>02 o el O -, y la capacidad del cuerpo humano para eliminarlos. Estos ROS
tienen un papel importante en diversos procesos fisiologicos, actuando como
sefalizadores celulares y reguladores de las citoquinas, factores del crecimiento,
de la accion hormonal, la transcripcion, como neuromoduladores,

inmunomoduladores y durante la apoptosis.

Sin embargo, una sobreproduccion de ROS puede provocar dafios oxidativos en el
DNA, en los lipidos o en las proteinas, teniendo por tanto un papel esencial en el
desarrollo del envejecimiento celular, asi como en el desarrollo de enfermedades
con base oxidativa como el cancer, la ateroesclerosis, la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares y las enfermedades neurodegenerativas (Gupta y
col., 2014).

2.3. CARNE DE POLLO

La carne de aves en general, y la de pollo en particular, es un vehiculo muy
importante de microorganismos patdégenos para el hombre, principalmente:
Salmonella spp, Campylobacter spp., Staphylococcus aureus, Clostridium

perfringens, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica y Bacillus cereus.
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2.3.1. CONSERVACION

La congelacion de la carne se puede llevar a cabo a través de diversos métodos;
los mas comunmente utilizados en la industria avicola incluyen congelacion por
aire (estanco o en movimiento), placas de congelacion y liquidos criogénicos (por
inmersion o spray). Al respecto, existen diversas variables a controlar para evitar
el deterioro del producto, entre ellas, la velocidad de congelacion, la que puede
afectar la calidad de la carne (Uttaro y Aalhus, 2007), a través de cambios
estructurales que ocurren debido a la formacion de cristales de hielo. Segun el

método empleado, puede modificarse dicha velocidad.

Una congelacion convencional con aire estanco (-20 °C) conduce a la formacion
de cristales de hielo irregulares y relativamente grandes (Zhu et al., 2004), lo que
provoca dafos de las células causando un deterioro estructural de la carne. Por
otra parte, altas velocidades de congelacion (por ejemplo, usando aire forzado)
conducen a la formacion de cristales de hielo de menores tamafios y mas
regulares. Otro factor a considerar de gran importancia es la recristalizacion,
fendbmeno que se desarrolla a causa de las oscilaciones térmicas que con
frecuencia se producen durante el almacenamiento y transporte de alimentos

congelados (Gruda y Postolski, 1986).

Asimismo, durante el almacenamiento de la carne también se pueden producir
cambios que alteren las caracteristicas sensoriales de la misma, por lo tanto, su
estudio es fundamental en la conservacion de estos alimentos a bajas

temperaturas (Renerre, 1990).

El color, la apariencia y la textura de los filetes de pechuga de pollo son

importantes atributos que determinan la aceptacion del consumidor. Estudios
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realizados por Lee et al. (2008) mostraron que filetes de pechuga de pollo,
envasados individualmente, luego congelados en tunel a -28 °C y almacenados
durante largos periodos a -18 °C, tienden a ser mas 0oscuros, mas rojos y menos
amarillos que aquellos que no fueron congelados. Ademas, Teira et al. (2004)
observaron una importante correlaciéon entre el pH y el color rojo (coordenada a*)

en filetes de pollo sometidos a congelacion.

Por otra parte, Galobart y Moran (2004) encontraron ligeras variaciones de L* en
carne de pechugas de pollo procedente de lotes con baja o alta luminosidad
después de la congelacién y descongelacion, en comparacion con mediciones
realizadas 48 horas post mortem en filetes refrigerados. Respecto de la textura,
trabajos realizados por Yoon (2002) muestran que no se modificd
significativamente la terneza en filetes de pechuga de pollo almacenados durante
10 meses a -20 °C. Industrialmente, suele ser practica habitual el aplicar

soluciones de marinado a este tipo de productos.

Este proceso se emplea para incrementar los rendimientos, mejorar la textura,
potenciar el sabor y prolongar la vida util del producto (Alvarado y McKee, 2007).
Las soluciones de marinado que contienen sal y tripolifosfato sédico, son las mas
comunmente utilizadas (Lyon et al., 2005). Dichas soluciones se pueden aplicar a
la carne a través de inmersion, inyeccidbn o masaje, segun el tipo de producto
carnico (Smith y Young, 2007). El marinado por inyeccion multiaguja permite la
dosificacion de una cantidad exacta de solucidon, mediante sondas que penetran el
musculo, ademas de garantizar productos homogéneos en cortos tiempos de

procesamiento (Xargayo et al., 2001).

La temperatura de almacenamiento de la carne de ave determina en gran medida
su tiempo de conservacion (Mountey y Parkhurst, 2001). En Argentina, la carne de

pollo que se destina al mercado local generalmente se comercializa a
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temperaturas de refrigeracion, mientras que para mercados de exportacion las
temperaturas de congelaciéon son fundamentales, debido a que se trata de un
producto altamente perecedero.

Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las condiciones
de conservacion sobre los pardmetros de calidad de fillets de pechugas de pollo
(marinados y sin marinar), simulando su comercializacion en el mercado interno (4

d en refrigeracion) y exportacion (90 y 180 d en congelacion).

