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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto de la Concentracion Minima Letal
del extracto de ajo (Allium Sativum) sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes en queso
fresco en almacenamiento refrigerado. Para la determinacion de la actividad antibacteriana del
extracto de ajo, se aplicd la técnica de recuento en placa, utilizando 2 sistemas de inoculacion,
Sistema 1 “Control”, inoculado con Listeria Monocytogenes y Sistema 2 “Problema” inoculado
con Listeria monocytogenes mas el extracto de ajo. De 3 ensayos efectivos se obtuvieron como
promedio general en el Sistema 1 “Control” recuento en el dia (0) 3,46x10° UFC/g, recuento en
el dia (2) 3,56x10° UFC/g, recuento en el dia (4) 2,01x10" UFC/g, recuento en el dia (6) 2,07x10’
UFC/g y recuento en el dia (7) 2,06x10° UFC/g, lo cual confirma la supervivencia de Listeria
monocytogenes en almacenamiento refrigerado a 4°C y su posterior incremento. En el Sistema
2 “Problema” se obtuvo: el dia (0) 3,53x10° UFC/g, el dia (2) 4,7x10” UFC/g, el dia (4) 3,43x10°
UFC/g, el dia (6) 5,42x10° UFC/g vy el dia (7) 2,19x10* UFC/g obteniendo una disminucién
considerable de 4 ciclos logaritmicos a través del tiempo. El analisis estadistico ANVA se trabajo
con un margen de error del 5% y como resultado se determiné el efecto significativo del extracto
de ajo debido a que el resultado estadistico fue p=0,000<0,05.

Palabras clave: Concentraciéon Minima letal, Extracto de ajo (Allium sativum), Listeria
monocytogenes.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of the minimum lethal concentration of garlic
extract (Allium sativum) on the growth of Listeria monocytogenes in soft cheese in cold
storage.For the determination of the antibacterial activity of garlic extract was applied plate
count technique using 2 inoculation systems, System 1 "Control", inoculated with Listeria
monocytogenes and System 2 "Problem" Listeria monocytogenes inoculated with the extract
more garlic. In three trials were obtained as effective overall average in the System 1 "Control"
in the day count (0) 3.46 x10°UFC / g, count on the day (2) 3.56 x 10° UFC/ g, count on the day
(4)2.01x10” UFC/ g, countontheday (6) 2.07 x10” UFC/ g count on the day (7) 2.06 x 10° UFC
/ g, confirming the survival of Listeria monocytogenes in cold storage at 4 ° C and subsequent
increase. In System 2 "Problem" was obtained: on (0) 3.53 x10° CFU / g, the day (2) 4,7 x10’
UFC/ g, theday (4) 3.43 x 10° UFC/ g, the day (6 ) 5.42 x10° UFC / g day (7) 2,19 x10° UFC/ g
obtaining a considerable decrease of 4 log units over time. Statistical Analysis ANOVA worked
with a margin of error of 5% and as a result, the effect of garlic extract significant because the
statistical result was p = 0.000 <0.05

Key words: Low Concentration Lethal extract of garlic (Allium sativum), Listeria
monocytogenes.




I. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los
alimentos suponen una importante carga
para la salud. Millones de personas
enferman y muchas mueren por consumir
alimentos contaminados. Los estados
miembros de la Organizacién Mundial de
la Salud seriamente preocupados,
adoptaron en el afio 2000 una resolucion
en la cual se reconoce el papel
fundamental de la inocuidad alimentaria
para la salud publica. La inocuidad de los
alimentos engloba acciones encaminadas
a garantizar la maxima seguridad posible
de los alimentos. Las politicas vy
actividades que persiguen dicho fin
deberdan de abarcar toda la cadena
alimenticia, desde la producciéon al
consumo (OMS, 2011). Una de las
bacterias patdgenas de gran importancia
son las pertenecientes al género Listeria,
que son bacilos gram-positivos cortos,
regulares, no esporulados ni ramificados,
que suelen observarse en disposicién
individual o formando cadenas cortas. En
cultivos viejos pueden aparecer formando
filamentos de 6 - 20 mm de longitud,
presentan de 1 a 5 flagelos peritricos que
les confieren movilidad. Las colonias son
pequefias (de 1-2 mm tras uno o dos dias
de incubacidn) y lisas, su temperatura
optima de crecimiento esta entre 30°C y
379C, pero pueden crecer a 4°C en pocos
dias. Son anaerobias facultativas,
catalasa positivas y oxidasa negativas;
ademas hidrolizan la esculina en pocas
horas, pero no la Urea ni la gelatina; no
producen indol ni sulfuro de hidréogeno
(H2S); sin embargo producen acido de la
D-glucosa y de otros azucares (Hot,
1999). Se ha sabido por mucho tiempo
que la especie Listeria monocytogenes es
patdgenay puede causar una enfermedad
amenazante a la vida llamada Listeriosis.
Sin embargo, no era reconocido como un
patdgeno asociado a los alimentos hasta
1980 cuando cientificos y autoridades de
la salud comenzaron a comprender que el
organismo presenta problemas de salud
publicos potencialmente serios, ya que
puede crecer a temperaturas de
refrigeracion, y puede conducir la

