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Introduccion

Las plantas medicinales son una fuente importante de compuestos que
presentan bioactividades, lo que las convierte en moléculas valiosas para
productos terapéuticos, cosméticos y relacionados con los alimentos (Kumar et
al., 2022). Los compuestos fendlicos son compuestos bioactivos importantes que
se encuentran en las plantas (Ali et al., 2023). Ofrecen notables propiedades
terapéuticas y funcionan como antioxidantes y conservantes naturales
(Guimaréaes et al., 2010). Los alimentos funcionales o nutracéuticos son aquellos
que, ademas de realizar funciones nutricionales basicas, funcionan como parte
de la dieta habitual al ser ingeridos. Estos alimentos también producen beneficios
metabdlicos, fisioldgicos y de salud, incluyendo la prevencion y el tratamiento de
enfermedades, y ademas es seguro para su uso sin supervision médica.

La funcionalidad de los alimentos nutracéuticos se atribuye a sus compuestos
bioactivos. Estos compuestos son ampliamente producidos por las plantas, como
los compuestos fendlicos, que tienen actividades antioxidantes y/o
antimicrobianas que inhiben el daino a macromoléculas como lipidos, proteinas
y acidos nucleicos (Peralta et al., 2008; Soares, 2002; Soares et al., 2013). Varias
plantas y especias son bien conocidas por sus efectos antioxidantes y
antimicrobianos, donde los aceites esenciales y extractos contienen una gran
cantidad de compuestos bioactivos, como los compuestos fendlicos (Majhenic et
al., 2007; Sahoo et al., 2014).

La Aloysia citrodora es un miembro de la familia Verbenaceae que se originé en
América del Sur pero, hoy en dia, crece en todo el norte de Africa, el sur de
Europa y partes de Iran (Polumackanycz et al., 2022). Es una especie aromatica
muy conocida que es rica en compuestos antioxidantes con alta actividad
antioxidante, como polifenoles, acido ascérbico y carotenoides (Gil et al., 2007;
Tammar et al., 2021; Hosseini et al., 2021). A sus extractos se atribuido
propiedades antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias y antioxidantes a las
infusiones de agua de verbena de limén (Polumackanycz et al., 2022). El alto
contenido de verbascésido, también conocido como actedsido, en el extracto de
hierba luisa posee importantes propiedades biolégicas como efectos ansioliticos,
antioxidantes, anticancerigenos, neuroprotectores, antimicrobianos, anestésicos
y sedantes (Gil et al.,, 2007). Su composicién quimica, rica en compuestos
fendlicos y terpenos, sugiere un potencial antimicrobiano que podria ser util en
la conservacion de alimentos (Miara et al.,2019; Polumackanycz et al., 2022).

Por otro lado, el jengibre (Zingiber officinale) pertenece al orden Zingiberales y a
la familia Zingiberaceae. Con una altura de 20 a 100 centimetros, esta planta
amarilla tiene hojas de tintes morados y sus principales propiedades residen en
el tallo subterraneo, conocido como rizoma. Algunos de los principales
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compuestos que se encuentran en el jengibre son canfeno, felandreno,
zingibereno, cineol, citral y borneol (Han & Li, 2009). Cabe destacar que los
gingeroles y los shogaoles correspondientes son los principales compuestos
picantes del jengibre. Esta hierba perenne tiene 70 especies en todo el mundo y
es originaria del este de Asia. Ademas de sus propiedades antifungicas, se ha
informado que el jengibre ejerce efectos sedantes.

La carne es un alimento altamente nutritivo altamente susceptible a la
contaminacién microbiana debido a su composicién, la presencia de
Staphylococcus aureus en la carne puede llevar a graves problemas de salud,
por lo que la implementacion de estrategias efectivas para su control es crucial
(Pateiro et al. 2021). Los conservadores sintéticos como elhidroxianisol butilado
(BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), o laterbutilhidroquinona (TBHQ),
disminuyen la oxidacion de grasas y proteinas en la carne, pero se ha
demostrado que ocasionan riesgos para la salud humana como intoxicaciéon
alimentaria, dafo hepatico, carcinogénesis. y mutagénesis (Hadidi et al.2022).
Sin embargo, para controlar los fendmenos oxidativos, existe la tendencia de
afadir extractos de plantas aromatico-medicinales ricos en compuestos
bioactivos (CBs) directamente a la carne o como suplemento en la dieta de los
animales.

El uso de extractos naturales no solo puede mejorar la seguridad alimentaria,
sino también proporcionar beneficios adicionales en términos de calidad
sensorial y nutricional de la carne. La incorporacion de hierbas y especias en la
produccion y conservacion de alimentos es una practica ancestral que, gracias
a la investigacion cientifica, estd ganando un renovado interés. Este enfoque
permite explorar métodos de conservacion mas sostenibles y menos
dependientes de aditivos quimicos. Por esta razén, el objetivo del presente
estudio tuvo como objetivo evaluar la eficacia de los extractos de hierba luisa y
jengibre en la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus en carne de
res.

Potencial inhibitorio de extractos de hierba luisa (Aloysia citriodora) y jengibre (Zingiber officinale) contra podl!
Staphylococcus aureus en carne de res.



CAPITULO 1

CONTEXTUALIZACION DE
LA INVESTIGACION






EDITORIAL GRUPO

m Contextualizacion de la investigacion § f;-_m

Contextualizacion de la investigacion

1.1. Problema de investigacion

1.1.1.Planteamiento del problema

La presencia de Staphylococcus aureus en la carne de res representa una
preocupacion crucial para la seguridad alimentaria, debido a su capacidad para
causar enfermedades graves que afectan la salud humana. Esta bacteria es un
riesgo significativo para los consumidores, ya que su ingesta puede provocar
intoxicaciones alimentarias, infecciones cutaneas y otros problemas de salud
(Lépez et al., 2015). En este contexto, surge la necesidad urgente de explorar
alternativas naturales que inhiban el crecimiento de Staphylococcus aureus en
la carne, evitando asi el uso de aditivos quimicos y métodos de conservacion
tradicionales, que a menudo tienen efectos adversos sobre la salud y el medio

ambiente (Hosseini et al., 2021).

El uso prolongado y excesivo de antibidticos en la produccion animal ha
favorecido el desarrollo de resistencia bacteriana en Staphylococcus aureus,
complicando su control y erradicacion en productos carnicos. Esta resistencia no
solo hace que los antibiéticos sean menos efectivos, sino que también dificulta
la implementaciéon de medidas preventivas para evitar la proliferacion de la
bacteria. A esto se suman las condiciones inadecuadas en los criaderos y
durante el procesamiento de la carne, que crean un ambiente ideal para la
proliferacion de Staphylococcus aureus, aumentando asi la probabilidad de
contaminacién. Ademas, las practicas inapropiadas durante el transporte,
almacenamiento y manipulacién de la carne, como el mal control de la
temperatura y la falta de higiene, favorecen aun mas el crecimiento bacteriano,

lo que eleva los riesgos para la salud publica (Lépez et al., 2015).

Esta problematica no solo compromete la calidad de la carne, sino que también
incrementa el riesgo de enfermedades transmitidas por alimentos, afectando
directamente la salud de los consumidores. Por lo tanto, resulta esencial abordar

la cuestién de la resistencia antibiética y la contaminacion por Staphylococcus
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aureus en la carne de res, con el fin de garantizar la seguridad alimentaria,

proteger la salud del consumidor y asegurar la sostenibilidad de la industria
carnica. La busqueda de soluciones efectivas y naturales, como los extractos
vegetales con propiedades antimicrobianas, puede ser una alternativa clave para
reducir los riesgos asociados a esta bacteria, contribuyendo a un sistema de

produccion mas seguro y saludable.

1.2. Diagnéstico

Las condiciones inadecuadas en los criaderos y durante el procesamiento de la
carne de res crean un ambiente propicio para el desarrollo de Staphylococcus
aureus, una bacteria responsable de diversas infecciones alimentarias. Esta
situacion se ve agravada por la ausencia de protocolos de higiene eficaces que
garanticen la limpieza y desinfeccion adecuadas en cada etapa de la cadena
productiva. Ademas, el uso excesivo de antibidticos en la produccion animal ha
llevado a un incremento en la resistencia bacteriana, lo que dificulta la
erradicacién de la bacteria y complica aun mas su control. Esta resistencia
antimicrobiana representa un reto significativo para la salud publica, ya que las
infecciones causadas por cepas resistentes pueden ser mas dificiles de tratar y

controlar.

A su vez, la cadena de transporte y almacenamiento de la carne de res también
presenta deficiencias que favorecen el crecimiento de bacterias patdégenas. La
falta de un control riguroso de la temperatura y de las condiciones ambientales
adecuadas durante el transporte y almacenamiento contribuye a la proliferaciéon
de Staphylococcus aureus en los productos carnicos, aumentando el riesgo de
que el consumidor final se vea expuesto a la bacteria. Este conjunto de factores
subraya la necesidad urgente de implementar mejoras en los procesos de
manejo, transporte y conservacion de la carne para garantizar su seguridad y

calidad, minimizando asi los riesgos asociados a la contaminacion bacteriana.
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1.3. Prondstico

En caso de no abordar adecuadamente el presente estudio se espera un
escenario adverso,ya que la presencia no controlada de Staphylococcus aureus
en la carne de res puede conducir a un aumento significativo de enfermedades,
donde dicha bacteria desarrolle una mayor resistencia antibiética y comprometa
la salud y la confianza del consumidor, esto resultaria en pérdidas econdmicas
para la industria carnica, lo que podria desencadenar la imposicion de
regulaciones mas estrictas perjudicando asi a los productores mas pequenos,
ademas la falta de medidas preventivas especificas podria generar
consecuencias negativas para la seguridad alimentaria y la estabilidad de la

industria carnica.
1.3.1.Formulacién del problema

¢ Sera posible la utilizacion del extracto de hierbaluisa (Aloysia citradora) y
jengibre (Zingiber officinale) como inhibidores de Staphylococcus aureus en

carne de res?
1.3.2.Sistematizacion del problema

¢ Es posible obtener extracto de hierbaluisa y jengibre mediante evaporacion

rotativa?

¢ Cuales son las concentraciones del extracto de hierbaluisa y jengibre mas

adecuadas para preservar la actividad inhibitoria de los compuestos bioactivos?

¢La concentracién de Staphylococcus aureus disminuird mediante la aplicacion

delextracto?

1.4. Objetivos

1.4.1.0bjetivo General

Evaluar el extracto de hierba luisa (Aloysia citradora) y jengibre (Zingiber

officinale) como inhibidores de Staphylococcus aureus en carne de res.
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1.4.2.0bjetivos Especificos

e Elaborar el extracto de hierba luisa (Aloysia citradora) y jengibre (Zingiber

officinale) mediante evaporacion rotativa.

e Determinar la concentracion adecuada 10 %, 15 % y 20 % del extracto de
hierbaluisa (Aloysia citradora) y jengibre (Zingiber officinale) para inhibir

la presenciade Staphylococcus aureus en carne de res.

e Evaluar la concentracién de Staphylococcus aureus en carne de res luego

de la aplicacién del extracto.

1.5. Justificacion

La utilizacién de extractos de Aloysia citrodora (hierba luisa) y Zingiber officinale
(jengibre) como inhibidores de Staphylococcus aureus en carne de res ha
despertado un creciente interés debido a sus destacadas propiedades
antimicrobianas. Diversos estudios recientes han demostrado que estos
extractos contienen compuestos bioactivos con un notable potencial para
combatir microorganismos patdgenos, lo que los posiciona como alternativas
prometedoras en la lucha contra las infecciones bacterianas en productos

carnicos (Espinoza & Segundo, 2016).

Los componentes bioactivos de Aloysia citrodora se han empleado en una amplia
gama de aplicaciones, que incluyen bebidas, alimentos y productos cosméticos.
Esto se debe a sus propiedades antioxidantes, conservantes y antimicrobianas,
qgue no solo prolongan la vida util de los productos, sino que también contribuyen
a mejorar su seguridad y calidad (Enriquez-Estrella et al., 2023). En paralelo,
Zingiber officinale es conocido principalmente como una especia culinaria, pero
sus propiedades medicinales también son ampliamente reconocidas. Se le
atribuyen efectos beneficiosos para aliviar nduseas, reducir inflamaciones y
promover la salud cardiovascular, lo que refuerza su potencial como ingrediente

activo en diversas aplicaciones terapéuticas (Siedentopp, 2008).

Estos beneficios corroboran la importancia de investigar el uso de extractos de

Aloysia citrodora y Zingiber officinale como inhibidores naturales de
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Staphylococcus aureus en carne de res. Tal investigacion podria ofrecer

soluciones eficaces y naturales para prevenir el crecimiento de esta bacteria,
mejorando asi tanto la seguridad alimentaria como la calidad de los productos
carnicos. De hecho, este enfoque no solo contribuiria a reducir el riesgo de
infecciones alimentarias, sino que también proporcionaria alternativas mas

saludables frente a los conservantes sintéticos (Bettin et al., 2012).