2.4. SALMONELLA SPP

La salmonella es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a
la familia Enterobacteriaceae. Su tamafio oscila de 0,3a 1 pm x 1,0 a 6,0 um. Son
moviles debido a la presencia de flagelos peritricos, a excepcion de S. gallinarum
y S. pullorum (Linder 1995).

En el ambito mundial, esta asociada con mucha frecuencia a las enfermedades
diarreicas, las cuales contindan siendo una de las causas mas importantes de
morbilidad y mortalidad sobre todo en lactantes, nifios y ancianos (Mead et al.
1999).

2.4.1. CLASIFICACION

En la actualidad el género Salmonella consta de sélo dos especies, S. entérica y
S. bongori; la primera esta dividida a su vez en seis subespecies: S. entérica

subespecie entérica, S. entérica subespecie salamae,S. entérica subespecie

15



arizonae, S. entérica subespecie diarizonae, S. entérica subespecie 188
houtebaey S. entérica subespecie indica (Popoff & Le Minor 1992). Salmonella spp
es el grupo mas complejo de todas las entero bacterias con mas de dos mil
cuatrocientos serotipos descritos en el esquema Kauffman White, determinados
por la composicién de los antigenos somaticos (O), flagelares (H), o de superficie
Vi(k). S. entérica subespecie entérica comprende el 99%de los serotipos aislados

de muestras clinicas (Popoff & Le Minor 1992).

2.4.2. PATOGENIA

La dosis infectante generalmente es muy alta, normalmente superior a 10”5 uf c,
dependiendo de las caracteristicas del germen y del huésped (Milgrom & Flanagan
1987; Pons 1976). Las salmonellas penetran por via oral al ingerir alimentos
contaminados. Se multiplican ampliamente en las partes altas del intestino
delgado, invadiendo posteriormente intestino grueso, ciego y apéndice, sobre todo

en los recodos del colon, donde proliferan abundantemente (Pons 1976).
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II.METODOLOGIA

3.1. LOCALIZACION

La presente investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de investigacion de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Laica Eloy Alfaro de
Manabi, la materia prima que se uso fue pollo, el cual fue adquirido en el Mercado

Central de la ciudad de Manta.

El trabajo se realiz6 utilizando como variable del primer disefio experimental dos
fuentes de extraccion de compuestos fendlicos (hojas verdes y secas) donde se
midié la cantidad de compuestos fendlicos presentes, y se determino su capacidad
antioxidante y se evaluo el efecto antimicrobiano in vitro. En el segundo disefio
experimental se utilizd como variables el tipo de recubrimiento (quitosano y
almidon de yuca), la aplicacion de compuestos fendlicos (libres y encapsulados) y
la temperatura de almacenamiento (8°C y 0°C), se realizo analisis microbiologicos
(conteo de bacterias aerobias mesofilas, presencia o ausencia de Salmonella

spp.).

Los andlisis del segundo disefio experimental se realizaron los dias 0, 10, 20 y 30

del periodo de almacenamiento.

3.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Los materiales, equipos y reactivos que se utilizaron en la investigacion se

detallan a continuacion:
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Hojas verdes y secas de Bay-Rum, matraces de 25-50-500ml, etanol, metanol,
agitador magnético (Orbital Shaker), Filtrador (modelo DOA-P704-AA), Folin-
Ciocalteu, carbonato de sodio, papel aluminio, celdas, espectrofotometro
(JENWAY 6320D), Persulfato de potasio, ABTS, Trolox, cajas Petri, Alginato de
sodio, Agar Salmonella, Agar Aerobios Mesofilos, Caldo verde brillante, Peptona,
Acido gélico, Almidon de yuca, Quitosano, Agitador de hélice, jeringa de 5ml,
cloruro de sodio, filetes de pollo 7cm de ancho, 8cm de largo y 1cm de grosor,

fundas Ziploc, guantes, mascarillas, micropipetas de 1ml y 5ml, bala magnética.

3.3. FACTORES DE ESTUDIO

Para la investigacion se utilizaron dos disefios completamente al azar, el primero

con arreglo bifactorial y el segundo con arreglo factorial 23 1,

3.4. VARIABLES EN ESTUDIO

VARIABLES INDEPENDIENTES (DISENO EXPERIMENTAL N° 1)

Factor A. Fuente de extracciéon

v' Al Hojas verdes

v' A2 Hojas secas

Factor B. Tipo de solvente

v' B1 Etanol
v' B2 Metanol
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VARIABLES DEPENDIENTES

v" Cuantificacion de fenoles totales
v' Capacidad Antioxidante

v" Efecto antimicrobiano in vitro

VARIABLES INDEPENDIENTES (DISENO EXPERIMENTAL N° 2)

Factor A. Tipo de recubrimiento

v' Al Quitosano
v" A2 Almidén de yuca

Factor B. Aplicacion de compuestos fendlicos

v' B1 Libres
v" B2 Encapsulados

Factor C. Temperatura de almacenamiento

v Cl8°C
v C20°C

VARIABLES DEPENDIENTES

v" Recuento de aerobios mesofilos
v Presencia/ausencia de Salmonella spp.
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL

3.5.1.TIPO DE DISENO

Para la investigacion se utilizaron dos disefios completamente al azar, el primero

con arreglo bifactorial y el segundo con arreglo factorial 23+1,

3.5.2.ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 el andlisis de varianza ANOVA al 5% y la prueba de comparacion de
acuerdo al Test de Tukey al 5% para el primer disefio y en el segundo disefio se

uso el test de Dunnett’s. Todos los datos fueron analizados por triplicado y los

resultados fueron procesados por el programa Infostat 2016.