Listeriosis a grupos compuestos por
personas comoO ancianos, mujeres
embarazadas, fetos y recién nacidos (Pino
et al., 2003). Por otro lado es sabido que
el queso es la modalidad mas antigua de
transformacion industrial de la leche,
proporciona proteinas ricas en
aminoacidos esenciales no sintetizables
por el organismo; por lo que tiene un
significativo valor nutritivo ademas de ser
un alimento muy popular en la dieta diaria
de las personas. Los quesos existen
actualmente en miles de formas,
variedades y tamafios, siendo algunas de
ellas muy famosas y desarrolladas por
todo el orbe (Gonzédlez et al., 2002). El
queso fresco es el mas conocido y
consumido a nivel local y en nuestro pais,
debido a multiples razones, las mas
importantes; por su sabor y textura
blanda (Seglar, 2009). De todos los
alimentos, es evidente que los quesos son
contaminados con mayor frecuencia, en
especial los quesos blandos y los frescos,
ya que éstos tienen un pH mayor que la
mayoria de los quesos en los estadios
tardios de maduracién vy, en
consecuencia, son mas propicios a la
contaminacién por esta bacteria. Hay
estudios que indican que hasta 10% estan
contaminados con Listeria
monocytogenes y que la prevalencia de
este patdgeno varia entre los diferentes
tipos de quesos. Complementariamente
el extracto de ajo funciona como agente
bacteriostatico, ya que prolonga la fase
estacionaria de los microorganismos.
Fase en los que los microorganismos
buscan las condiciones que resulten
Optimas para su crecimiento. Una forma
de aplicacién conveniente para los
agentes antimicrobianos de origen
natural, seria incluir la especia o planta
que contiene el principio activo deseado,
como ingrediente del producto a
desarrollar (Hernandez, 2003). El
presente estudio determind la
Concentracion Minima Letal de extracto
de Ajo (Allium sativum) sobre el
crecimiento de Listeria monocytogenes
en queso fresco en almacenamiento




refrigerado. El cultivo de Listeria
monocytogenes FGBO1-UNT, fue
proporcionado por el Laboratorio de
Fisiologia y Genética Bacteriana del
Departamento Académico de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional de Trujillo. El queso fresco fue

AJO

adquirido en la Tienda Chugur ubicada en
la ciudad de Trujillo y el ajo (Allium
sativum) variedad blanco fue adquirido en
el mercado “Hermelinda”. Para la
obtencion de extracto de ajo se siguid el
diagrama de flujo que se muestra en la
Figura 1.
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Figura 1: Obtencién del extracto de ajo

Para la determinacién de la Concentracion
Minima Letal para Listeria
monocytogenes. Se empled la
concentracion 0,125g/mL (Hernandez,
2003). En el Proceso de reactivacién del
cultivo de Listeria  monocytogenes -
conservado en congelacion - se tomé una
azada y se sembré en Caldo de
enriquecimiento selectivo para Listeria
FRASER. Se incubd a 37°C por 24 horas.

II. MATERIAL Y METODOS

Se prepararon 2 sistemas (cada sistema
estuvo constituido por 1 recipiente con
300mL de solucién salina) de acuerdo al
siguiente esquema de ensayo:

Sistema 1: “Control” inoculado con
Listeria monocytogenes para alcanzar la
concentracion final 108UFC/mL.

Sistema 2: “Problema” inoculado con
Listeria monocytogenes a |la
concentracion final 108UFC/mL mas el
extracto de ajo a una concentracion

Luego se sembrd en Agar Base Listeria
Oxford Modificado con suplemento de
antibidticos y se incub6é a 37°C por 48
horas. Para proceso de Estandarizacién
del in6culo de Listeria monocytogenes.
Se prepard una suspension bacteriana en
Agua Destilada Estéril (ADE) a una
turbidez equivalente al tubo N°1 del
nefeldmetro de Mac Farland (3x108
UFC/mL).

minima letal de 0,125 g/mL (Hernandez,
2003).

Alos 2 sistemas se le agregd 50g de queso
fresco (5 unidades de queso fresco por
recipiente) y se dejo en reposo durante 2
h, luego se extrajeron los quesos y se
colocaron en recipientes estériles, al final
se llevaron a refrigeracion a 4°C hasta su
evaluacion.