Actualmente, los compuestos bioactivos de estas plantas no estan siendo
explotados como inhibidores de Staphylococcus aureus en carne de res cruda.
Por lo tanto, la presente investigacion busca identificar el extracto mas eficaz y
optimizar el uso de los compuestos inhibitorios presentes en estas especies
vegetales. Este estudio podria abrir nuevas vias para la aplicacion de extractos
naturales en la conservacion de alimentos, mejorando la seguridad y calidad de

la carne de res mediante métodos sostenibles y naturales.
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Fundamentacion teérica de la investigacion

2.1. Microbiologia de los alimentos

La microbiologia se centra en el andlisis de los microorganismos,
abordando aspectos como su biologia, ecologia y su aplicacién en la
produccion agricola e industrial, asi como su influencia en la alteracion y
deterioro de bienes, esta disciplina requiere la comprension de tres
conceptos clave: microorganismo, biologia y ecologia, respecto a la
biologia microbiana, esta se adentra en la estructura, metabolismo y
genética de los organismos, donde la estructura desempena un papel
crucial en la determinacion del metabolismo, en cuanto al metabolismo,
este, engloba las reacciones que posibilitan el crecimiento, reproduccion y
la alteracion del entorno de los microorganismos, la genética microbiana
revela el proceso de transmision de informacién, fundamental para el
desarrollo de microorganismos con caracteristicas morfolégicas y

metabdlicas especificas(Flavia et al., 2010).
2.1.1.Generalidades

Los microorganismos han sido utilizados histéricamente como productores de
alimentos,dando lugar a procesos fermentativos, principalmente la fermentacién
lactica, realizada mayormente por bacterias del grupo lactico, estos procesos no
solo mejoran la resistenciay caracteristicas organolépticas de los alimentos, sino
que también inhiben bacterias indeseables, reduciendo su carga microbiana y
prolongando la vida util de los productosfermentados, como lacteos, carnicos,
vegetales fermentados, pan y bebidas alcohdlicas. Ademas, se destacan
compuestos antibacterianos, como la nisina, que evitan la germinacion de

esporas, reduciendo el riesgo de intoxicacién alimentaria (Aguilar, 2018).

También pueden actuar como agentes de deterioro de alimentos, causando
pérdidas econodmicas significativas, lo que puede ser provocado por bacterias,
mohos y levaduras,siendo las bacterias y mohos los principales responsables.

Durante el proceso de deterioro, una poblacion predominante de
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microorganismos se selecciona, desplazando aotros y reduciendo la diversidad

inicial, dicho fendmeno se refleja en la calidad del alimento, donde una variedad
inicial indica poco deterioro, mientras que una poblacion homogénea final revela
un mayor grado de deterioro, este deterioro microbiano contribuye a importantes
pérdidas econdmicas, como el 20 % de la pérdida de frutas y verduras

recolectadas, afectadas por unas 250 enfermedades del mercado (Aguilar, 2018).

2.1.2.Clasificacion

2.1.2.1. Bacterias.

Son organismos unicelulares clasificadas como procariontes, las cuales carecen
de nucleocelular y organulos como mitocondrias, cloroplastos o el aparato de
Golgi, exhiben su material genético (ADN) de forma libre en el citoplasma, a
pesar de su estructura celularsimple, presentan una diversidad morfolégica
notable, manifestandose en formas como filamentos, cocos, bacilos, vibrios y
espirilos. Estas entidades microbianas, con longitudes que oscilan entre 0.5y 5
M, son inherentemente muy diminutas, requiriendo agrupaciones en colonias

para ser perceptibles a simple vista (Sanchez Contreras et al., 2017).

Las bacterias son mas grandes que los virus y contienen ADN y ARN, estando el
genoma codificado en su ADN, ademas se encuentran recubiertos por una
membrana celular y enalgunas bacterias por una pared celular, también son
capaces de una replicacion totalmente auténoma, independiente de la célula
huésped (Garcia et al., 2010).

21.21.1. Hongos y levaduras.

El término "levadura" hace referencia esencialmente a un conjunto de hongos
unicelulares, en los cuales las hifas y/o pseudohifas pueden o no estar presentes,
y presentan una fase sexual perfecta o teleomorfa. No obstante, aquellas
levaduras cuya fase sexual aun no ha sido descrita y solo se conoce la fase
anamorfa son designadas comoformas semejantes a levaduras o "yeastlike"; su
método de reproduccidon es mediante gemacion. Desde una perspectiva
taxondémica, este ultimo grupo se clasifica en la division Deuteromycota o hongos
anamorfos, especificamente en la clase Blastomycetes o Levaduras, en cuanto

al grupo teleomorfo, cuando la célula haploide de la levadura se conjuga y da
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origen a un asco con sus ascosporas, se incluyen en la division Ascomycota,

perteneciente a la clase Ascomycetes (Mendoza, 2005).

Los hongos muestran una diversidad morfolégica que abarca desde formas
unicelulares hasta estructuras pluricelulares altamente ramificadas. Entre las
formas unicelulares, las levaduras destacan como organismos con una
estructura oval de dimensiones que oscilanentre 5y 30 um., estas levaduras son
inmoviles y se reproducen mediante procesos diversos, siendo la gemacion el
mecanismo predominante, ademas es importante senalarque las levaduras
deben ser conceptualizadas como hongos que han experimentado una
transicion hacia una forma unicelular, habiendo perdido su morfologia
filamentosa original. Sin embargo, la mayoria de los hongos adoptan una
estructura pluricelular o filamentosa, caracterizada por |la presencia de filamentos
ramificados conocidos como hifas, los cuales se desarrollan y entrelazan

formando una red llamada micelio (Marti Soléet al., 1998).
21.21.2. Virus.

Elemento de una categoria de entidades infecciosas submicroscopicas,
tradicionalmente caracterizadas por su incapacidad para ser capturadas por
filtros bacterianos, la cual se trata de parasitos endocelulares intrinsecamente
ligados a organismos vegetales, animalesy bacterias, dichas entidades se
componen de un nucleo central conformado por acido desoxirribonucleico o
acido ribonucleico, envuelto por una estructura externa compuesta

principalmente de proteinas o capside (Martinez Lépez et al., 2016).

Los virus son entidades de menor tamafo, los cuales actian como agentes
infecciosos que transfieren acido nucleico entre células, causando enfermedades
en microorganismos, plantas, animales y humanos. A pesar de su naturaleza
perjudicial desempefan un papel crucial en la produccién de vacunas y la
inmunizacidon masiva, ademas, son valiosos modelos genéticos en
investigaciones cientificas, al ser parasitos intracelulares obligados, atraviesan
poros de filtros bacterianos debido a su reducido tamario, siendo el virus mas
grande mas pequefio que una cuarta parte de una bacteria de fiebre tifoidea y
los mas pequefios capaces de alojarse en un estafilococo (Delgado &
Hernandez, 2015).
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2.1.2.2. Parasitos.

En el ambito parasitologico, se define como parasito a un organismo que reside
en otro ser vivo para obtener nutricion, tanto animales como humanos pueden
sufrir infestacionespor parasitos, afectando tanto su interior (parasitos internos)
como su piel y pelaje (parasitos externos). El organismo que sirve como fuente
de sustento para el parasito se conoce como hospedador, los principales
parasitos internos incluyen nematodos, tenias, coccidias y fasciolas, dichos
parasitos liberan huevos que se excretan con las heces del hospedador,
depositandose en el entorno, especialmente en pastizales, las tenias, por
ejemplo, producen huevos en segmentos que son expulsados con las
deposiciones, y la infestacion de animales ocurre al ingerir estos huevos
presentes en el pasto, destacando este fendmeno en la dinamica de transmision
parasitaria (SENASA, 2017).

Cualquier organismo que subsiste a raiz de otro, es conocido como huésped o
hospedador,a lo largo de un intervalo temporal mas o menos extenso, se clasifica
como un parasito, los parasitos facultativos indican una morfologia
independiente, pero se ajustan a un huésped especifico otro lado, los parasitos
obligados dependen intrinsecamente delhuésped para su supervivencia. En el
caso de los endoparasitos, colonizan el interior del huésped, mientras que los
ectoparasitos residen en la superficie externa del huésped, asi también, los

parasitos patégenos inducen enfermedades en el huésped (Ocampo, 2014).
2.1.2.3. Priones.

El término "prién" hace referencia al agente infeccioso vinculado a diversas
enfermedades neurodegenerativas, cuya denominacion proviene de la
combinacién de las palabras "proteinaceous infectious particle". Este agente
infeccioso se compone departiculas proteicas desprovistas de ADN, capaces de
replicarse prescindiendo de materialgenético, su tamafio es menor que el de la
mayoria de los virus y presenta una notable resistencia al calor generado por
radiaciones ionizantes, siendo identificado con laabreviatura PrPsc. A diferencia
de otros agentes infecciosos, el prion no induce respuestas inflamatorias ni
inmunitarias detectables, y no se ha observado su presencia mediante

microscopios Opticos o electronicos, la deteccidn en organismos vivos se limita al
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analisis patologico, ya que no existen pruebas especificas para tal propésito
(Perrone et al., 2003).

21.24. Principales microorganismos patégenos en

alimentos

Entre 2010 y 2013, en Colombia se llevaron a cabo estudios focalizados en la
deteccion y caracterizacion de microorganismos en alimentos, donde se
destacaron Salmonella spp. en alimentos de origen animal, Listeria
monocytogenes en productos lacteos, y Escherichia coli en productos carnicos y
vegetales. Ademas, se identificaron Aeromonas spp. y Vibrio spp. en pescados
y mariscos, estos resultados subrayan la importancia de controlar la presencia
de patdégenos en alimentos procesados y productos acuaticos para salvaguardar

la salud publica en Colombia (Soto Varela et al., 2016).

Tabla 1:
Temperaturas de desarrollo en ° C
Bacteria Minimo Optimo Maximo
Pseudomonas 4 25-30 40
fluorescens
Staphyloccoccus 6.5 30 - 37 46
aureus
Acidiothiobacillus 10 28 - 30 37
thiooxidans
Micrococcus luteus 10 30 45
Lactobacillus 15 30-35 45
plantarum
Corynebacterium 15 37 40
diphteriae
Streptococcus 20 40 - 45 50
thermophilus
Thermoactinomyces 27 - 30 60 65-70
vulgaris
Neisseria 30 35-36 38.5
gonorrhoeae
Thermus aquaticus 40 70-72 79

Nota: Bonilla Espinosa (2014).
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2.1.3.Caracteristicas generales de Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus es un microorganismo Gram positivo con una
morfologia esférica u ovoide que tiende a agruparse en racimos, sus colonias
presentan un pigmento que varia entre dorado, amarillo y, ocasionalmente,
blanco. Este microorganismo se desarrolla de manera 6ptima en presencia de
oxigeno a una temperatura que oscila entre 30 y 37 °C, manteniéndose en un
rango de pH de 7.0 a 7.5, ademas, muestra una notabletolerancia frente a
diversos compuestos como telurio, cloruro mercurico, neomicina, polimixina y

acido sédico (Ortegon Moreno, 2017).

2.1.3.1. Medios de aislamiento.

2.1.3.1.1. Agar sangre.

El medio de cultivo mas comunmente empleado consiste en agar-sangre, en el
cual el microorganismo se somete a una identificacion definitiva mediante
técnicas de tincion deGram, catalasa y coagulasa (ya sea en tubo o mediante
aglutinacion), en el caso de obtenerun coco grampositivo con resultados positivos
para catalasa y coagulasa, con crecimiento en agar MRSA (elaborado con agar
Mueller-Hinton suplementado con 4 % de CINa y 6 ug/mL de oxacilina), se
identifica al microorganismo como MRSA, y se llevan a cabo pruebas de
sensibilidad antimicrobianos, asi como cualquier otro analisis que se considere
pertinente, como la tipificaciéon molecular (Bafios Alvarez & Llanos Méndez,
2011).

2.1.3.1.2. Agar manitol-sal.

El agar manitol-sal cual permite realizar lecturas de sospecha a las 24 - 48 horas,
donde cualquier organismo manitol positivo (manifestado por un color amarillo)
en este mediosera considerado sospechoso de ser S. aureus. Posteriormente,
se realiza un subcultivo enagar sangre para llevar a cabo la identificacién
definitiva del microorganismo, el agar manitol sal es selectivo para estafilococos
y diferencial para S. aureus, ya que esta especie fermenta el manitol, lo que

produce colonias amarillas (Bafios Alvarez & Llanos Méndez,2011).
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Segun (Zendejas Manzo et al., 2014) este medio presenta una concentracién de

cloruro sédico del 7.5 %, el cual desempefa el papel de agente activo en el medio,
ejerciendo una inhibiciéon parcial o total sobre los organismos bacterianos
distintos a los estafilococos. Los estafilococos coagulasa positiva
(Staphylococcus aureus) generan colonias contonalidad amarilla y un entorno
circundante de color amarillo en el medio, por otro lado, los estafilococos
coagulasa negativa desarrollan colonias de color rojo sin ocasionar alteraciones

en el indicador rojo fenol del medio.
2.1.3.1.3. Agar Baird Parker.

En este medio las agrupaciones bacterianas de Staphylococcus aureus exhiben
una tonalidad negra como consecuencia de la reduccion del telurito, mientras
que presentan un halo transparente debido a la actividad lipolitica sobre la yema

de huevo (Pasachova Garzon et al., 2019).

Componentes como la caseina hidrolizada enzimatica, el extracto de carne y el
extracto de levadura aportan nitrégeno, carbono, azufre y vitaminas, ademas el
piruvato de sodiose encarga de salvaguardar las células dafiadas y facilitar la
recuperacion, estimulando asi el crecimiento de Staphylococcus aureus. El
cloruro de litio y el telurito de potasio actuancomo agentes inhibidores de la
contaminacién de la microflora, se destaca que el aditivotelurito es toxico para
las cepas de yema de huevo distintas de esta bacteria, otorgando alas colonias

un caracteristico color negro (Nufiez Fuentes, 2018).

21.3.1.4. Enfermedades provocadas por Staphylococcus

aureus.

El sindrome de choque toxico es una patologia de naturaleza multisistémica que
se manifiesta a través de fiebre elevada, hipotension, vomito, diarrea, mialgias,
anormalidades neurolégicas no focales, hiperemia conjuntival, lengua
aframbuesada y erupcidén eritomatosa con descamacién en extremidades,
siendo frecuente en mujeres de 15 a 25 afios que utilizan tampones u otros
dispositivos vaginales (diafragma) durante la menstruacion, en presencia de
colonizacion vaginal o infeccidbn por cepas de Staphylococcus aureus

productoras de la toxina TSST-1. No obstante, el cuadro también puede
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presentarse en nifios, mujeres sin menstruacién y hombres (Arteaga Bonilla &
Arteaga Michel, 2005).