Tabla N° 1. Andlisis de varianza (ANOVA) del
disefio experimental N°1

Fuente de variacion

Total

Tratamientos

Repeticion

Factor A

Factor B

Internacion (AxBxC)
Error experimental

Elaborado por .

G.L

(t*r-1) 11
(t-1) 3
r-1 2
FA-1 1
FB-1 1
(FAXFB) 1
(t-1)(r-1) 6

(Delgado & Posligua, 2019)
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Tabla N° 2. Andlisis de varianza (ANOVA) del
disefio experimental N°2

Fuente de G.L

variacion
Total (t*r-1) 26
tratamientos (t-1) 8
Repeticion r-1 2
Factor A FA-1 1
Factor B FB-1 1
Factor C EC-1 1
Internacion (AxBxC) (FAXFBXFC) 1
Control C-1 1
Error experimental (t-1)(r-1) 16

Elaborado por . (Delgado & Posligua, 2019)

VvCM ];I?RROR + 100

Coeficiente de variacion (%) CV=

3.6. TRATAMIENTOS

En la tabla N° 3 se muestran los 4 tratamientos de las combinaciones de los
factores de estudio tales como; A: fuente de extraccion, B: tipo de solvente, y en la
tabla N° 4 se muestra los tratamientos del segundo disefio con la combinacion de
tres factores: A: tipo de recubrimiento, B: Aplicacion de compuesto fendlico, C:

temperatura de almacenamiento

Tabla N° 3. Tratamientos de estudio del disefio experimental N° 1

N° Tratamientos = Fuente de extraccion Tipo de solvente
1 Al1B1 Hojas verdes Etanol
2 Al1B2 Hojas verdes Metanol
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3 A2B1 Hojas secas Etanol

4 A2B2 Hojas secas Metanol

Elaborado por . (Delgado & Posligua, 2019)

Tabla N° 4. Tratamientos de estudio del disefio experimental N° 2

N° Tratamientos Tipo de Aplicacién Temperatura de
Recubrimiento de Almacenamiento
Compuesto
Fendlico
1 Al1B1C1 Quitosano Libre 8°C
2 Al1B1C2 Quitosano Libre oeC
3 Al1B2C1 Quitosano Encapsulado 8°C
4 A1B2C2 Quitosano Encapsulado oeC
5 A2B1C1 Almidén de Libre 8°C
yuca
6 A2B1C2 Almidén de Libre 0°C
yuca
7 A2B2C1 Almidén de Encapsulado 8°C
yuca
8 A2B2C2 Almidén de Encapsulado oeC
yuca

9 CONTROL - -

Elaborado por . (Delgado & Posligua, 2019)

3.7. METODOLOGIA DE ANALISIS

3.7.1.Extraccion de compuestos fendlicos

La extraccion de compuestos fendlicos se realizé mediante un proceso de
maceracion con solventes alcohdlicos, utilizando el método propuesto por
Mahmood et al. (2011).
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Se cortaron las hojas en pequefios pedazos para su posterior congelacion a
-20°C, después fueron liofilizadas a —40°C, posteriorente las muestras fueron

molidas.

Se tomaron 15 g de la muestra en polvo y fueron disueltas en 150 mL de etanol
(95%), la mezcla fue sometida a maceracién durante 24 horas a temperatura
ambiente y con agitacion constante. El filtrado obtenido fue evaporado hasta
obtener un residuo seco.

3.7.2.Cuantificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos totales se determinaron de acuerdo al método Folin-
Ciocalteu propuesto por Mahmood et al. (2011). Del concentrado extraido de cada
una de las muestras se tomaro 5 ml de metanol (95% v/v) y agua destilada hasta
que se obtuvo un volumen total de 100 ml (Solucién madre), de tal solucién se
tomd 0,1 ml, se afiadi6é 0.5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu y se dej6 en reposo 5
minutos, posteriormente se adiciono 1 ml una solucion de carbonato de sodio (5%)
(5 g de bicarbonato de sodio aforado a 100 ml H20 d.) a la mezcla y se aforo a 25
ml con agua destilada.

La solucién se dejo en reposo en la oscuridad durante 1 hora. De la solucion
resultante se tom6 3 ml en una celda y se midié la absorbancia a 760 nm en un

espectrofotdmetro de los cuales se obtuvieron los resultados de la absorbancia.

Para la cuantificacion de los compuestos fendlicos totales se empled una curva de
calibracién utilizando acido géalico como estandar (2g de Ac. Galico/100 ml
H>Od.). Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y los resultados se

expresaron en mg de GAE (equivalente de acido gélico) / 100 g de la muestra.
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Para la realizacion de la curva de calibracion se mezclaron 10 ml de la solucion a
base de acido galico con 5ml de etanol y se aforo a 100 ml con agua destilada
(Solucién Estandar). Posteriormente se realizaron dos soluciones, para la primera
solucion (estandar cero) se mezclaron 0 ml de la solucion estandar con 0,5 ml de
Folin, 1ml de la solucién de bicarbonato de sodio y aforado a 25 ml con agua

destilada.