La poblacion de Listeria monocytogenes
en ambos sistemas se evaluaron a 5




tiempos (0,2,4,6,7 dias de refrigeracion)
mediante el método de recuento total de
unidades formadoras de colonias (UFC/g)
en cada uno de los sistemas
mencionados. Para el recuento de Listeria
monocytogenes, de cada recipiente, se
peso 1 gramo de muestra de queso fresco

Listeria Oxford con suplemento de
antibioticos mediante la técnica de
siembra en superficie con asa de
Drigalski, y se llevd a incubacion a 37°C
por 48 horas. Transcurrido este tiempo se
selecciond, para el recuento, aquellas
placas que contuvieron entre 30 y 300

y se realizé6 diluciones decimales
apropiadas, seguidamente se tomé
0,1mL de las dos ultimas diluciones y se
sembrd en placas petri con Agar Base

colonias tipicas.

III. RESULTADOS

Extracto de ajo con etanol (99,7%) como agente disolvente. Los compuestos
presentes en el bulbo de ajo se destacaron por la aliina (sulfoxido de S-Alil-cisteina),
gue constituyo el principal sustrato para la enzima aliinasa (activada a pH 4-5,8) que
una vez liberada de su compartimento intracelular por trituracidn, se transformé de
aliina a alicina (dialiltiosulfonato), responsable del olor caracteristico del ajo, y principal
componente de los extractos acuosos y de los homogenizados de ajo. La alicina, cuya
vida media a temperatura ambiente es de 2 - 4 dias fue la responsable de los efectos
antibioticos del extracto de ajo. Respecto al disolvente utilizado el cual fue etanol 99,7%
ayuddé mucho en la solubilidad del extracto, ademas neutralizé considerablemente el
olor fuerte del extracto de ajo. Para evidenciar la actividad antimicrobiana del etanol
99,7% fue necesario utilizar el método de difusién en agar, el cual se mostro inactivo y
no tuvo inhibicion en la cepa analizada, mostrando la resistencia de Listeria
monocytogenes sobre el disolvente.

Actividad antibacteriana

Grafico 1. Recuento del Sistemas 1 “Control” en agar Oxford con FGB 001 y Sistema 2
“Problema” en agar Oxford con FGB 001 y Extracto de ajo.
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Grafico 2. Tendencia del efecto de la concentracidn minima letal de extracto de Ajo
(Allium sativum) sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes FGBO1-
UNT en queso fresco en almacenamiento refrigerado.
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Tabla 1. Resultados del ensayo 1

Sistema 1 Sistema 2
“Control” “Problema”
Queso + Queso + Listeria
Listeria + Extracto ajo

Viernes 3,7x108 3,1x108
Domingo 3,9x108 5,6x10’
Martes 1,21x107 2,01x10°
Jueves 1,37x107 5,8x10°
Viernes 1,39x108 2,5x10*

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 2. Resultados del ensayo 2

Sistema 1 Sistema 2
“Control” “Problema”
Queso + Queso +
Listeria Listeria +
Extracto ajo
Viernes 3,5x108 3,3x108
Domingo 3,3x10°8 4,8x10’
Martes 2,59x107 4,95x10°
Jueves 1,38x10’ 6,2x10°
Viernes 2,46x10° 2,7x10*

F

uente: Elaboracién propia




Tabla 3. Resultados del ensayo 3

Sistema 1 Sistema 2
“Control” “Problema”
Queso + Queso +
Listeria Listeria +
Extracto ajo
Viernes 3,2x10°8 4,2x108
Domingo 3,5x10° 3,7x10’
Martes 2,25x10’ 3,34x10°
Jueves 3,48x107 4,27x10°
Viernes 2,34x108 1,37x10*

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 4. Resultados de los tres ensayos

Sistema 1 Sistema 2
“Control” Queso “Problema”
+ Listeria Queso +
(UFC/g) Listeria +
Extracto ajo
(UFC/g)
Dia O 3,46x108 3,53x108
Dia 2 3,56x10°8 4,7x107
Dia 4 2,01x10’ 3,43x10°
Dia 6 2,07x10’ 5,42x10°
Dia 7 2,06x108 2,19x10*

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 5. Medida estadistica descriptiva

Dias Queso + Listeria + Queso + Listeria
Extracto ajo
Media D. Media D.

Estandar Estandar

3.53E+08 5.86E+07 3.47E+08 2.52E+07

4.70E+07 9.54E+06 3.57E+08 3.06E+07

3.43E+06 1.47E+06 2.02E+07 7.19E+06

5.42E+05 1.02E+05 2.08E+07 1.22E+07

2.19E+04 7.17E+03 2.06E+08 5.86E+07

N o h~NO

Fuente: Elaboracién propia

Tabla 6. Anédlisis ANVA para los sistemas 1y 2.