Las infecciones sistémicas causadas por estafilococos abarcan la bacteriemia
estafilococica, que puede dar lugar a complicaciones como endocarditis,
infeccidbn metastasica o sindrome séptico, en estos procesos patogénicos, la
célula endotelial desempefia un papel fundamental, no solo es un objetivo
propenso al dafio, sino que su activacion también contribuye a la progresién de
la enfermedad endovascular. Los estafilococos tienen una fuerte afinidad por las
células endoteliales y se adhieren a ellas mediante un mecanismo de interaccién
adhesina - receptor, donde los estudios in vitro indican que, tras la adhesion, los

estafilococos son fagocitados por la célula endotelial (Hurtado et al., 2002).

Las infecciones mas frecuentes engloban aquellas que afectan al tejido cutaneo
y subcutaneo, manifestandose a través de lesiones supuradas o abscesificadas,
también se incluyen las infecciones de herida quirurgica, bacteriemia, neumonia,
osteomielitis, artritis y las infecciones asociadas al catéter intravascular o sondaje
urinario. Entre las complicaciones potencialmente serias derivadas de la
bacteriemia estafilococica se destacan el shock séptico y las infecciones
metastasicas graves, como la endocarditis aguda, miocarditis, pericarditis,
meningitis, artritis, osteomielitis, neumonia y formaciénde abscesos (Camarena
& Sanchez, 2010).

2.1.3.1.5. Resistencia de Staphylococcus aureus a antibiéticos

comerciales.

En la década de 1940, en Inglaterra, se observé un aumento significativo de
resistencia ala penicilina en estafilococos, alcanzando niveles del 60 %,
actualmente, las cepas de S. aureus muestran una resistencia del 80% - 93 %
a la penicilina, debido a la producciéon de penicilinasas, las cuales son enzimas
inactivadas por inhibidores de B-lactamasas como &acido clavulanico. La
resistencia a oxacilina se relaciona con una produccién excesiva de [3-
lactamasas, mientras que la resistencia a meticilina, llamada "intrinseca", se
debe a la presencia de una proteina de unién a penicilina (PBP2a) ausente en

cepas susceptibles (Castellano Gonzalez & Perozo Mena, 2010).
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A fines de la década de 1980, se identificaron cepas de Staphylococcus aureus

que exhibian una resistencia combinada a la meticilina y a diversos grupos de
antibiodticos, entre los que se incluian cloranfenicol, tetraciclina, macrodlidos,
lincosaminas, aminoglucésidos y fluoroquinolonas. En la ultima década, se ha
constatado la presencia de casos de Staphylococcus aureus con una
sensibilidad reducida a glucopéptidos, y recientemente, se han reportado casos
en los Estados Unidos, donde se identificaron cepas con una resistencia a

vancomicina a niveles elevados (Borraz Ordas, 2006).
2.1.4.Hierba luisa (Aloysia citriodora)

21.41. Descripcion botanica.

La denominacion botanica asignada a este ejemplar es Aloysia citriodora,
clasificado como un arbusto que ocasionalmente presenta una estructura
arborea, alcanzando alturasde hasta 3 metros, presentan un marcado aroma al
frotar sus hojas, las cuales son ramificadasy carentes de vellosidades, los tallos
de forma redonda poseen una consistencia lefiosa y estan dotados de finas
estrias longitudinales, sus hojas simples y lanceoladas, cuentan conun limbo
completo, un peciolo breve y un apice agudo, generalmente dispuestas en grupos
de tres, mientras que las flores son de reducido tamafo y tonalidad blanca, las

cuales se agrupan en espigas terminales (Dellacassa & Bandoni, 2003).

21.41.1. Taxonomia.

Tabla 2:
Taxonomia de Aloysia citrodora
Descendencia Descripcién
Reino Vegetal — Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Género Aloysia
Especie Triphylla
Nombres comunes Aloysia citriodora, Hierba Luisao Verbena de
Indias

Nota; Ramos Tejada (2013).
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21.4.2. Composicion.

La propiedad mas destacada de la hierba luisa es su fraccion volatil, la cual se
expresa principalmente a través de su rendimiento en aceite esencial, oscilando
entre el 0,2 % y el 1,0 %, este rendimiento esta sujeto a la influencia de diversos
factores tanto enddgenoscomo exdgenos, la composicion tipica de la hierba luisa
destaca la presencia predominante de citral, una mezcla de los isémeros geranial
y neral, los cuales constituyenel componente principal de su calidad. Ademas, se
identifican otros elementos en cantidades significativas, tales como el limoneno
(15.59 %), geraniol (4.74 %), linalool (1.10 %), y acetato de geranilo (0.64 %)
(Dellacassa & Bandoni, 2003).

2.1.4.3. Usos.

La hierba luisa tiene diversas aplicaciones en distintos sectores, en el ambito
alimenticio,las hojas se utilizan para preparar aguas aromaticas, refrescos vy
dulces, consumiéndose comunmente después de las comidas, mientras que, en
la industria alimentaria, estas hojas son empleadas como especia en la
produccion de chicha de maiz y colada morada (MezaAngos & Vargas Duque,
2013).

Ademas, en distintas etnias de las regiones costa, interandina y trépico, las hojas
tienen usos tradicionales variados, en la region costa, son utilizadas
directamente sobre los dientes como dentifrico, mientras que la etnia Secoya las
emplea con fines ornamentalescorporales. A nivel comercial, se aprovechan
para perfumar espacios y repeler insectos en las regiones interandina y tropico,
también se destinan a la extracciébn de aceite, fabricacion de jabones y

medicamentos en la regidén costa (Meza Angos & Vargas Duque,2013).
2.1.5.Jengibre (Zingiber officinale)
2.1.5.1.1. Descripcién botanica.

La planta alimenticia es una robusta herbacea de rizoma perenne, caracterizado
por su aspecto nudoso y tuberoso, con una corteza de tono ceniciento y
rugosidades transversales, el sabor de su rizoma es picante e intensamente

aromatico, los falsos tallos,de tonalidad rojiza, son erectos, oblicuos, redondos y
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anuales, emergiendo del rizoma y envueltos por hojas, alcanzando una altura

maxima de 1 metro, donde las hojas que brotan directamente del rizoma,
desprenden un agradable aroma y presentan caracteristicas subsésiles,
disposicion alternada, forma lanceolada, estrechez, linealidad y agudeza, con
dimensiones de 6 - 10 cm de longitud y 2 cm de ancho. Las inflorescencias, que
son terminales, surgen del tallo floral, el cual es radical y de disposicion solitaria,
mientras que las flores son de aspecto irregular, fragantes, pequefias y de color

amarillo verdoso, se agrupan en espigas (Flores Mejia & Patifio Pozo, 2016).

2.1.5.1.2. Taxonomia.

Tabla 3:
Taxonomia del jengibre (Zingiber officinale)
Descendencia Descripcion
Reino Plantae
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Zingiberales
Familia Zingiberaceae
Género Zingiber
Especie Zingiber officinale

Nota; Sotomayor Sarabia, (2022).
2.1.5.1.3. Composicion.

En el ambito alimentario, se identifican diversos compuestos esenciales, entre
los cualesdestacan aceites como el citral, citronelal, limoneno, canfeno, beta-
bisolobeno, beta- cariofileno, beta-bisanolo, alfa-farneseno, alfa-cadineno, alfa-
cadino, beta-felandreno, beta-pineno, beta-sesquifelandreno y gama-eudesmol,
ademas, se encuentran presentes aminoacidos fundamentales, tales como la
arginina, asparagina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, niacina,
treonina, triptéfano, tirosina y valina en la raiz, destacando la presencia de
minerales esenciales como aluminio, boro, cromo, cobalto, manganeso, fosforo

y silicio (Zalamea Molina et al., 2017).
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La composicion quimica experimenta variaciones con respecto al género y la

excelenciadel rizoma de Zingiber officinale a modo de generalizacion, se puede

aceptar la siguienteformulacion promedio:

Tabla 4:
Composicion quimica del jengibre (Zingiber officinale)
Componentes Porcentaje
Agua 10.0 %
Sustancias nitrogenadas (Proteinas) 7.5 %
Lipidos 3.5 %
Esencia 2.0 %
Almidon 54.0 %
Celulosa 4.5 %
Sustancias extractivas no nitrogenadas 13.0 %
Cenizas 5.5 %

Nota: Rosella et al. (1996).

2.1.5.2. Usos.

El rizoma de Zingiber officinale, comunmente conocido como jengibre, ha
demostrado ser una herramienta terapéutica eficaz en el abordaje de diversos
sintomas y enfermedades, su aplicacion se extiende al tratamiento de afecciones
como vomitos, nauseas, trastornos gastrointestinales, asi como a enfermedades
respiratorias como tos, gripe y bronquitis. Ademas, el jengibre presenta
propiedades beneficiosas en el manejo de condiciones como artritis,

reumatismo, malestares musculares e inflamacion (Jaimez Ordaz et al., 2021).

Diversos estudios cientificos respaldan los efectos positivos del jengibre,
confirmando sus propiedades antimicrobianas, hipoglucémicas, analgésicas,
neuroprotectoras, anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes. Donde los
cientificos respaldan la incorporacién del jengibre como parte de estrategias
terapéuticas para mejorar la salud ymitigar diversas afecciones (Jaimez Ordaz
etal., 2021).
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2.1.6.Carne de res

2.1.6.1. Definicion.

Es el producto primario resultante del proceso de sacrificio animal, conocido
como res, carcasa o canal, se compone por un tejido muscular (carne), tejido
adiposo, estructuras 6seas y tendones, el cual se obtiene mediante la eliminacién
de elementos como la sangre,cuero, cabeza, patas desde la rodilla hacia abajo,
cola, visceras, rinones y las grasas internas correspondientes a la pelvis,

rinonada y capadura (Bavera, 2006).
2.1.6.2. Propiedades.

La carne desempefa un papel significativo en la satisfaccién de las necesidades
nutricionales humanas, donde sus principales componentes, cuyas proporciones
varian segun la especie de origen, comprenden agua (65 - 80 %), proteina (16 -
22 %) y grasa en(1 -15%), ademas la composicion de la carne puede verse
afectada por factores como la raza, el sexo, la edad del animal y la dieta
proporcionada. Ademas de estos componentes principales, la carne también
contiene pequenas cantidades de sustancias nitrogenadas noproteicas, como
aminoacidos libres, péptidos y nucledtidos, asi como también minerales
altamente biodisponibles como hierro y zinc, vitaminas como B6, B12, retinol y

tiamina,y carbohidratos (Horcada & Polvillo, 2010).
21.6.3. Composicién quimica.

El tejido muscular esquelético muestra una estructura compuesta por
aproximadamente un 71 - 76 % de contenido acuoso, un rango de 17 - 21 % de
proteinas, una proporcion de 1 - 7 % de grasas, y un porcentaje de 2,5 - 3 % de

sustancias solubles no nitrogenadas(Andujar et al., 2000).

2.1.7.Tipos de extracciéon

21.71. Extraccion mediante evaporacion rotativa

(rotavapor).

Este procedimiento implica la eliminacién de un disolvente organico de una

mezcla de reaccion, mediante un motor eléctrico que induce el giro de un tubo
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con un ajuste esmerilado, dicho tubo se acopla al matraz de fondo redondo el

cual contiene la disolucion. Para llevar a cabo este proceso, el matraz debe estar
parcialmente sumergidoen un bafio de agua y en constante rotacion, en el caso
de disolventes organicos convencionales, la temperatura del bafio debe

mantenerse en un rango de 35 a 40 °C (Lopez Sanchez et al., 2005).

El sistema incluye un refrigerante a través del cual circula agua, facilitando la
condensacioén de los vapores del disolvente, los cuales son recolectados en un
colector, este conjunto opera como un sistema cerrado conectado a una bomba
de vacio, una trompade agua o un circuito de vacio, aunque la destilacion simple
es una alternativa viable, estemétodo se prefiere debido a su mayor velocidad y

comodidad (Lopez Sanchez et al., 2005).
21.7.2. Destilaciéon por arrastre de vapor.

Constituye un procedimiento de separacion empleado para la extraccion de
aceites esenciales, donde, el vapor atraviesa el material vegetal, segregando los
componentes volatiles que contienen los aceites deseados, para luego

separarlos mediante un proceso de condensacion (Ruiz Benitez, 2020).

Este proceso permite la separacion de componentes volatiles, aprovechando las
diferencias en las presiones de vapor de los liquidos involucrados, en donde el
vapor generado actua como vehiculo para los compuestos volatiles, facilitando
su extraccion yseparacion del material vegetal durante la destilacion (Cerutti &
Neumayer, 2004).

La destilacion por arrastre con vapor se ejecuta en tres modalidades técnicas:
hidrodestilacién simple, destilaciéon con vapor saturado, y destilacion con vapor
seco. Respecto a la hidrodestilacion simple, el material vegetal se sumerge
directamente en agua, sometiéndolo a ebullicibn, maximizando la accion del
agua pero con riesgo de hidrdlisis y oxidaciones, la destilacion con vapor
saturado implica inyectar vapor de aguaa través de una masa vegetal dispuesta
sobre placas perforadas, trabajando cerca de los 100 °C a 1 atm de presion, con
rendimientos éptimos si no hay apelmazamientos, en la destilacion con vapor
seco, el vapor atraviesa la materia vegetal, colocada sobre columnaso cestones,

con el riesgo de recalentamiento que puede secar las membranas celulares,
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aunque las instalaciones son mas costosas, este método presenta mayores

producciones (Gonzales Villa, 2004).
21.7.3. Maceracion.

Se define como el contacto prolongado entre la muestra y el solvente, formando
un conjunto homogéneamente mezclado, en el cual, el solvente actua de manera
simultaneasobre todas las proporciones de la muestra, circulando en todas las
direcciones y sentidos, disolviendo los principios activos hasta alcanzar una
concentracion en equilibrio con el contenido celular. Este método de extraccion,
siendo el mas simple, implica proteger el conjunto de muestra y solvente de la
luz para prevenir posibles reacciones, ademas de agitarlo continuamente,
aproximadamente tres veces al dia, el tiempo de maceracién variasegun las
caracteristicas particulares del proceso y de la muestra en cuestion (Carrion Jara
& Garcia Gomez, 2010).