Para la segunda solucion se mezcl6 0.125 de la solucion estandar con 0.5ml de
Folin y se dej6 reposando 5 min, luego se afiadi6 1ml de la solucion de
bicarbonato de sodio y se completd con agua destilada hasta que se obtuvo un
volumen de 25 ml, las dos soluciones se dejaron reposar en la oscuridad durante 1
hora. La segunda solucién se diluyo a 3 concentraciones distintas (1:20, 1:10 y

1:5) y se midio la absorbancia de cada una obteniendo los resultados.

3.7.3.Determinacion de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante fue medida en las muestras como compuestos fendlicos
totales usando las metodologias desarrollada por Re et al. (1999) y descrita por
Kuskoski et al. (2004) con ligeras modificaciones, usando la decoloracion por el
radical cation ABTS y expresada finalmente como mg Trolox/g muestra. El radical
ABTS, se prepar6 mediante la reaccion acuosa de persulfato de potasio 2,45 mM
y ABTS 7 mM.

Este se dejo reposar en la oscuridad por 16h a 20°C. La solucién de ABTSe+
obtenida se diluyo con etanol hasta que se obtuvo una absorbancia de 0,70 a 734
nm 30°C. Para la realizacion de la curva de calibracion se colocé en la celda 3 mL
de la solucion de radical ABTSe+, y se registro la absorbancia inicial.

Entonces se afiadio 10 pL de cinco soluciones del estandar Trolox, y se tomo la

absorbancia a 734 nm con un blanco a base de etanol. Para la evaluaciéon de la
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actividad antioxidante se remplazé los 10 pL de la solucién de Trolox por el
extracto de cada tratamiento. La absorbancia fue leida al 1min y 6min de haber
incorporado los 10 pL de extracto.

3.7.4.Efecto antimicrobiano in vitro

Para probar la actividad antimicrobiana de los tratamientos se utilizdé la
metodologia propuesta por (Santacruz & Castro, 2018) propuesto por el Clinical and
Laboratory Standards Institute CLSI (2009). Se inocularon cajas petri con
Salmonella sp, en Agar Shiguella- Salmonella (SS). Para la inoculacion se utilizd
0,5 mL de cultivo de cada microorganismo, se incubaron durante 24 horas a 37 °C.
Las soluciones de los tratamientos se impregnaron en discos de papel filtro Q2 de
5 mm de didmetro y se colocaron tres equidistantes en cada placa petri.
Posteriormente las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h y se midio el area de

la zona de inhibicion en (mm).

3.7.5.Preparacion de recubrimiento comestible

La preparacion del recubrimiento comestible a base de almidon de yuca y
quitosano se realiz6 de acuerdo al método propuesto por Santacruz, Rivadeneira
& Castro (2015). Para este proceso se utilizd solucién de almidon de yuca y
quitosano al 1% (p/v), se calent6 a 90 °C en agitacion constante durante 5
minutos, posteriormente se enfrid a temperatura ambiente y se agregaron las

microcépsulas.

3.7.6.Metodologia de encapsulacion

El método propuesto para conseguir microcapsulas, fue la combinacion de la
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técnica de extrusion y de emulsion en el cual se us6 el agitador de hélice Fisher
Scientific, jeringa de 5ml, valvula de compuerta, tubos y un tampon roscable de 2
pulgadas. EI método consistio en colocar una solucion de cloruro de calcio como

base para que las microcapsulas desciendan al final.

En la parte superior se presentd una solucion de cloruro de calcio conjuntamente
con aceite vegetal en el mismo recipiente. La jeringa se usé como herramienta de
goteo y a su vez estas gotas sean micro gotas a medida que se va introduciendo
en el agitador de hélice. La compuerta de dos pulgadas se utiliz6 como llave de

paso.

Se prepard cloruro de calcio en solucién liquida al 10%, y luego se realizé la

formulacioén al 0,1 molar para el estudio.

Formulacion:

(0,1 mol de CaClp)/(1 litro de solucién) x (110,98g CaCl2)/(1 mol) x (0,1 litro
solucién)/100ml= (1,1098g CaCl2)/(100 mL)

1,1098 g CaClz ----------- 10%
X=11,098 g CaCly-------- 100 ml

La cantidad en solucién liquida de CaClz es 11,098/100ml de agua destilada.

Para la preparacion de la solucion de alginato de sodio se usé una relacién 1,8
g/100ml de agua destilada en un vaso de precipitacion se afiadio los 100ml| de
agua destilada seguidamente se procedid a llevarlo al agitador magnético,

durante la agitacion se agrego los 1,8 g de alginato de sodio en forma lenta a 500

26



rpm durante 10 minutos aproximadamente.

3.7.7. Aplicacion del recubrimiento -capsulas en los filet es de
pollo

Los filetes de pollo se compraron en el Mercado Central de Manta, los tamafos de
los filetes fueron de 7cm de ancho, 8cm de largo y 1cm de grosor.

Una vez preparado los recubrimientos con las capsulas, los filetes se sumergieron
en la solucion de almidén de yuca y quitosano, libre y encapsulado por 3
segundos, posteriormente se almacenaron en fundas Ziploc a las temperaturas de
8°C y 0°C, posteriormente se tomd una muestra de 3cmx3cm con los cuales se
realizaron los analisis de recuento de bacterias aerobias mesofilas y el andlisis de

presencia o ausencia de Salmonella spp.