Fuente Suma de Grados Promedio F p
de cuadrados de de los
variabilidad libertad cuadrados
Tiempo 4.94E+17 4 1.24E+17 1.42E+02 0.000
Queso 8.95E+16 1 8.95E+16 1.03E+02 0.000
Interaccion 1.19E+17 4 2.98E+16 3.42E+01 0.000
Error 1.75E+16 20 8.73E+14
Total 7.20E+17 29

Fuente: Elaboracién propia




IV. DISCUSION

El grafico 1 muestra la actividad
antibacteriana del extracto de ajo (Allium
sativum) sobre la cepa bacteriana de

Listeria monocytogenes FGB 001. En el
sistema "“Problema” se observa Ia
disminucién a través del tiempo de

Listeria monocytogenes. En el sistema
“no se evidencia inhibicién a través del
tiempo debido a que la bacteria se adecua
al sistema refrigerado (4°C) y empieza a
crecer nuevamente. La reduccion total de
los ciclos logaritmicos en el sistema
“Problema” fue de 4 ciclos logaritmicos, lo
cual es una reduccion considerable como
resultado para el estudio.

En el grafico 2, comparado el UFC a través
del tiempo, se observa la reduccion
considerable en el sistema “problema”
debido al efecto del extracto de ajo y su
compuesto activo alicina, obteniendo una
reduccién efectiva a través de la
evaluacion promedio de los resultados del
estudio. El sistema “Control” tuvo una
disminucién inicial de la poblacién
bacteriana debido al ambiente refrigerado
y posteriormente su adaptacion vy
crecimiento en el medio refrigerado.

En las Tablas 1, 2 y 3 se muestran los
resultados obtenidos por los recuentos
por cada ensayo y en la tabla 4 el
promedio general de estos resultados, los
cuales pertenecen a los sistemas
“Control”y “Problema”. Luego de analizar
los resultados de los 2 Sistemas en el
rango de 7 dias se logré determinar:
Sistema 1 “Control”: se observo en los
2 primeros dias una disminucion inicial de
un ciclo logaritmico debido a que el
sistema estaba sometido a refrigeracion
(4°C), manteniendo la poblacién
constante hasta el sexto dia cuando la
bacteria se adecua por completo al
ambiente y empieza nuevamente a
incrementar su numero de colonias. Estos
resultados sugieren que Listeria
monocytogenes no tiene mayor dificultad
para desarrollarse e incrementar su
poblacion en un ambiente refrigerado vy
que la contaminacién se produjo
efectivamente en el queso fresco.
Sistema 2 “Problema”: se observo una
disminucidn de 4 ciclos logaritmicos a

través de los 7 dias de evaluacion,
obteniendo asi una reduccidn
considerable de Ila carga bacteriana
gracias al efecto inhibitorio del extracto de
ajo. De las 5 muestras se observaron solo
colonias del género Listeria spp, todas
correspondieron a la especie Listeria
monocytogenes reportando asi |la
efectividad de la inhibicion del extracto de
ajo sobre este género de bacteria.
Herndndez (2003) realizd un estudio
sobre la actividad inhibitoria y letal del
extracto de ajo para Listeria innocua y
Escherichia coli. Se encontré una
Concentraciéon Minima Letal (CML) para
Listeria innocua de 0,125g ajo/mL agua,
no se encontrd bibliografia con el efecto
inhibitorio sobre queso fresco por eso se
opté en citar este estudio por ser
referencia para la presente investigacion.
En relacién a la Medida estadistica
descriptiva de crecimiento de Listeria
monocytogenes y Analisis ANVA
(comparacién del efecto de la
concentracion minima letal de extracto de
Ajo sobre el crecimiento de Listeria
monocytogenes FGBO1-UNT en queso
fresco en almacenamiento refrigerado se
reportaron los siguientes resultados.
Segun la tabla 5, la desviacion estandar
fue similar en ambos sistemas, esto como
resultado nos da una prediccién
afirmativa (con la distancia medida en
desviaciones estandar), la medida
estadistica afirma el resultado de la
inhibicion del extracto de ajo sobre la
Listeria monocytogenes.

Segun la tabla 6, el andlisis ANVA indica
que la Listeria cambia su patrén de
crecimiento con el tiempo
(p=0,000<0,05), independientemente
del tipo de queso fresco. Asimismo existe
efecto de la concentracién minima letal
del extracto de Ajo (p=0,000<0,05), pero
el efecto en el tiempo varia de un tipo de
queso a otro (p=0,000<0,05). Este
anadlisis comprueba la diferencia
significativa del tratamiento que presentdé
el extracto de ajo como agente
antibacteriano sobre Listeria
monocytogenes en queso fresco
refrigerado.




V. CONCLUSIONES

Se obtuvo una reduccidn de cuatro ciclos
logaritmicos de las colonias de Listeria
monocytogenes en el queso fresco
refrigerado.
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