(Cevallos Mendoza & Palacios Bravo, 2021) menciona que la maceracion
consiste en lainmersion del material vegetal fragmentado en un solvente, ya sea
agua, etanol oglicerina, con el propésito de permitir que dicho solvente penetre
y disuelva las partes solubles del material, posteriormente, se sella el recipiente
y se deja reposar durante un periodo de dos a 14 dias, con agitacion constante,
luego de este periodo, se procede a filtrar el liquido resultante, se exprime el
residuo para extraer cualquier remanente de solucién, y finalmente, se recupera
el solvente utilizando un evaporador rotatorio, donde el resultado final es la
obtencion del extracto, que contiene los componentes solubles previamente
disueltos en el solvente, este procedimiento se lleva a cabo con el objetivo de
obtener de manera eficiente y selectiva los compuestos deseados del material

vegetal para su posterior aplicacion o analisis.

2.1.8.Etanol

2.1.8.1. Definicion.

El etanol, también denominado alcohol etilico, constituye un compuesto quimico
de naturaleza organica con la férmula quimica CH3-CH2-OH (C2H60), en
condiciones estandar, se manifiesta en estado liquido, carece de color, emite un

caracteristico olor penetrante, es completamente soluble en agua en cualquier
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proporcion y presenta propiedades inflamables y volatiles, su punto de ebullicidon

es de 78,65 °C, mientras que su calor de vaporizacion alcanza los 38,56 KJ/mol
(Castilla Rodriguez, 2013).

2.1.8.2. Usos.

Desde tiempos antiguos, se ha producido etanol mediante el proceso de
fermentacion anaerdbica de una solucion rica en azucares, utilizando levadura 'y
posteriormente sometiéndola a destilacién, mas alla de su aplicacion en la cocina
como bebida alcohdlica, el etanol despliega su utilidad en diversos sectores
industriales, en la industria farmacéutica, se emplea como excipiente en la
formulacién de algunos medicamentos y productos cosméticos, aprovechando
su capacidad como solvente y destacando su papel como anticongelante y
desinfectante, siendo mas efectivo como bactericida a una concentraciéon
cercana al 70 % (Castilla Rodriguez, 2013).

La industria quimica también se beneficia del etanol, al utilizarlo como compuesto
inicialen la sintesis de multiples productos, entre ellos el acetato de etilo, un
solvente empleadoen la fabricacion de pegamentos y pinturas, no obstante, uno
de los usos mas fascinantes en la actualidad es su aplicacion como
biocombustible, ofreciendo diversas opciones de mezcla para la creacion de
biocombustibles con propiedades y denominaciones especificas (Castilla
Rodriguez, 2013).

2.1.9.Pruebas de inhibicion microbiana

21.9.1. Antibiograma disco-placa.

Consiste en utilizar discos impregnados de papel filtro, los cuales contienen un
antibidticoespecifico, dispuestos sobre la superficie de un medio de cultivo en
una placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo de interés, el
antibidtico se difunde hacia el agar, generando gradientes de concentracion. El
crecimiento bacteriano se vera inhibido cuando alcance una concentracién
especifica del antimicrobiano, es decir, a unadistancia determinada desde el
disco. La categorizacion del microorganismo como sensible, susceptible con
aumento de la dosis, o resistente al antibidtico ensayado se determina segun la

longitud del didmetro de inhibicidn, datos que se estandarizanmediante estudios
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comparativos con otros métodos que evaluan la Concentracion Minimalnhibitoria
(CMI) (Martinez Campos & Porras Gonzalez, 2021).

2.1.9.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(porcentaje de inhibicién) mediante el método de dilucién

en caldo.

El procedimiento de dilucién en caldo se fundamenta en la evaluacion del
crecimiento ola falta de crecimiento de un microorganismo en un caldo que
contiene una concentracionespecifica de agente antimicrobiano, este analisis se
realiza mediante la observacién visual de la presencia de turbidez en los tubos o
pocillos de ensayo, la técnica se clasificaen macrodiluciéon, cuando se emplean
tubos de ensayo, o microdilucion, en el caso de placas multipocillo. Se aconseja
utilizar caldo Mueller - Hinton como medio de cultivo, al cual se le agregaran los
suplementos necesarios, es esencial que el pH del medio se situe entre 7.2 y
7.4, con ajustes de Ca2+ (20 - 25 mg/l) y Mg2+ (10 - 12.5 mg/l). m. Losmétodos
de microdilucion en caldo representan una herramienta valiosa para determinar
la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) en un extenso numero de muestras,
aunque su implementacion demanda la utilizacion de instrumentacién
especializada, en el caso del método de macrodilucion, a pesar de ser mas
laborioso, se emplea material de laboratorio convencional (Rivas Soler & Pérez
Esteve, 2021).

2.1.9.3. Método mediante turbidimetria.

La turbidimetria representa un método consolidado para analizar el desarrollo
bacteriano mediante la evaluacion de la densidad Ooptica, posibilitando el
monitoreo en tiempo real del crecimiento de la poblacién bacteriana, la densidad
optica (DO) o absorbancia ha sidoempleada durante extensos periodos para
cuantificar la concentracion de suspensiones bacterianas en términos de masa,
numero o longitud celular media. La introduccién de instrumentos turbidimétricos
automatizados ha optimizado significativamente las mediciones de DO por parte
de los microbidlogos, donde la absorbancia se define como el logaritmo decimal
de la relacién entre la intensidad de la luz incidente en la suspension(lo) y la luz

transmitida por la suspension (1) (Santos Eduardo, 2007).
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2.1.94. Determinacion de la concentracion microbiana

mediante el conteo de célulasviables.

El método de recuento en placa se rige como una técnica preeminente en la
determinaciénde la viabilidad de microorganismos en un medio liquido, en
situaciones de baja concentracion, se opta por la filtracion de la muestra a través
de una membrana que se transfiere al medio de cultivo en una placa de Petri,
donde los microorganismos capturados en la membrana experimentan un
crecimiento que se traduce en la formacién de colonias, facilitando asi su
cuantificacion. En casos de concentracién elevada, se procede a la preparacion
de diluciones seriadas con una proporcién de 1:10, generando diluciones
alcanzando valores de 10-7 o superiores, en porciones pequefas de estas
diluciones se siembran en medio nutritivo en placa, propiciando el desarrollo de

coloniasbacterianas (Ramirez et al., 2017).

En placas donde la concentracién de la porcion sembrada es excesiva, se
observara un crecimiento masivo de bacterias; no obstante, en situaciones de
baja concentracion, el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC)
puede resultar diminuto, entre los extremos de las diluciones, algunas placas
contendran un numero de colonias situado entre 30 y 300, posibilitando asi su

cuantificacion (Ramirez et al., 2017).
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Metodologia de la investigacion

3.1. Localizacion

El estudio fue realizado en los laboratorios de Quimica y Microbiologia de la
UniversidadTécnica Estatal de Quevedo Campus “La Maria” ubicada en el Km 7

Y2 via Quevedo — Mocache de la provincia de Los Rios.

3.2. Tipo de investigacion

3.2.1.Investigacion Experimental

Permitié la obtencidon de los extractos de hierba luisa y jengibre mediante el
método de evaporacion rotativa utilizando etanol al 96 % como solvente quimico,
este enfoque permitid controlar de manera precisa el proceso de extraccion,
ademas se empled un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias
significativas entre las concentraciones de los extractos de hierba luisa y jengibre
en términos de su capacidad para inhibir Staphylococcus aureus en carne de res
permitiendo identificar variaciones estadisticas entre las diferentes
concentraciones, posteriormente, se realizaron pruebas designificacion, como la
prueba de Tukey, para discernir especificamente los niveles de concentracion

que mostraron diferencias significativas en la inhibicion del microorganismo.
3.2.2.Investigacion Analitica

Este tipo de investigacion permitié analizar las concentraciones adecuadas de
los extractos de hierba luisa y jengibre, con el propdsito de inhibir la presencia
de Staphylococcus aureus en carne de res, ademas de interpretar los resultados

de las pruebasde inhibicion en dicha bacteria.
3.2.3.Investigacion Bibliografica

A través de la revision bibliografica, se logré recopilar datos provenientes de
diversas fuentes como articulos cientificos, informes y libros, todos ellos

vinculados a los extractos obtenidos, esta recopilacién permitié realizar una
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comparacién rigurosa entre los resultados obtenidos en la investigacion y la

informacion previamente documentada, garantizando asi la validez y

contextualizacion de los hallazgos.

3.3. Métodos de investigacion

3.3.1.Método deductivo

Se establecieron fundamentos sélidos basados en teorias existentes y principios
cientificos relacionados con las propiedades antimicrobianas de hierba luisa y
jengibre mediante una revision exhaustiva de la literatura cientifica, se
identificaron conceptos clave que respaldaron la formulaciéon de hipétesis
especificas respecto a la capacidad de los extractos para inhibir Staphylococcus

aureus en carne de res.
3.3.2.Método de observacion

Se aplicé este método enfocado en el analisis del diametro de inhibicién de la
bacteria, asicomo también en los dias de tolerancia al extracto aplicado en la
misma, esta técnica permiti6 medir y registrar de manera precisa la zona de
inhibicion alrededor de las muestras tratadas con los extractos, proporcionando

informacion cuantitativa sobre la efectividad antimicrobiana de los mismos.
3.3.3.Método analitico

Se aplicé para examinar la influencia directa de los extractos en la inhibicién de
Staphylococcus aureus en la carne de res, llevando a cabo analisis
cuantitativos ycualitativos, centrandose en la evaluacion de la concentracion de

la bacteria después de la aplicacién del extracto.

3.4. Fuentes de recopilacion de informacion

La informacion recolectada se derivd de diversas fuentes como articulos
cientificos, textos especializados y regulaciones, evidenciando que este estudio

se ha llevado a caborespaldado por fundamentos cientificos y normativos.

Potencial inhibitorio de extractos de hierba luisa (Aloysia citriodora) y jengibre (Zingiber officinale) contra pég. KV
Staphylococcus aureus en carne de res.



(TN ||A Metodologia de la investigacion

EDITORIAL GRUPO

3.5. Diseno de la investigacion

Se planted un disefo factorial de dos variables independientes A x B: Siendo el

Factor A

= Fuente del extracto (Hierba Luisa (Aloysia citradora) y Jengibre (Zingiber

officinale))y Factor B = Concentraciones del extracto (10 %, 15 % y 20 %),

obteniéndose 6 tratamientos con 3 repeticiones, dando un total de 18 unidades

experimentales, aplicando ANOVA (Andlisis de Varianza) y pruebas de

significacion de TUKEY para identificar el mejor tratamiento, considerando un

nivel de significancia de p < 0.05, para lo cual seutilizé el software estadistico

Stagraphics version 16.1.03.

3.5.1.Factores de estudio

En la siguiente tabla se muestras los factores de estudio utilizados en esta

investigacion.
Tabla 5:
Factores de estudio que intervienen en la determinacion adecuada del extracto
Factor de estudio Simbologia Descripcion
ao Hierba Luisa
Factor A: Fuente del Extracto ai Jengibre
bo 10 %
Factor B: Concentracion del Extracto b1 15 %
b2 20 %

Nota: Autores (2024).
Tabla 6:

Descripcion de los tratamientos obtenidos por la interaccion A*B

Tratamientos

Descripcion

aobo
aob1
aob2
aibo
aib1
aib2

Hierba Luisa, 10 %

Hierba Luisa, 15 %

Hierba Luisa, 20 %
Jengibre, 10 %
Jengibre, 15 %
Jengibre, 20 %

Nota: Autores (2024).
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Tabla 7:
Esquema de analisis de varianza para las variables en estudio
F.V. S.C. G. L. C.M. R. V.
Factor A SCa a-1 CMa CMa/ CMEg
Factor B SCs b-1 CMgs CMg/ CMEe
| (AB) SCas (@=-1)({b-1) CMas CMas/ CMEe
Réplicas SCr r-1 CMr CMr/ CMe
Error SCe ab(n-1) CMe
Total SCr abn -1

Nota: Factor A = Fuente del extracto, Factor B = Concentracion del extracto, Autores (2024).
3.5.2.Variables estudiadas

e Diametro de inhibicion a las 24, 48, 72, 96, 120 horas.

e Dias de tolerancia.

e Porcentaje de inhibicion.

e Concentracién de Staphylococcus aureus.

3.6. Instrumentos de la investigacion

3.6.1.Preparacion de las muestras

Inicialmente, se procedié a lavar el jengibre con agua destilada y cortarlo en
tamanos de1 cm al igual que la hierba luisa, acto seguido, se llevo a cabo el
secado de las hojas de hierba luisa trituradas y jengibre, donde fueron sometidas
a un proceso de secado en unaestufa, a una temperatura controlada de 50 °C
durante un periodo de 48 horas, posteriormente se trituraron las muestras para

aumentar la superficie de contacto.
3.6.2.Maceracion y agitacion

Se procedié a la preparacion del solvente, utilizando etanol al 96 %, con una
proporcionde 1:10 de muestra a solvente, luego se dejaron en agitacion a 120

rom y macerando durante 48 horas, esto se realizé en matraces Erlenmeyer para

Potencial inhibitorio de extractos de hierba luisa (Aloysia citriodora) y jengibre (Zingiber officinale) contra pég. 34
Staphylococcus aureus en carne de res.