3.7.8.Recuento de bacterias aerobias mesoéfilas

Los recuentos microbiolégicos se realizaron los dias 0, 10, 20 y 30 del periodo
de almacenamiento. El conteo de aerobios mesdfilos se realizao de acuerdo con
la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 529-5:2006.

3.7.9.Analisis de presencia o ausencia de  Salmonella spp .

Los andlisis microbiolégicos se realizaran los dias 0, 10, 20 y 30 del periodo de
almacenamiento. La determinacién de presencia o ausencia de Salmonella se
realizard de acuerdo con la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1529-
15:2000.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS

En los resultados de la cuantificacion de fenoles totales mostrados en la tabla 5,
se evidencia que el tratamiento A1B2 (Hojas verdes-metanol) mostraron la mayor
cantidad de compuestos fendlicos con 40,12 (mg EAG /g), seguido del tratamiento
A2B2 (Hojas secas-metanol) con un valor de 29,18 (mg EAG /g), los tratamientos
que fueron sometidos a la extraccion con etanol presentaron menor compuestos

fendlicos.

Las pruebas estadisticas Anova y Test de Tukey 95% de confiabilidad, indican que
existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, los cuales la mayor

extraccion se logré con metanol.

Tabla N° 5. Test Tukey en Polifenoles totales (mg EAG /g)
en muestras de hojas de Bay-rum (verdes y secas)

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
A2B1 17,33 30,00 A
AlB1 20,11 30,00 B
A2B2 29,18 30,00 C
AlB2 40,12 30,00 D

Elaborado por. (Delgado & Posligua, 2019)

Los compuestos fendlicos se encuentran abundantemente en todas las partes de
la planta, como son las ramas, los tallos, las hojas, los frutos, las raices, las flores,
el polen y las semillas (Pratt y Hudson 1990). Existe diferencia en la capacidad de

sintesis, acumulacién y excrecién de metabolitos fendlicos por las plantas. La
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cantidad de fenol producido depende del 6rgano de la planta y su estado de

desarrollo (Quifionez et al., 2013).

En estudios realizados se ha comprobado que las variedades de Bay-Rum
contienen principalmente ésteres fendlicos, mientras que el tercero esta

compuesto principalmente de oxigeno aciclico monoterpenos (Abaul et al., 1995).

Recientemente se ha prestado gran atencion sobre el papel de los antioxidantes
naturales, en particular los compuestos fendlicos, los cuales pueden actuar
reduciendo el contenido de compuestos toxicos en los alimentos o como
suministro al cuerpo humano como antioxidantes exégenos (Mohd et al., 2004).
Las sustancias fendlicas poseen una alta actividad antioxidativa y se encuentran
mayormente en los frutos y las hojas de los vegetales (Traore y Guiltinan 2006).
Muchos de estos fenoles se clasifican en 2 grupos principales: los acidos fenol
carboxilicos y los flavonoides, estos ultimos son los mas significativos32 y

derivados del flavan (2-fenil-benzoildihidropirano) (Quifionez et al., 2013).

4.2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TEAC ( MMOL/ G)

En cuanto a la capacidad antioxidante de los compuestos presentes en los
extractos de bay-rum mostrados en la tabla 6, se muestra que el tratamiento A1B2
(Hojas verdes-metanol) mostraron la mayor actividad antioxidante de compuestos
fenolicos con 11,05 (TEAC umol /g), seguido del tratamiento A2B2 (Hojas secas-
metanol) con un valor de 7,03 (TEAC pmol /g), se evidencia que los tratamientos

sometidos a extraccion con etanol presentaron mayor capacidad antioxidante.
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Las pruebas estadisticas Anova y Test de Tukey 95% de confiabilidad, muestran
que existe diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, los cuales la
mayor captacion de radicales libres se logré con la muestra de hojas verdes y

solvente metanol, lo que concuerda con la presencia de fenoles totales.

Tabla N° 6. Test Tukey en Capacidad antioxidante (TEAC (umol/ g)

en muestras de hojas de Bay-rum (verdes y secas)
TRATAMIENTOS Medias n E.E.

A2B1 3,02 30,00 A

Al1B1 6,10 30,00 B
A2B2 7,03 30,00 C
Al1B2 11,05 30,00 D

Elaborado por. (Delgado & Posligua, 2019)

En los resultados encontrados en esta investigacion se puede determinar que
existe presencia de polifenoles en mayor proporcion en las hojas verdes de Bay-

Rum, el cual indica su potencial como agente antimicrobiano y antioxidante.

Los resultados que se obtuvieron proporcionan una informacion bésica
prometedora para el uso potencial de extractos etandlicos y metandlicos como

antioxidante natural que puede ser utilizado en la industria de alimentos.

Los compuestos antioxidantes pueden detener o inhibir la oxidacion de los lipidos
o0 de otras moléculas por la inhibiciobn de la iniciacion de la propagacion de las
reacciones de cambio de oxidacién (Quifionez et al.,, 2013). La actividad
antioxidante de los compuestos fendlicos se debe mayormente a sus propiedades
redox, las cuales desempefian un papel importante en la adsorcion vy

neutralizacion de radicales libres (Murthy et al., 1998).
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4.3. ANALISIS ANTIMICROBIANO IN VITRO

En las tablas 7 y 8, se muestran los resultados del analisis de inhibicion
microbiana en cepas de Salmonella spp, mostrando que su mayor efecto lo
presentaron a las 48 h de exposicion a los extractos de hojas de Bay-Rum, siendo
el tratamiento A1B2 (Hojas verdes-metanol) el que evidencio mayor halo de
inhibicion de 25 mm en contraste con el tratamiento A2B1 (Hojas secas-metanol)

el que mostro la menor Inhibicion con 15 mm de halo de inhibicién.

Las pruebas estadisticas Anova (anexo 3 y 4) y Test de Tukey 95% de
confiabilidad, indican que existio diferencia estadistica significativa P< 0,05 entre
los tratamientos, evidenciando que los tratamientos donde se realiz6 la extraccion

con etanol fueron mas eficaces en el control de Salmonella spp, in vitro.

Tabla N° 7. Test de Tukey en Inhibicion microbiana de extractos de hojas de Bay-
Rum en cajas petri con cepas de Salmonella spp. 24h de exposicion.

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

A2B1 15,17 30,08 A
AlB1 17,00 30,08 B
A2B2 19,00 30,08 C
Al1B2 22,00 30,08 D

Elaborado por. (Delgado & Posligua, 2019)

Tabla N° 8. Test de Tukey en Inhibicion microbiana de extractos de hojas de Bay-
Rum en cajas petri con cepas de Salmonella spp. 48h de exposicion.

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

A2B1 15,00 30,36 A
Al1B1 18,33 30,36 B
A2B2 20,00 30,36 C
Al1B2 25,00 30,36 D

Elaborado por. (Delgado & Posligua, 2019)
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Los datos obtenidos en la presente investigacion revelaron que los extractos de
hojas de Bay-Rum presentan actividad antimicrobiana frente a Salmonella spp, lo
que corrobora los resultados de la cuantificacién de fenoles totales indicando que
las hojas verdes tienen mejor comportamiento en cuanto al control de este

microorganismo patégeno.

Los compuestos fendlicos son metabolitos esenciales para el crecimiento y
reproduccion de las plantas y actian como agentes protectores frente a
patdégenos, siendo secretados como mecanismo de defensa a condiciones de
estrés, tales como infecciones, radiaciones UV, entre otros (Mufioz et al., 2007).
Esta sintesis se da a partir de fenilalanina por la via del shikimato. Juegan un rol
vital en las plantas y regulan el metabolismo y sintesis de la lignina (Dixon y Paiva,
1995), por lo que las plantas presentan un gran nimero de componentes fendlicos
(e.g., flavanoles, flavonoles, chalconas, flavonas, flavanonas, isoflavonas, taninos,
estilbenos, curcuminoides, acidos fendlicos, coumarinas, lignanos, etc) (Cai et al.,
2006).

Los antimicrobianos continlan estando entre los aditivos alimentarios mas
importantes. Actualmente, debido a la demanda por parte del consumidor de
productos frescos minimamente tratados como son las frutas frescas y frescas
cortadas envasadas bajo diferentes atmésferas y refrigeradas, estd aumentando el
interés por los antimicrobianos de origen natural que puedan extraerse para ser
utilizados con el fin de prolongar la vida util y la seguridad para el consumidor
(Blanchard, 2000).

La mayor parte de los antimicrobianos alimentarios solamente son bacteriostaticos
(sistemas de conservacion que impiden el desarrollo de gérmenes) o fungistéticos,
en lugar de bactericidas (sistemas de conservacion que destruyen los gérmenes) o

fungicidas, por lo que su efectividad sobre los alimentos es limitada. Por otra parte,

32



debido a que algunos microorganismos pueden no verse inhibidos o destruidos
por las dosis convencionales de antimicrobianos utilizados individualmente, puede
ser preferible utilizar una combinacién de ellos, ampliando asi el espectro de

cobertura en la preservacion de frutas o alimentos en general (Blanchard, 2000).

4.4. RECUENTO DE AEROBIOS MESOFILOS

En la tabla 9, se presentan los resultados del analisis de recuento de UFC de
aerobios mesdfilos en muestras de pechugas de pollo, estos datos muestran que,
su mayor efecto se evidencio en el dia 10 de almacenamiento, debido a que
existid6 disminucion en el conteo de UFC/g de bacterias aerobias mesofilas
pasando de un promedio de 5,0x102 UFC/g para el dia 0, siendo el tratamiento
A1B2C2 (recubrimiento de quitosano + extracto de bay-rum encapsulado +
conservacion a 0°C ) el que mayor disminucién mostro con un valor de 2,5X10°
UFC/g en comparacion con la muestra control la cual evidencio el valor mas alto

con 4,6x10°% en el dia 10 del periodo de estudio.

A partir del dia 16 se observé una coloracion verdosa y un olor desagradable en
todas las muestras lo que fue corroborado con los analisis realizados al dia 20 y
30 dado como resultado recuentos de UFC muy altos que sobrepasaron los limites
de la norma INEN 1338, la cual afirma que el rango de contaminacion
microbioldgica permisible maximo en filetes de carne fresca en microorganismos
aerobios mesdfilos 1.0x107 UFC, staphilococus aureus 1.0x10* UFC y por ultimo
Escherichia coli con un maximo de 1.0x102. UFC. (Palacios y Vélez 2017).