EDITORIAL GRUPO

(TN ||A Metodologia de la investigacion kr’/_-

posteriormente ser filtradaslas muestras en papel filtro, donde se almacend el

liquido filtrado en envases ambar a temperatura de 4 ° C hasta el momento de la

extraccion mediante rotavapor.
3.6.3.Extraccion mediante evaporacion rotativa

En la ejecucién de la extraccion de los componentes de hierba luisa y jengibre,
se implementd la técnica de evaporacion rotativa utilizando un rotavapor, el cual
permitié realizar la extraccibn mediante la rotacion de la muestra a una
temperatura controlada de50 ° C y a 128 revoluciones por minuto, favoreciendo
la evaporacion del solvente y la concentracion de los compuestos deseados, el

proceso culmind con la obtencion de extractos de hierba luisa y jengibre.
3.6.4.Centrifugacioén de los extractos

Se llevé a cabo la centrifugacion de los extractos obtenidos a través del proceso
de evaporacion rotativa, este procedimiento tuvo como objetivo separar las fases
liquidas y solidas presentes en los extractos para obtener una muestra mas
purificada y facilitar analisis posteriores, las muestras fueron sometidas a
centrifugacion a una velocidad de 3400 rpm durante 15 minutos, lo que generé
una fuerza centrifuga que propicioé la sedimentacion de los componentes mas

densos en el fondo de los tubos de centrifugacion.
3.6.5.Almacenamiento de los extractos obtenidos

Se procedio al almacenamiento de los extractos obtenidos tras la centrifugacién
hasta el momento de llevar a cabo los analisis de inhibicion, las muestras fueron
transferidas a recipientes herméticos de vidrio para preservar su integridad y
evitar contaminaciones externas, estos recipientes fueron resguardados en
condiciones de almacenamiento especificas, a una temperatura controlada de 4
°C, con el propésito de mantener la estabilidad y la calidad de los extractos a lo

largo del periodo de almacenamiento.
3.6.6.Calculo del rendimiento de los extractos

Una vez obtenidos los extractos de hierba luisa y jengibre se determinaron los
respectivosrendimientos en cuanto al filtrado luego de la maceracion por 48

horas, mediante la formula utilizada por (Gamba Pefia, 2015) :
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Lo Cantidad de extracto filtrado
% Rendimiento = - + 100 %
Cantidad de muestra + solvente

Luego se determind el rendimiento de los extractos puros obtenidos mediante
laevaporacion rotativa, utilizando la formula empleada por (Gamba Pefia, 2015):
Cantidad de extracto destilado

% Rendimiento = * 100 %
Cantidad de extracto filtrado ingresado °

3.6.7.Preparacion de las concentraciones

En cuanto a las concentraciones de los diferentes tratamientos se utilizaron 6
tubos Eppendorf estériles y una micropipeta de 1000 pl, donde en el tubo con el
tratamiento 1 (extracto de hierba luisa, 10 % concentracidon) se agregd con ayuda
de la micropipeta 100ul del extracto + 900 ul de agua destilada, en el tubo con el
tratamiento 2 (extracto de hierba luisa, 15 % concentracién) se adiciond 150 ul
del extracto + 850 pl de agua destilada, en cuanto al tubo con el tratamiento 3
(extracto de hierba luisa, 20 % concentracién) se agregé 200 ul del extracto +
800 ul de agua destilada, respecto al tratamiento 4 (extracto de jengibre, 10 %
concentracion) se anadié 100 ul del extracto + 900 ul de agua destilada, en el
tratamiento 5 (extracto de jengibre, 15 % concentracion) se adiciond 150 ul del
extracto + 850 ul de agua destilada y por ultimo al tubo con el tratamiento 6
(extracto de jengibre, 20 % concentracion) se agreg6 200 ul del extracto +800 pl

de agua destilada.

3.6.8.Preparacion del medio sélido y aplicacion de los

tratamientos

Se siguié la metodologia de antibiograma descrita por (Bernal & Guzman, 1984),
dondeprimeramente se preparé el medio de cultivo Agar nutritivo, disolviendo 14
g de este en 500 ml de agua destilada, posteriormente se esterilizé en autoclave
a 121 °C durante 15 minutos y se procedio6 a llenar 15 ml del medio en 6 placas
Petri previamente esterilizadas,esto se realizé dentro de una camara de siembra
para evitar posibles contaminaciones, las placas se dejaron reposar y se
expusieron a UV durante 10 minutos en la camara de siembra para eliminar

posibles contaminaciones al momento de este proceso, una vez el medio
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solidifico se aplicé una muestra de Staphylococcus aureus replicada en todas las

placas, asegurandose que esta cubra toda la placa Petri con ayuda de una asa
de siembra,se dejé reposar 5 minutos y se procedié a colocar tres discos de
papel filtro marca Whatman de 6 mm con las diferentes concentraciones
sumergiendo los mismos en cada concentracién y en cada placa asegurando
que no toquen los bordes de esta con ayuda deuna pinza esterilizada, haciendo
una ligera presion para asegurar que el disco quede impregnado, finalmente
se voltearon todas las placas Petri y se llevaron a la incubadoraa 28 ° C durante

los siguientes intervalos de 24 horas para la medicidén de los halos de inhibicion.
3.6.9.Determinacion del diametro de inhibicién

Para la determinacion de los halos de inhibicién se siguié la metodologia
establecida por(Picazo, 2000), donde se utilizd un contador de colonias para
observar de manera mas precisa los resultados, ademas se procedié a medir los
diametros de todos los discos conlos diferentes tratamientos, con ayuda de un
calibrador de Vernier, esto se lo realizo cada24 horas hasta identificar que dichos

diametros ya no presentaran inhibicion en todos lostratamientos estudiados.
3.6.10. Determinacién de dias de tolerancia

El tiempo de tolerancia de cada tratamiento se lo establecié midiendo las horas
en las quecada uno de los didmetros de inhibicion bajé a 6 mm (diametro del

disco con el extracto)tal como lo indica (Bernal & Guzman, 1984).
3.6.11. Calculo del porcentaje de inhibicion

Para determinar el porcentaje de inhibicion del mejor tratamiento, primeramente
se preparo el Caldo LB de Miller (Luria - Bertani), disolviendo 5 g del medio en
200 ml deagua destilada, luego se homogenizo y se esteriliz a 121 ° C por 15
minutos, posteriormente, en un matraz de Erlenmeyer se adicioné 80 ml del
medio liquido + 20 mldel extracto + muestra de Staphylococcus aureus (se tomo
con ayuda de un asa de siembraestéril la muestra de la bacteria aislada con una
concentracion de 1.5 x 10* UFC), representando el 20 % del mejor tratamiento y
en otro matraz se preparé un testigo, adicionando 100 ml del medio liquido +
muestra de Staphylococcus aureus. Luego se sometio el medio de cultivo con el

extracto y el testigo en agitacion constante para tomardatos de absorbancia y
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porcentaje de transmitancia cada 24 horas con ayuda de un espectrofotometro

durante tres dias, de esta manera se determiné el porcentaje deinhibicion como

lo establece (Angel Virgilio, 2018) mediante la siguiente férmula:

L Absorbancia testigo — Absorbancia tratamiento
% Inhibiciéon = - - * 100
Absorbancia testigo

3.6.12. Aplicacién del mejor tratamiento a la carne de res

Se aplico el mejor tratamiento en muestras de carne de res para determinar su
efectividad,donde se prepard la concentracion al 20 % adicionando 80 ml de
agua destilada y 20 ml del extracto de hierba luisa en un vaso de precipitacién
estéril, luego se pes6 20 gramos de carne de res y se suspendio en el extracto
durante 1 minuto con ayuda de una pinza estéril, se realizaron tres réplicas y se
almacenaron las muestras en fundas Ziploc, ademasse realizaron tres réplicas
reemplazando el extracto por agua destilada y tres réplicas testigo solo con la
carne, las muestras fueron almacenadas en un cuarto oscuro y al ambiente, se
realizd una observacion visual cada 24 horas hasta que la muestra testigo
presentara un estado de pudricion, donde finalmente se observé el mal estado
del testigoa las 72 horas y se tomaron muestras de cada una de las réplicas para
su posterior analisisy recuento de colonias de Staphylococcus aureus presentes

luego de la aplicacion del extracto.

3.6.13. Determinacion de la concentracion de

Staphylococcus aureus una vez aplicadoel extracto

Finalmente en cada una de las muestras se tomé 1 g de carne y se trituré con
10 ml de agua destilada en un mortero, se almacenaron los extractos de carne
en tubos de ensayo de 10 ml, luego en todas las muestras se realizaron
diluciones seriadas hasta 10-3 con la finalidad de obtener una muestra
concentrada y apta para el conteo de las colonias de Staphylococcus aureus,
posteriormente se inocularon las muestras en placas Petri estérilescon medio
selectivo Agar Manitol Sal, para identificar solo las colonias de la bacteria en
estudio, se incubaron las placas a 37 ° C durante 48 horas, luego se realizé el
conteo de las colonias siguiendo la metodologia (NTE INEN 1529-14, 2013), y

se calcul6 las UFCcon la siguiente formula:
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N = 2¢
~ V(n, +0.1n2)d

Donde:

>C = suma de las colonias de Staphylococcus aureus calculadas en todas

las placaselegidas;
n1 = numero de placas contadas de la primera dilucién seleccionada;

n2 = numero de placas contadas de la segunda dilucién seleccionada;d = dilucién

de la cual se obtuvieron los primeros recuentos;

V = volumen del inéculo sembrado en cada placa.

3.7. Tratamientos de los datos

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis estadistico que incluyo el
empleo delANOVA (Analisis de Varianza) y pruebas de significacion de TUKEY.
Este analisis se llevé a cabo con el objetivo de identificar el tratamiento mas
efectivo, considerando un nivel de significancia de p < 0.05. Para realizar estas
evaluaciones, se utilizo el softwareestadistico Stagraphics en su version 16.1.03

y Microsoft Exel para la elaboracion de graficos.

3.8. Recursos humanos y materiales

Tabla 8:
Recursos humanos y materiales para la realizacion del proyecto de

investigacion

Recursos humanos

Autor: Ing. Bryan Daniel Almeida Casanova
Tutor: Ing. Denisse Margoth Zambrano Mufioz, MSc.
Colaboradores:

Ing. Roxanna Mercedes
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Zambrano Muhoz MSc.

Ing. Jhonnatan Placido Aldas
Morejon MSc
Ing, Karol Yannela Revilla
Escobar MSc

Materias primas Reactivos
Hierba Luisa (Aloysia citradora) Agar Manitol Sal
Jengibre (Zingiber officinale) Etanol 96 %

Carne de Res Agua Destilada

Caldo LB de Miller (Luria - Bertani)

Agar Nutritivo
Equipos Materiales
Rotavapor Envases de vidrio ambar
Estufa Asa de siembra
Incubadora Matraz Erlenmeyer
Contador de colonias Vasos de precipitacion
Microscopio Tubos de ensayo
Balanza Analitica Placas Petri
Balanza Digital Probeta
Agitador Pie de Rey
Refrigerador Papel Filtro
Camara de cultivo Micropipeta
Espectrofotometro Papel aluminio
Autoclave Fundas ziploc
Centrifuga
Licuadora

Nota: Autores (2024).
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4.1. Resultados obtenidos de la elaboracion de los extractos de
hierbaluisa (Aloysiacitradora) y jengibre (Zingiber officinale)

mediante evaporacion rotativa

4.1.1.Contenido de humedad de las fuentes de extracto

Enla Figura 1 se observa que la hierbaluisa experimentd una pérdida de humedad
del 71.2% después del secado en estufa, mientras que, en el jengibre, los
resultados indican una pérdidade humedad mas pronunciada alcanzando el
88.2%.

Figura 1:

Porcentajes de humedad perdida de las fuentes de extracto
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Nota: Autores (2024).

4.1.2.Rendimiento de los extractos filtrados y mediante

evaporacion rotativa

En la Figura 2A y 2B se indica el rendimiento de los extractos filtrados y mediante
evaporacion rotativa, donde se demostrd el extracto de hierbaluisa presenté el

mayor rendimiento con valores de 51,90 % y 11.2 % respectivamente.
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Figura 2:

Rendimiento de las fuentes de extracto
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Nota: Autores (2024).

4.2. Resultados de analisis de diametros de inhibicion en

Staphylococcus aureus

4.2.1.Andlisis de varianza de resultados de diametros de
inhibicion microbiano de los extractos de hierba luisa y

jengibre a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas

En los resultados del anélisis de varianza sobre los didametros de inhibicion a las
24 horas, se evidencio una diferencia altamente significativa en relacion con la
fuente del extracto (Factor A). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la concentracion del extracto (Factor B) ni en la

interaccion A*B y réplicas.

Tabla 9:

Analisis de varianza para diametros de inhibicion a las 24 horas

F.V. SC gl CM F p-valor
Factor A 9.39 1 9.39 5.25** 0.0449
Factor B 2.11 2 1.06 0.59 0.5725
Réplicas 2.78 2 1.39 0.78 0.4859
Factor 1.44 2 0.72 0.40 0.6782
A*Factor B

Residuos 17.89 10 1.79

Total 33.61 17

Nota: diferencia altamente significativa; diferencia significativa
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La Tabla 10 presento6 los resultados del analisis de varianza para los diametros

de inhibicién a las 48 horas. Se observé que no hubo diferencias significativas
en los halos de inhibicién, tanto en relacién con la fuente del extracto (Factor A)
como con la concentracion del extracto (Factor B) y la interaccion entre ambos
factores (Factor A * Factor B). Asimismo, las réplicas no mostraron diferencias

significativas.

Tabla 10:

Analisis de varianza para diametros de inhibicion a las 48 horas

F.V. SC gl CM F p-valor
Factor A 0.5 1 0.5 0.31 0.5872
Factor B 0.44 2 0.22 0.14 0.8712
Réplicas 3.44 2 1.72 1.08 0.3749
Factor 5.33 2 2.67 1.68 0.2352
A*Factor B

Residuos 15.89 10 1.59

Total 25.61 17

Nota: diferencia altamente significativa; * diferencia significativa

Respecto a los resultados obtenidos observados en la tabla 14, en cuanto al
analisis de varianza de la variable diametros de inhibicion a las 72 horas, se
observd que existe diferencia altamente significativa en la fuente del extracto
(Factor A), mientras que en la concentracion del extracto (Factor B) y la
interaccidn del Factor A * Factor B no representaron diferencia significativa en
los halos de inhibicion estudiados, respecto a las réplicas no se observd

diferencia significativa.