33



Tabla N° 9. Recuento de UFC de aerobios mesdfilos en filetes de pollo almacenados a 0°C y 8°C.

Tratamientos

Dia 0 UFC/g Dia 10 UFC/g Dia 20 UFC/g Dia 30 UFC/g
AlB1C1 5,3x10? 2,4X10° 2,5x108 5,0X10%°
AlB1C2 5,0x10? 1,8X10* 3,2X107 6,4X10°
Al1B2C1 5,2X10? 7,4X10° 4,6X107 8,7X10°
A1B2C2 5,5X10? 2,5X103 1,1X107 4,4X10°
A2B1C1 5,0X10? 3,3X104 6,0X108 8,3X10%°
A2B1C2 5,4X10? 2,9X10* 5,4X108 9,0X10°
A2B2C1 5,1X10? 2,0X10* 7,1X108 8,4X10°
A2B2C2 5,4X10? 1,7X10% 4,0X108 5,2X10°
CONTROL 5,0X10? 4,6X108 8,5X108 7,0X10%°

Elaborado por. (Delgado & Posligua, 2019)

La carne de pollo es un producto muy alterable por lo que se debe manejar con
especial cuidado en todas las operaciones de procesado. La alteracion se inicia
pronto después de la sangria, como resultado de acciones microbianas, quimicas

y fisicas. (Palacios y Vélez 2017).

Es probable que, en las muestras analizadas, algunas de las etapas con
probabilidades de contaminacion microbiolégica hayan sido la desolladura, el
despiezo, la condimentacion o el empaque del pollo. Ademas, el recuento elevado
en los indicadores microbioldgicos predice el deterioro precoz del producto

estudiado.

En investigaciones previas se han reportado resultados en el que la deficiente
calidad sanitaria de algunos productos avicolas que se expenden comercialmente
es evidente y constituye un riesgo para la salud de los consumidores (Boscan et
al., 2005; Durango et al., 2004; Ledn et al., 1996).

La carne de aves en general, y la de pollo en particular, es un vehiculo muy

importante de microorganismos patdogenos para el hombre, principalmente:
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Salmonella spp, Campylobacter spp., Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica y Bacillus cereus
(Acevedo et al., 2015).

En el caso del pollo, embandejado en condiciones aerobias y almacenado en
refrigeracion, son las Pseudomonas (Psicotropos) los microorganismos
indicadores y responsables de su deterioro (Dainty and Mackey, 1992; Fung
Daniel, 2003; Nutreco PRRC, 2004), produciéndose malos olores a niveles de 10’
pseudomonas/cm? y aparicion de sustancias limosas en superficie y lipdlisis de la

fraccion grasa cuando se alcanza 108 pseudomonas/cm?

4.4. PRESENCIA O AUSENCIA DE SALMONELLA SPP

Los datos mostrados en la tabla 10, indican la presencia/ausencia de salmonella
spp, en muestras de pechugas de pollo, estos datos indican que, los tratamientos
(A1B1C1; A1B1C2; Al1B2C1; A1B2C2), los cuales estaban conformado por
recubrimiento de quitosano y los extractos de hojas de bay-rum libres y
encapsulados fueron mas eficaces en cuanto al control antimicrobiano de este
patégeno en contraste con los tratamientos A2B1C1; A2B2C1 los cuales estaban
conformado por recubrimiento de almiddn de yuca y los extractos de hojas de bay-
rum libres y encapsulados y la muestra CONTROL los cuales mostraron
presencia de Salmonella, cabe indicar que las muestras que fueron tratadas con
almidon de yuca y conservadas a 0°C no indicaron presencia de este patdgeno,

evidencidndose presencia en las muestras almacenadas a 8°C.
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Tabla N° 10. Andlisis de deteccion presencia

filetes de pollo.

Tratamientos

0 ausencia de Salmonella spp, en

Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30
presencia/ausencia . . . . . .
presencia/ausencia presencia/ausencia presencia/ausencia
A1B1C1 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
AlB1C2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
A1B2C1 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
A1B2C2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
A2B1C1 Presencia Presencia Presencia Presencia
A2B1C2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
A2B2C1 Presencia Presencia Presencia Presencia
A2B2C2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
CONTROL Presencia Presencia Presencia Presencia

Elaborado por. (Delgado & Posligua, 2019)

Los microorganismos patdgenos en la carne de pollo cruda pueden multiplicarse
de forma facil a temperaturas que oscilan entre 4°C y 60°C (Acevedo et al., 2015).
La manipulacion higiénica correcta y una adecuada coccion y refrigeracion
previene estas enfermedades. Los patégenos pueden transmitirse a traveés de los
jugos de las aves crudas si entran en contacto con otros alimentos. La carne de
ave cruda puede contener bacterias como salmonella y otros agentes patdgenos
(Chavarrias, 2011).