Tabla 11:

Analisis de varianza para diametros de inhibicion a las 72 horas

F.V. SC gl CM F p-valor
Factor A 12.5 1 12.5 6.47** 0.0292
Factor B 2.33 2 1.17 0.60 0.5657
Réplicas 0 2 0 0.00 1.0000
Factor 8.33 2 417 0.16 0.1666
A*Factor B

Residuos 19.33 10 1.93

Total 42.5 17

Nota: diferencia altamente significativa; diferencia significativa

En la Tabla 12, se observd que los resultados del analisis de varianza de la

variable diametros de inhibicion a las 96 horas presentaron diferencia altamente
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significativa en la fuente del extracto (Factor A), concentracion del extracto

(Factor B) y la interaccion del Factor A * Factor B, mientras que en las réplicas

no se presentd diferencia significativa.

Tabla 12:

Analisis de varianza para diametros de inhibicion a las 72 horas

F.V. SC gl CM F p-valor
Factor A 16.06 1 16.06 131.36** 0.0001
Factor B 26.78 2 13.39 109.55** 0.0001
Réplicas 0.11 2 0.06 0.45 0.6472
Factor 26.78 2 13.39 109.55** 0.0001
A*Factor B

Residuos 1.22 10 1.12

Total 70.94 17

Nota: diferencia altamente significativa; diferencia significativa

Tabla 13:

Analisis de varianza para diametros de inhibicion a las 120 horas

F.V. SC gl CM F p-valor
Factor A 14.22 1 14.22 256.00** 0.0001
Factor B 28.44 2 14.22 256.00** 0.0001
Réplicas 0.11 2 0.06 1.00 0.4019
Factor 28.44 2 14.22 256.00** 0.0001
A*Factor B

Residuos 0.56 10 0.06

Total 71.78 17

Nota: diferencia altamente significativa; diferencia significativa

Tabla 14:
Prueba de significacion de Tukey para resultados de diametros de inhibicién en

Staphylococcus aureus (Factor A)

Fuentede 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs
extracto

ao 9.004 10.114 9.678 7.88B 7.788

ai 10.448 10.44A 8.00* 6.00* 6.00*

Nota: Letras iguales indica que los tratamientos no difieren entre si, segun la prueba de rangos
multiples de Tukey (p<0.05).

La Figura 3 presenta los valores de Tukey (p<0.05) para los analisis de los
didametros de inhibicion de los extractos de hierba luisa y jengibre en
Staphylococcus aureus, correspondientes al Factor A. Se observé una diferencia

significativa entre los niveles del factor de estudio para la variable didametros a

Potencial inhibitorio de extractos de hierba luisa (Aloysia citriodora) y jengibre (Zingiber officinale) contra pég. 46
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las 24, 72, 96 y 120 horas; sin embargo, no se encontré diferencia significativa

en los halos de inhibiciéon a las 48 horas.

En relacion a los diametros a las 24 horas, el valor mas bajo corresponde al nivel
a0 (extracto de hierba luisa), con una media de 9.00, mientras que el nivel mas
alto, a1 (extracto de jengibre), presenta una media de 10.44. A las 48 horas,
ambos extractos muestran un halo de inhibicion similar, ya que no se detecta
diferencia significativa; en este caso, los niveles a0 y a1 tienen medias de 10.11

y 10.44, respectivamente.

A las 72 horas, el menor diametro se registra en el nivel a1 (extracto de jengibre)
con una media de 8.00, y el mayor en el nivel a0 (extracto de hierba luisa) con
una media de 9.67. En cuanto a los diametros a las 96 horas, el valor mas bajo
se encuentra nuevamente en el nivel a1 (extracto de jengibre) con una media de
6.00, y el mas alto en el nivel a0 (hierba luisa) con una media de 7.88.
Finalmente, a las 120 horas, se identifico el didametro mas bajo en el nivel a1
(extracto de jengibre) con una media de 6.00, y el mas alto en el nivel a0 (extracto

de hierba luisa) con una media de 7.78.

Figura 3:
Prueba de significacion de Tukey para resultados de diametros de inhibicién en

Staphylococcus aureus (Factor A)

Untigy 555% go Tatny 10 Ustisey 8508 0 Tukay 41D
s

1 st

NS

HE

a a0 a1
sarde 0 axinasic Fusnty 28 axbaste

fF—

Wsdlot y 55.0% 2o Tutny H1D Vedisgy 953% 38 Ty K1D

Nota: Autores (2024).
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Tabla 15:

Prueba de significacion de Tukey para resultados de diametros de inhibicién en

Staphylococcus aureus (Factor B)

Concentracion 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs
del extracto

bo 9.33A 10.17A 8.67A 6.17A 6.00%
b1 9.67A 10.507 8.50 6.004 6.004
b2 10.17A 10.174A 9.334 8.678 8.678

Nota: Letras iguales indica que los tratamientos no difieren entre si, segun la prueba de rangos
multiples de Tukey (p<0.05).

En la Figura 4, se muestra los valores de Tukey (p<0.05) para los analisis de
diametros de inhibicion de los extractos de hierba luisa y jengibre en
Staphylococcus aureus correspondientes al Factor B, para lo cual se determind
diferencia significativa entre los niveles del factor de estudio para la variable
didmetros a las 96 y 120 horas. Sin embargo,en los halos de inhibicion a las 24,

48 y 72 horas no se encontro diferencia significativa.

Considerando diferencia significativa en la variable didmetros a las 96 y 120
horas, respecto a los halos de inhibicion a las 96 horas, el valor mas bajo se
encontrd en el nivelb1 (concentracion 15 %) con una media de 6.00, el nivel b
(concentracién 10 %) con unamedia de 6.17 y el valor de la media mas alta 8.67
se identifico en el nivel bz (concentracion 20 %). En cuanto los diametros a las
120 horas se observo el valor mas bajo en el nivel bo (concentracion 10 %) y b1
(concentracién 15 %), ambos con una mediade 6.00, mientras que el valor mas
alto se determiné en el nivel bz (concentracion 20 %) manteniendo la misma

media de 8.67 en ese tiempo.
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Figura 4:
Prueba de significacion de Tukey para resultados de diametros de inhibicién en

Staphylococcus aureus (Factor B)
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Nota: Autores (2024).

Tabla 16:
Prueba de significacion de Tukey para resultados de diametros de inhibicién en

Staphylococcus aureus (Factor A*Factor B)

Interacciones 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs
aobo 9.00* 10.67A 8.67A 6.00* 6.00*
aob1 8.67A 10.337 9.334 6.00* 6.00*
aob2 9.334 9.334 11.007 11.338 11.338
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9.67A
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10.674
11.004

8.67A
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6.00%
6.00%
6.00%

6.00%
6.00%
6.00%

Nota: Letras iguales indica que los tratamientos no difieren entre si, segun la prueba de rangos
multiples de Tukey (p<0.05).

En la Figura 5 se muestran los valores de Tukey (p<0.05) correspondientes a los
analisis de los diametros de inhibicion de los extractos de hierba luisa y jengibre
en Staphylococcus aureus, en relacion con la interaccion del Factor A y el Factor
B. Se observo una diferencia significativa en los diametros a las 96 y 120 horas,
mientras que los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas no mostraron

diferencias significativas.

En cuanto a los diametros a las 96 horas, el nivel aOb2 (extracto de hierba luisa
al 20% de concentracién) presenté el valor mas alto, con una media de 11.33,
mientras que en los demas niveles se mantuvo una media de 6.00. A las 120
horas, los valores de los didmetros inhibitorios se mantuvieron en relacion con

los observados a las 96 horas.

Figura 5:
Prueba de significacion de Tukey para resultados de diametros de inhibicién en

Staphylococcus aureus (Factor A*Factor B) a las 24, 48 y 72 horas
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Nota: Autores (2024).
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4.3. Resultados de analisis de dias de tolerancia de los

extractos frente a

4.3.1.Staphylococcus aureus

A partir de la curva de diametros de inhibicion en funcion del tiempo de tolerancia,
presentada en la Figura 6, se observa que los tratamientos 1, 2, 4, 5y 6
experimentan una disminucién en la efectividad del extracto frente a la bacteria
Staphylococcus aureus a medida que transcurre el tiempo. Esta disminucion
queda reflejada en la reduccion de los diametros de los halos de inhibicion, los
cuales son inferiores a 6 mm después de 96 horas. Este tamafo de halo indica
que la capacidad del extracto para inhibir el crecimiento bacteriano se vuelve
insignificante, lo que sefiala que la accidon antimicrobiana disminuye
considerablemente después de un periodo de tiempo determinado. Por otro lado,
el tratamiento 3 (extracto de hierba luisa al 20 %) mantiene un halo de inhibicién
entre 10 y 12 mm hasta las 144 horas, lo que muestra que este tratamiento es

capaz de mantener su efectividad por un periodo mas prolongado.

En este contexto, el tratamiento 3 (extracto de hierba luisa al 20 %) emerge como
el mas prometedor para su aplicacién en carne de res, ya que muestra un mayor
tiempo de tolerancia frente a la bacteria en cuestion, lo que podria implicar una
mayor durabilidad en su capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano en
condiciones similares a las de la industria carnica. Sin embargo, a pesar de estos
resultados preliminares, es necesario realizar estudios adicionales bajo
condiciones controladas de ambiente para confirmar la efectividad del extracto a

lo largo del tiempo.

Potencial inhibitorio de extractos de hierba luisa (Aloysia citriodora) y jengibre (Zingiber officinale) contra pég. 31
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Figura 6:

Curva de inhibicion de los diferentes tratamientos en funcién del tiempo de
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Nota: Autores (2024).

4.4. Resultados del porcentaje de inhibicion del mejor
tratamiento T3 (Extracto deHierba luisa + Concentracion 20

%) contra Staphylococcus aureus

Enla Tabla 17 se presentan los valores de porcentaje de transmitancia obtenidos
mediante espectrofotometria para el tratamiento 3 (extracto de hierba luisa al

20%) vy el testigo, utilizando una longitud de onda de 600 nm. A las 24 horas, el

Potencial inhibitorio de extractos de hierba luisa (Aloysia citriodora) y jengibre (Zingiber officinale) contra pég. 52
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extracto mostré un porcentaje de transmitancia de 3.9%, lo que indica una baja

cantidad de luz que atraviesa la muestra, debido a la presencia de la bacteria en
crecimiento. A las 48 horas, este valor disminuy6 aun mas, alcanzando un 3.4%,
lo que puede atribuirse a que las bacterias comenzaron a entrar en la fase
exponencial de crecimiento, momento en el cual su numero aumenta
rapidamente, incrementando la turbidez de la muestra y reduciendo la cantidad
de luz que pasa a través de ella. Sin embargo, a las 72 horas, el porcentaje de
transmitancia aumenté a 7.2%, lo que sugiere que las bacterias comenzaron a
entrar en la fase estacionaria del crecimiento. Durante esta fase, el ritmo de
multiplicacion se estabiliza y la concentracién celular ya no aumenta tan
rapidamente, lo que permite una mayor penetracion de luz a través de la

muestra.

Este patron refleja como el crecimiento bacteriano influye en la transmitancia. La
reduccion observada a las 48 horas puede explicarse por el aumento en la
cantidad de bacterias en fase exponencial, lo que provoca mayor opacidad. En
cambio, el incremento en la transmitancia a las 72 horas esta relacionado con el
inicio de la fase estacionaria, cuando el crecimiento se desacelera y la turbidez
disminuye, facilitando el paso de luz. Este comportamiento se ilustra claramente

en la Figura 7.

Tabla 17:
Resultados de porcentaje de transmitancia obtenidos mediante

espectrofotébmetro en tratamiento 3 y testigo

Tiempo Extracto Testigo
24 3.9+0.06 530
48 3.4+0.06 060
72 7.2+0.15 04+0

Nota: Autores (2024).
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Figura 7:

Curva de porcentaje de transmitancia en funcién del tiempo observados en el

tratamiento 3 y testigo
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Nota: Autores (2024).

La Tabla 18 presenta los resultados de absorbancia obtenidos mediante
espectrofotometria, realizados tanto para el mejor tratamiento (extracto de hierba
luisa al 20%) como para el testigo, utilizando una longitud de onda de 600 nm. A
las 24 horas, el extracto de hierba luisa mostr6é una absorbancia de 1.416 nm, lo
que corresponde a una concentraciéon de unidades formadoras de colonias
(UFC/ml) de 100.1, lo que indica una cierta actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus. A las 48 horas, la absorbancia aument6 a 1.474 nm, con
una UFC/ml de 104.1, lo que sugiere que el extracto continué ejerciendo una
accién antimicrobiana moderada. Sin embargo, a las 72 horas, la absorbancia
disminuyé a 1.147 nm, lo que se asocia con una reduccién en la carga
microbiana, alcanzando una UFC/ml de 81.9. Estos resultados evidencian una
disminucién progresiva de la poblacidén bacteriana durante el periodo de estudio,
confirmando la efectividad del extracto en la reduccién de la carga microbiana,

tal como se ilustra en la Figura 9.

En comparacién, el testigo presenté un comportamiento muy diferente. A las 24
horas, la absorbancia fue de 1.278 nm, lo que correspondié a 90.8 UFC/ml,
indicando una presencia considerable de bacterias. Sin embargo, a las 48 horas,

la absorbancia se incrementd notablemente a 2.214 nm, con un valor de 154.5
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UFC/ml, lo que indica un aumento en la carga microbiana. A las 72 horas, la

absorbancia continué aumentando, alcanzando 2.400 nmy 167.1 UFC/ml, lo que
demuestra una proliferacién bacteriana aun mayor en el grupo de control. Estos
resultados refuerzan la evidencia de que el extracto de hierba luisa al 20% tiene
un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, a diferencia

del testigo, que mostrd una proliferacion bacteriana continua.