La presencia de 15 a 20 células de Salmonella spp en un alimento puede producir
infecciones intestinales y aunque no compite con otros microorganismos a
temperaturas de refrigeracion, se desarrolla cuando se producen abusos de
temperatura (15 a 20 °C). (Tirado et al., 2005).
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Un factor que debe considerarse respecto al manejo de productos refrigerados es
el almacenamiento en el hogar del consumidor. Se aconseja que la temperatura
de un refrigerador doméstico no exceda 5 °C. Sin embargo, estudios realizados en
EUA encontraron que el 21 % de los refrigeradores domésticos operaban por
arriba de 10 °C (James y James, 2002).

El ciclo de crecimiento de una poblacion de microorganismos consta de las fases
latencia (lag en inglés), exponencial, estacionaria y declinacion. Los investigadores
de microbiologia predictiva se han enfocado a modelar el efecto de la fluctuacion
de temperatura sobre las primeras dos fases bajo la premisa de que, si la
poblacion microbiana alcanza la fase estacionaria, el producto esta deteriorado o

presenta riesgos para la salud del consumidor.

La fase de latencia corresponde al periodo de adaptacion del microorganismo a
nuevas condiciones del entorno. Almonacid-Merino et al. (1993) asumieron que
este esfuerzo intracelular corresponde en su mayoria al necesario para aumentar
la concentracién de acido ribonucleico (ARN), indicador del estado fisiolégico de la
célula, el cual llega a su maximo valor cuando el microorganismo inicia la fase
exponencial. La sintesis de ARN no es el Unico factor que explica el periodo de

latencia.

Una vez que las células se han adaptado a las condiciones del entorno, comienza
la fase de crecimiento exponencial. Simpson et al. (1989) sefialan que la velocidad
de crecimiento se ve afectada por las condiciones del medio y la disponibilidad de

substrato, mas que por los rangos de temperatura de interés.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se logré extraer fenoles totales en las muestras de hojas secas y verdes

de Bay-Rum utilizando como solventes de extraccion etanol y metanol.

En cuanto a la cuantificacion de fenoles presentes en las hojas de Bay-
Rum se determino que existe mayor presencia de compuestos fendlicos en
las hojas verdes y se logra una mayor extraccion utilizando como solvente

el metanol.

Se determin6 que la mayor capacidad antioxidante la presento la muestra

de hojas verdes con extraccion mediante solvente metanol (A1B2).

En cuanto al efecto inhibitorio in vitro se evidencio que la muestra
extraida de las hojas verdes con metanol presento el mejor efecto

antimicrobiano frente a cepas de Salmonella spp.

En cuanto al crecimiento de bacterias aerobias mesdfilas todos los
tratamientos fueron efectivos en el control microbiano hasta el dia 10, a
partir del dia 20 ningun tratamiento tuvo efecto debido a que todas las

muestras y control sobrepasaron los limites permisibles.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar analisis sensorial para determinar si existe

influencia en el sabor del producto.

Se debe de probar los extractos sin recubrimiento comestible debido a que
este puede afectar su efectividad.

Se recomienda utilizar el extracto de Bay-Rum en otros tipos de alimentos.

En base a los resultados obtenidos en este estudio se recomienda
encapsular los compuestos fendlicos, debido a que se ha demostrado que

tienen mayor capacidad antimicrobiana cuando se los encapsula.
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ANEXOS

Anexo N° 1. Anova de cuantificacion de fenoles totales en muestra de extractos

de hojas de Bay-rum.

Andlisis de la varianza

Variable N R2 RZAj CV
FENOLES TOTALES 12 1,00 1,00 3,7E-07

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo IlI)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 952,41 3 317,47 32540809717006600,00 <0,0001
TRATAMIENTOS 952,41 3 317,47 sd sd

Error 0,00 8 0,00
Total 952,41 11

Anexo N° 2. Anova de capacidad antioxidante en muestra de extractos de hojas

de Bay-rum.

Andlisis de la varianza

Variable N R2Z RZA] CV
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 12 1,00 1,00 2,5E-07

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo II)

F.V. SC gl CM F p -valor
Modelo. 98,80 3 32,93 112832408705129000,00 < 0,0001
TRATAMIENTOS 98,80 3 32,93 sd sd

Error 0,00 8 0,00
Total 98,80 11
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Anexo N° 3. Anova de Inhibicion microbiana in vitro de muestra de extractos de
hojas de Bay-rum frente a cepas de Salmonella spp, en 24 h de exposicion.

Analisis de la varianza

Variable N R2 RZAj CV
INHIBICION MICROBIANA 24h 12 1,00 1,00 0,79

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)
F.V. SC gt CM F p-valor

Modelo. 77,06 3 25,69 1233,00 <0,0001

TRATAMIENTOS 77,06 3 25,69 1233,00 <0,0001

Error 0,17 8 0,02

Total 77,2311

Anexo N° 4. Anova de Inhibicion microbiana in vitro de muestra de extractos de
hojas de Bay-rum frente a cepas de Salmonella spp, en 48 h de exposicion.

Andlisis de la varianza

Variable N R2 RZAj CV
INHIBICION MICROBIANA 48h 12 0,98 0,97 3,21

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo IIl)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 156,25 352,08 131,58 <0,0001

TRATAMIENTOS 156,25 352,08 131,58 <0,0001

Error 3,17 8 0,40

Total 159,42 11
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Figura 1 .- Extraccion de compuestos Figura 2 .- Cuantificacion de

fendlicos. compuestos fendlicos.
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Figura 5.- Aplicacion en filetes.
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