Tabla 18:
Resultados de absorbancia obtenidos mediante espectrofotometro en

tratamiento 3 y testigo

Tiempo Extracto (nm) UFC/ml Testigo (nm) UFC/ml
24 1.416 £ 0.00 100.1 1.278 £ 0.00 90.8

48 1.474 £ 0.00 104.1 2.214 £ 0.00 154.5
72 1.147 £ 0.00 81.9 2.400 £ 0.00 167.1

Nota: Autores (2024).

Figura 8:
Curva de absorbancia en funcién del tiempo observados en el tratamiento 3 y

testigo
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Nota: Autores (2024).

En la Tabla 19 se presentan los resultados del porcentaje de inhibicion obtenido
con el mejor tratamiento evaluado, el extracto de hierba luisa al 20%, frente a
Staphylococcus aureus a lo largo de diferentes intervalos de tiempo. A las 24

horas, se registré un porcentaje de inhibicién relativamente bajo de 10.8 £ 0.07,
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lo que indica que el efecto antimicrobiano de este extracto era todavia limitado

en esta etapa inicial. Sin embargo, a las 48 horas, se observdé un aumento
significativo en la inhibicién, alcanzando un 33.4 £ 0.18, lo que sugiere que la
accién antimicrobiana del extracto comenzé a intensificarse con el tiempo.
Finalmente, a las 72 horas, el extracto alcanzé su mayor efectividad, con un
porcentaje de inhibicion de 52.2 + 0.28. Estos resultados confirman una
tendencia ascendente en la capacidad de inhibicién del extracto de hierba luisa

a medida que transcurren las horas, tal como se ilustra en la Figura 9.

Tabla 19:
Porcentajes de inhibicion del tratamiento 3 (extracto de hierba luisa al 20 % de

concentracion) contra Staphylococcus aureus en funcién del tiempo

% Inhibicién Tiempo
10.8 £ 0.07 24
334+0.18 48
52.2+0.28 72

Nota: Autores (2024).

Figura 9:
Curva de porcentajes de inhibicion del tratamiento 3 (extracto de hierba luisa al

20 % de concentracion) contra Staphylococcus aureus en funcion del tiempo
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Nota: Autores (2024).
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4.5. Resultados de la aplicacion del mejor tratamiento (T3) para

la determinacion de la concentracion de Staphylococcus

aureus en carne de res

En la Tabla 20 se presentan los resultados obtenidos al aplicar el tratamiento
mas efectivo en carne de res, expuesta a ambiente durante tres dias, con el
objetivo de evaluar la concentracion de Staphylococcus aureus después de la
aplicacion de un extracto. Para este experimento se utilizaron tres tipos de
muestras: carne de res tratada con extracto de hierba luisa al 20 %, carne de res

tratada con agua destilada y carne de res sin tratamiento.

Las muestras tratadas con extracto de hierba luisa al 20 % mostraron un total de
143 colonias de Staphylococcus aureus, 1o que se traduce en una concentracion
estimada de 4.3 x 104 UFC/ml, lo que indica una carga bacteriana moderada.
En comparacion, las muestras tratadas con agua destilada presentaron 211
colonias, resultando en una concentracion de 6.4 x 10*4 UFC/ml, lo que refleja
una mayor variabilidad en relacion con las muestras tratadas con extracto de
hierba luisa. Por su parte, las muestras sin tratamiento adicional mostraron 229
colonias, con una concentracién de 6.9 x 10*4 UFC/ml, lo que indica una carga

bacteriana aun mas alta que la observada en los otros tratamientos.

Tabla 20:
Concentraciones UFC/ml de Staphylococcus aureus presentes en las muestras
Muestra Tratamiento Colonias Totales Concentracién
(3 réplicas) UFC/ml
1 Carne de res + extracto hierba143 4.3 x104
luisa 20 %
2 Carne de res + agua destilada211 6.4 x 104
3 Carne de res 229 6.9 x 104

Nota: Autores (2024).
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4.6. Discusion

4.6.1.Resultados obtenidos de la elaboracion de los extractos de
hierbaluisa (Aloysiacitradora) y jengibre (Zingiber officinale)

mediante evaporacion rotativa

Se observé que la hierbaluisa perdié un 71.2 % de humedad después de ser
secada en una estufa a 50 °C, quedando con un 8.8 % de humedad residual.
Este valor es similar al 10.6 % reportado por Hilbay et al. (2016) en un estudio
previo, lo que sugiere una pérdida de humedad comparable en ambos casos.
Por otro lado, el jengibre perdié un 88.2 % de su humedad, alcanzando una
humedad final de 1.7 % tras 48 horas de secado a la misma temperatura, lo que
representa una pérdida de humedad mas significativa en comparacién con el 7
% observado por Acufia y Torres (2010) para el jengibre, aunque en su caso el
tiempo de secado fue menor. Estos resultados indican que cada planta tiene una
susceptibilidad diferente a la pérdida de humedad durante el secado, lo que
podria deberse a diferencias en su composicion interna. El jengibre, con un
contenido de agua del 89.9 %, presenta una mayor pérdida en relacién con la

hierba luisa, que tiene un contenido de agua de aproximadamente 80 %.

En cuanto al rendimiento de los extractos filtrados, la hierba luisa presentd un
rendimiento del 51.9 %, mientras que el jengibre obtuvo un rendimiento
ligeramente inferior, alcanzando el 44.8 %. No obstante, al analizar los
rendimientos de los extractos puros obtenidos tras la separacion del etanol
mediante rotavapor, se observo que la hierba luisa tuvo un rendimiento del 11.2
%, un valor superior al 3.92 % reportado por Azuero et al. (2016), quienes
utilizaron metanol como disolvente. Este resultado sugiere que el etanol es un
disolvente mas eficaz para la obtencion de extractos en la hierba luisa. En el
caso del jengibre, el rendimiento fue de 8.1 %, un valor menor, lo que podria
explicarse por su mayor contenido de agua, que reduce el rendimiento del
extracto tras el proceso de secado. Sin embargo, Reyes Najar et al. (2011)
reportan un rendimiento de 2.79 % en la extraccién de jengibre utilizando éter

etilico mediante extraccion por Soxhlet.
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Estos resultados demuestran la efectividad del proceso de extraccion y

separacion utilizado. Es posible obtener extractos de alta calidad utilizando
etanol al 96 % como disolvente y un proceso de evaporacion rotativa. Aunque el
rendimiento con etanol es relativamente bajo, la concentracién de los
compuestos bioactivos, como los antimicrobianos, tiende a ser mayor en
comparacién con extractos obtenidos con disolventes menos concentrados. Si
se utilizara un medio hidroalcohdlico con una concentracion alcohdélica mas baja,
el rendimiento de los extractos seria mayor, pero los compuestos inhibitorios

serian menos concentrados.

Asimismo, la temperatura de secado de las plantas influye considerablemente
en el rendimiento de los extractos. Investigaciones previas sobre otras especies
de plantas medicinales han mostrado que un aumento en la temperatura de
secado puede disminuir el rendimiento de aceites esenciales y extractos
(Barbosa et al., 2006). Por esta razon, es fundamental controlar rigurosamente
las condiciones de secado, ya que un proceso de secado incorrecto o incompleto
podria afectar negativamente el contenido de principios activos y reducir la

actividad inhibitoria de las plantas estudiadas (Bermeo Orellana, 2014).

4.7. Resultados de analisis de diametros de inhibicion en

Staphylococcus aureus

A lo largo del tiempo analizado, se observaron variaciones notables en los
valores de las medias a las 96 y 120 horas, lo que indica una evolucion en la
capacidad inhibitoria de los extractos. Especificamente, no se encontraron
diferencias significativas en los halos de inhibicién a las 24, 48 y 72 horas, lo que
sugiere que la capacidad de inhibicion se mantuvo estable durante ese periodo.
En estos periodos, no se registraron cambios sustanciales en la accion de los
extractos evaluados, lo que podria interpretarse como una fase de estabilidad en

la actividad antimicrobiana.

Al centrarse en la evolucion de los diametros de los halos de inhibicion a las 96
y 120 horas, se destaco el tratamiento 3 (extracto de hierba luisa con una

concentracion del 20%), que presento el valor mas alto, con una media de 11.33
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mm. Este resultado indica que este extracto posee una mayor capacidad para

inhibir el crecimiento bacteriano en comparacion con los otros tratamientos. Por
otro lado, los tratamientos con concentraciones menores mostraron una media
constante de 6.00 mm en los halos de inhibicion, lo que indica una respuesta

uniforme en cuanto a la capacidad inhibitoria en esos niveles de concentracion.

En cuanto a la estabilidad de la actividad inhibitoria, se observé que los halos de
inhibicion se mantuvieron constantes entre las 96 y 120 horas, lo que indica una
durabilidad en la accién de los extractos durante el periodo de evaluacion. Esta
estabilidad podria explicarse por el aumento en la concentracion del extracto, lo
que parece potenciar su capacidad antimicrobiana, permitiéndole mantener su
efecto inhibitoria por mas tiempo en comparacion con los tratamientos de menor
concentracion. De acuerdo con lo que se menciona en estudios previos
(Quintana Gertrudis et al., 2005), se sabe que para que un extracto ejerza un
efecto antimicrobiano eficaz, es necesario emplear concentraciones elevadas,
debido a que mayor concentracion, mayor es la capacidad de inhibir el

crecimiento bacteriano.

Este resultado se encuentra respaldado por la investigaciéon de Ortiz Galindo
(2023), en la cual se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos de
Cymbopogon citratus (hierba luisa) contra Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. En dicho estudio, el extracto de hierba luisa mostré un diametro de
inhibicion de 11.1 mm en medio metandlico, 0 mm en medio hidroalcohdlico y
13.2 mm en medio etandlico contra Staphylococcus aureus. Los resultados
obtenidos en la presente investigacién, con un didmetro de inhibicién de 11.3
mm para el tratamiento con el extracto al 20%, son coherentes con los de Ortiz
Galindo, lo que refuerza la idea de que este tratamiento es el mas eficaz para
inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus en carne de res, debido a su

mayor capacidad antimicrobiana.
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4.8. Resultados de analisis de dias de tolerancia de los

extractos frente a

4.8.1.Staphylococcus aureus

El descenso observado en la actividad antimicrobiana de los extractos a lo largo
del tiempo se reflejé en la disminucion del diametro de los halos de inhibicién,
que, al llegar a ser inferiores a los 6 mm, indicaron una inhibicion bacteriana no
significativa, de acuerdo con los criterios establecidos por Bernal y Guzman
(1984). Este valor se considera el umbral minimo por debajo del cual la accién
antimicrobiana no es lo suficientemente eficaz como para detener el crecimiento
bacteriano. La reduccion en el tamafio de los halos sugiere que, con el paso del
tiempo, la efectividad de los extractos evaluados disminuyd, lo que plantea

interrogantes sobre la durabilidad de sus propiedades inhibitorias.

A pesar de este comportamiento, el tratamiento 3 (extracto de hierba luisa al 20
%) destaco por mantener una mayor estabilidad en su actividad antimicrobiana
a lo largo del ensayo, en comparacion con los demas tratamientos. Sin embargo,
se observo una tendencia comun en todos los tratamientos: un aumento inicial
en la actividad inhibitoria, seguido de una posterior disminucién. Este patrén,
aunque no constante, indica que el tiempo de tolerancia de los extractos vario
durante el transcurso del ensayo, lo que refleja la complejidad de la interaccién
entre los extractos y las bacterias. Este fendmeno ha sido documentado
previamente por Reyes Najar et al. (2011), quienes reportaron que una mayor
exposicion de los extractos bactericidas durante 48 horas resulté en una mayor
actividad antimicrobiana. En este sentido, la fluctuacién en la eficacia podria
estar relacionada con el tiempo necesario para que los metabolitos bioactivos en
los extractos tengan el tiempo suficiente para interactuar de manera efectiva con
la estructura bacteriana, lo que sugiere que la inhibicién podria ser un proceso

gradual y no inmediato.

Una observacion relevante en este estudio fue el comportamiento del extracto
de jengibre, cuya actividad antimicrobiana fue comparable a la de la hierba luisa,
pero con un tiempo de tolerancia considerablemente mas corto, limitandose a las
96 horas.
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Esta diferencia en la duracion de la actividad antimicrobiana podria estar

relacionada con las variaciones en los compuestos bioactivos presentes en cada
planta. El extracto de hierba luisa, por ejemplo, contiene principalmente citral, un
compuesto derivado del geraniol y el neral, que se caracteriza por su fuerte
actividad antimicrobiana, especialmente contra bacterias Gram positivas como
Staphylococcus aureus (Enriquez-Estrella et al., 2023). En cambio, el extracto
de jengibre estd compuesto por compuestos como el gingerol y el zingibereno,
los cuales también poseen propiedades antimicrobianas, pero sus mecanismos

de accién pueden diferir.

4.9. Resultados de la aplicacion del mejor tratamiento (T3) para
la determinacion de la concentracion de Staphylococcus

aureus en carne de res

Es relevante destacar que la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN 1338,
2010) establece que la concentracion maxima permitida de Staphylococcus
aureus en carne cruda es de 1.0 x 10 UFC/ml. Aunque las muestras tratadas
con extracto de hierba luisa presentaron una concentracién de 4.3 x 10°4
UFC/ml, lo que excede este limite, los resultados evidencian que el extracto de
hierba luisa tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento microbiano. Las
muestras tratadas con este extracto mostraron  concentraciones
significativamente mas bajas en comparacion con las muestras tratadas con
agua destilada (6.4 x 10*4 UFC/ml) y las no tratadas (6.9 x 104 UFC/ml).

Es importante sefalar que la evaluacién de las muestras después de tres dias
de exposicion al ambiente contribuyd al aumento de la carga bacteriana en todos
los grupos, lo que sugiere que, aunque el extracto de hierba luisa no logra reducir
la concentracion de Staphylococcus aureus por debajo del limite establecido, si
tiene un efecto positivo al disminuir la carga bacteriana en comparacion con los
tratamientos sin extracto y con agua destilada. Esto resalta el potencial del
extracto como una alternativa para controlar el crecimiento microbiano en carne

de res, aunque se requieren mas estudios para optimizar su eficacia
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4.10. Resultados del porcentaje de inhibicion del mejor

tratamiento T3 (Extracto deHierba luisa + Concentracion 20

%) contra Staphylococcus aureus

En la tabla 24 se presentan los valores de transmitancia obtenidos mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 600 nm, tanto para el tratamiento
3 como para el testigo. En el caso del extracto, a las 24 horas se observo un
porcentaje de transmitancia del 3.9 %, el cual disminuy6 ligeramente a 3.4 % a
las 48 horas, para luego aumentar a 7.2 % a las 72 horas. Este patron sugiere

que el porcentaje de transmitancia aumenta conforme transcurre el tiempo.

Es importante destacar que, al llegar a las 72 horas, la bacteria alcanzé la fase
estacionaria, como se muestra en la figura 9. Sin embargo, a las 48 horas se
registré una disminucion en la transmitancia, lo cual puede atribuirse a que, a las
24 horas, la bacteria se encontraba en fase de adaptacion, y durante la fase
exponencial de crecimiento la transmitancia se redujo. A las 72 horas, el valor
aumenté nuevamente debido al paso a la fase estacionaria, donde los cambios
en el metabolismo bacteriano favorecen la transmisién de luz, tal como se
menciona en el estudio de Caycedo Lozano et al. (2021). En comparacion, el
testigo mostro una transmitancia inicial de 5.3 % a las 24 horas, que descendio
notablemente a 0.6 % y 0.4 % a las 48 y 72 horas, respectivamente. Estos
resultados sugieren que el extracto tiene un efecto inhibidor sobre la carga
microbiana. A medida que la concentracion de las células bacterianas aumenta,
el cultivo se vuelve mas turbio, lo que reduce la luz transmitida, fenbmeno que
se explica por la difraccion de la luz causada por las células bacterianas
(Contreras Cruz et al., 2019).

Por otro lado, la tabla 25 presenta los resultados de absorbancia obtenidos
mediante espectrofotometria para el mejor tratamiento, que corresponde al
extracto de hierba luisa al 20 %, asi como para el testigo, a una longitud de onda
de 600 nm. A las 24 horas, el extracto mostré una absorbancia de 1.416 nm, con
una unidad formadora de colonias (UFC/ml) de 100.1. Este valor aumenté a
1.474 nm a las 48 horas, con una UFC/ml de 104.1, y disminuy6 a 1.147 nm a

las 72 horas, con una UFC/ml de 81.9. Estos resultados confirman que el extracto
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tuvo un efecto antimicrobiano, reduciendo la carga microbiana a lo largo del

tiempo, tal como se observa en la figura 9.

En cambio, el testigo presentd una absorbancia de 1.278 nm y 90.8 UFC/ml a
las 24 horas, que aument6 significativamente a 2.214 nm y 154.5 UFC/ml a las
48 horas. A las 72 horas, la carga microbiana siguié incrementandose,
alcanzando 2.400 nm y 167.1 UFC/ml. Estos resultados validan la actividad
antimicrobiana del extracto, ya que los valores de absorbancia del testigo son
considerablemente mas altos en comparacién con el tratamiento con extracto.
Segun la Ley de Beer, la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion de la solucion; por lo tanto, la mayor absorbancia observada en el
testigo refleja una mayor concentracion de células bacterianas, lo que confirma
la efectividad del extracto al mostrar valores de absorbancia significativamente

menores.

En cuanto al porcentaje de inhibicion, la tabla 26 muestra los resultados
obtenidos para el tratamiento con extracto de hierba luisa al 20 % contra
Staphylococcus aureus en funcion del tiempo. A las 24 horas, el extracto
presenté un porcentaje de inhibicion de 10.8 + 0.07 %, un valor relativamente
bajo. Sin embargo, este efecto inhibitorio aumentd a 33.4 £ 0.18 % a las 48 horas,
y alcanzé un maximo de 52.2 + 0.28 % a las 72 horas. Este aumento en el
porcentaje de inhibicidon sugiere que el extracto actua de manera mas efectiva a
medida que transcurre el tiempo, eliminando las células bacterianas. Este
comportamiento coincide con lo encontrado en estudios previos, como el de
Huaman Culqui et al. (2021), que reportaron un aumento en la actividad
antimicrobiana a medida que aumentaba la concentracién del extracto etandlico
de hierba luisa. En dicho estudio, se observé que concentraciones superiores al
50 % lograban una mayor actividad antimicrobiana. En el presente estudio, el
mayor porcentaje de inhibicidon se obtuvo con una concentracion del 20 % del
extracto, lo que sugiere que un aumento en la concentracion podria mejorar aun

mas la efectividad del extracto contra S. aureus.
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Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

En el presente estudio, se procediod a la elaboracion de extractos de hierba luisa
(Aloysia citriodora) y jengibre (Zingiber officinale) utilizando un proceso de
evaporacion rotativa. Durante la extraccion, se observo que la hierba luisa perdio
un 71,2 % de su humedad tras el secado, mientras que el jengibre mostré una
mayor pérdida, alcanzando un 88,2 %. Este fendmeno se correlaciond con los
rendimientos obtenidos de los extractos filtrados, que fueron del 51,9 % para la
hierba luisa y del 44,8 % para el jengibre, indicando que la mayor pérdida de
humedad en el jengibre también reflejé una mayor eficiencia en la extraccion del
material volatil. Posteriormente, al separar el etanol de las muestras, los
rendimientos de los extractos puros fueron del 11,2 % para la hierba luisa y del
8,1 % para el jengibre. Este hallazgo permitié concluir que el etanol resulta ser
un solvente mas efectivo para la obtencién de los extractos en comparacion con
otros posibles disolventes. Ademas, se destaco la importancia del proceso de
secado y la seleccion del solvente, ya que ambos factores influyen directamente
en la calidad y el rendimiento de los extractos obtenidos. Estos resultados
resaltan la eficacia del procedimiento de extraccion utilizado y subrayan la
relevancia de la temperatura de secado y la eleccién adecuada del solvente en

la optimizacion de los rendimientos de extractos de alta calidad.

En cuanto a la actividad antimicrobiana, se evaluo el efecto del extracto de hierba
luisa al 20 % de concentracién sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus
en carne de res. Los resultados mostraron que este tratamiento presento la
mayor capacidad inhibidora, evidenciada por una zona de inhibicidn
significativamente mayor en comparacion con otras concentraciones de extracto
de hierba luisa y extracto de jengibre. De manera importante, se observé que la
actividad antimicrobiana del extracto de hierba luisa permanecié estable a lo
largo del tiempo, lo que sugiere que su efectividad como inhibidor de
Staphylococcus aureus es constante durante el periodo de andlisis. Por otro

lado, aunque el extracto de jengibre también mostré propiedades
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antimicrobianas, su efecto fue de menor duracién en comparacion con el de la

hierba luisa, indicando que la concentracién del extracto influye directamente en
la eficacia antimicrobiana. A través de analisis espectrofotométricos, se
corroboré esta actividad, mostrando una reduccion progresiva en la carga
bacteriana en presencia del extracto de hierba luisa. Esto se reflejé en una
disminucién en la absorbancia y transmitancia en comparacién con el grupo
control, lo que demuestra un efecto inhibidor claro sobre Staphylococcus aureus.
En conjunto, estos hallazgos respaldan la viabilidad de utilizar extracto de hierba
luisa al 20 % como un potencial agente antimicrobiano en carne de res para

controlar la proliferacién de esta bacteria patégena.

Finalmente, los resultados obtenidos en cuanto a la reduccion de la
concentracion de Staphylococcus aureus en carne de res tratada con el extracto
de hierba luisa al 20 % de concentracidn revelaron una disminucién significativa
en la carga bacteriana, en comparacion con las muestras tratadas con agua
destilada y las muestras sin tratamiento. Aunque la concentracién bacteriana en
las muestras tratadas con extracto de hierba luisa no alcanzd los niveles
microbiolégicos ideales establecidos, la diferencia observada en las
concentraciones bacterianas entre los distintos tratamientos sugiere que el
extracto posee una capacidad inhibidora efectiva sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus. Estos resultados destacan el potencial del extracto de
hierba luisa para ser utilizado como una alternativa natural en la reduccién de la
carga microbiana en alimentos, particularmente en carne de res, y subrayan la

importancia de seguir investigando su aplicacion en la seguridad alimentaria.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda explorar métodos alternativos de extraccion y secado para
mejorar tanto el rendimiento como la calidad de los extractos obtenidos.
Experimentos que varien las temperaturas de secado, los tiempos de extraccion
y el tipo de solvente podrian ser clave para maximizar la eficiencia del proceso y
aumentar la concentracion de compuestos bioactivos en los extractos. Esta
optimizacién no solo podria mejorar los rendimientos de los extractos, sino

también potenciar sus propiedades antimicrobianas, lo que tendria implicaciones
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directas en su efectividad como conservantes naturales en productos

alimentarios.

Investigar concentraciones superiores al 20 % de los extractos de hierba luisa,
asi como combinar este extracto con otros extractos naturales, para evaluar si
se puede mejorar aun mas su capacidad antimicrobiana. La sinergia entre
diferentes extractos podria potenciar el efecto inhibidor frente a Staphylococcus
aureus y otras bacterias patdégenas. De este modo, se podrian identificar
combinaciones de extractos que ofrezcan un espectro de accion mas amplio y

una mayor estabilidad en condiciones de almacenamiento.

Es recomendable incluir en futuras investigaciones otros patdégenos alimentarios
comunes, como Escherichia coli, Salmonella o Listeria monocytogenes, para
evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de hierba luisa frente a una gama
mas amplia de microorganismos. Ademas, seria pertinente investigar su
efectividad contra hongos patdgenos que afectan los alimentos, como
Aspergillus o Penicillium, lo que proporcionaria una comprensién mas integral de
su potencial como agente conservante en la industria alimentaria. Este enfoque
ampliado podria abrir nuevas oportunidades para el uso de extractos naturales
como una alternativa viable a los conservantes sintéticos, promoviendo

productos mas seguros y naturales para el consumidor.
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La investigacion realizada tuvo como objetivo evaluar el efecto del extracto de hierba luisa y
jengibre sobre la inhibicion de Staphylococcus aureus en carne de res. Para ello, las plantas
fueron secadas a 50 °C, trituradas y maceradas en etanol al 96 % en una proporcién de 1:10
durante 48 horas. Posteriormente, las muestras fueron filtradas y concentradas en un rotavapor
a 50 °C, obteniendo rendimientos de 11.2 % para la hierba luisa y 8.1 % para el jengibre. Se
realizaron pruebas de inhibiciéon y de tolerancia en concentraciones de 10, 15y 20 % de los
extractos utilizando el método de antibiograma de disco, con Staphylococcus aureus previamente
inoculado. El tratamiento que mostro los mejores resultados fue el extracto de hierba luisa al 20
% (Tratamiento 3), el cual presenté el mayor didmetro de inhibicién (11.33 mm) y una mayor
tolerancia frente a la bacteria, logrando un efecto inhibidor por hasta 144 horas. Este tratamiento
fue considerado el mas eficaz para aplicar en carne, debido a su notable capacidad de inhibicion
y su prolongada accion antimicrobiana.Ademas, se cuantificé el porcentaje de inhibicion del
Tratamiento 3 al medir la absorbancia y la transmitancia mediante espectrofotometria, al inocular
la bacteria en un medio liquido con el extracto. Los resultados mostraron un 52.2 % de inhibicién
alas 72 horas. Cuando se aplico el extracto a la carne a 28 °C durante tres dias, se observo que
las muestras tratadas con el extracto de hierba luisa presentaron una menor concentracion de
Staphylococcus aureus (4.3 x 10* UFC) en comparacion con las muestras tratadas con agua
destilada (6.4 x 10* UFC) o sin tratamiento (6.9 x 10* UFC). Aunque la concentracién bacteriana
no cumplié con los estandares microbioldgicos establecidos, la diferencia en las concentraciones
entre los tratamientos sugiere que el extracto de hierba luisa posee propiedades inhibidoras
efectivas contra la proliferacion de la bacteria.

Palabras Clave: Aloysia citriodora, Zingiber officinale, extracto, inhibicion.
Abstract

The objective of the research was to evaluate the effect of lemon verbena'and ginger extract on the inhibition
of Staphylococcus aureus in beef. For this purpose, the plants were dried at 50 °C, crushed and macerated
in 96% ethanol at a ratio of 1:10 for 48 hours. Subsequently, the samples were filtered and concentrated in
a rotary evaporator at 50 °C, obtaining yields of 11.2 % for lemon verbena and 8.1 % for ginger. Inhibition
and tolerance tests were carried out at concentrations of 10, 15 and 20 % of the extracts using the disc
antibiogram method, with previously inoculated Staphylococcus aureus. The treatment that showed the best
results was the lemon verbena extract at 20 % (Treatment 3), which presented the greatest inhibition
diameter (11.33 mm) and greater tolerance against the bacteria, achieving an inhibitory effect for up to 144
hours. This treatment was considered the most effective for application in meat, due to its remarkable
inhibition capacity and prolonged antimicrobial action. In addition, the percentage of inhibition of Treatment
3 was quantified by measuring the absorbance and transmittance by spectrophotometry, when the bacteria
were inoculated in a liquid medium with the extract. The results showed 52.2 % inhibition at 72 hours. When
the extract was applied to the meat at 28 °C for three days, it was observed that the samples treated with
the lemon verbena extract presented a lower concentration of Staphylococcus aureus (4.3 x 10* CFU)
compared to samples treated with distilled water (6.4 x 10* CFU) or without treatment (6.9 x 10* CFU).
Although the bacterial concentration did not meet established microbiological standards, the difference in
concentrations between treatments suggests that the lemon verbena extract possesses effective inhibitory
properties against bacterial growth.

Keywords: Aloysia citriodora, Zingiber officinale, extract, inhibition.
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