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In this study, 4 Lactic Acid Bacteria (LAB) isolated from coffee, cheese and breast milk and
leaf extracts of M. oleifera on Shigella sonnei ATCC 25931 were evaluated in vitro using
the disk and well diffusion test. All the LAB strains were studied by means of antibiograms
tests with: Penicillin G, Ceftriaxone and Ciprofloxacin. Also, sensory analysis was
performed by adding the leaves of M. oleifera powder to pork (T1, Tz, T3), by hedonic scale
considering attributes such as appearance, taste, smell, texture, bitterness and general
impression. The results showed that M. oleifera leaf extracts and the presence of LAB
protein components (bacteriocins) did not inhibit the growth of Shigefla sonnei ATCC
25931; however, the LAB presented antagonistic activity against Shigella sonnei ATCC
25931 due to the presence of cells, cellular components and the presence of lactic acid, the
LAB presented sensitivity to the antibiotics evaluated. The tests performed are qualitative
and the inhibitory effect is attributed to the strain and not to a generalization of species or
genus; however, the results may be useful in future investigations in vivo. Regarding the
sensory analysis of pork with M. oleifera powder, acceptance of attributes such as taste,
smell and texture, little acceptance in appearance, bitterness and general impression was
found, where product acceptance is given with the lowest dust content of moringa leaf.
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BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y EXTRACTOS DE Moringa oleifera COMO ALTERNATIVA
PARA CONTRARRESTAR Shigella sonnei ATCC 25931

Cortés-Gaona, M2. P 1, Amorocho-Cruz, C. M 2

RESUMEN

En este estudio se evaluaron en condiciones in vitro 4 Bacterias Acido Lacticas (BAL) aisladas de café,
quesillo y leche materna y extractos de hojas de M. oleifera sobre Shigella sonnei ATCC 25931 usando la
prueba de difusion de discos y pocillos. Todas las cepas BAL fueron estudiadas mediante pruebas de
antibiogramas con: Penicilina G, Ceftriaxona y Ciprofloxacino. Ademas, se realiz6 analisis sensorial
adicionando las hojas de M. oleifera en polvo a la carne de cerdo (T1, T2, T3), mediante escala hedonica
considerando atributos como apariencia, sabor, olor, textura, amargo e impresion general. Los resultaron
mostraron que los extractos de hojas de M. oleifera y la presencia de componentes proteicos (bacteriocinas)
de las BAL no inhibieron el crecimiento de Shigella sonnei ATCC 25931; sin embargo las BAL presentaron
actividad antagonica frente a Shigella sonnei ATCC 25931 debido a la presencia de células, componentes
celulares y la presencia de acido lactico, las BAL presentaron sensibilidad a los antibi6ticos evaluados. Las
pruebas realizadas son de caracter cualitativo y el efecto inhibitorio se atribuye a la cepa y no a una
generalizacion de especie 0 género; no obstante, los resultados pueden ser de utilidad en futuras
investigaciones in vivo. En cuanto al analisis sensorial de carne de cerdo con polvo de M. oleifera se
encontré aceptacion de atributos como sabor, olor y textura, poca aceptacion en apariencia, amargo e
impresion general, donde la aceptacion del producto se da con los menores contenidos de polvo de hoja de
moringa.
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ABSTRACT

In this study, 4 Lactic Acid Bacteria (LAB) isolated from coffee, cheese and breast milk and leaf extracts
of M. oleifera on Shigella sonnei ATCC 25931 were evaluated in vitro using the disk and well diffusion
test. All the LAB strains were studied by means of antibiograms tests with: Penicillin G, Ceftriaxone and
Ciprofloxacin. Also, sensory analysis was performed by adding the leaves of M. oleifera powder to pork
(T4, T2, T3), by hedonic scale considering attributes such as appearance, taste, smell, texture, bitterness and
general impression. The results showed that M. oleifera leaf extracts and the presence of LAB protein
components (bacteriocins) did not inhibit the growth of Shigella sonnei ATCC 25931; however, the LAB
presented antagonistic activity against Shigella sonnei ATCC 25931 due to the presence of cells, cellular
components and the presence of lactic acid, the LAB presented sensitivity to the antibiotics evaluated. The
tests performed are qualitative and the inhibitory effect is attributed to the strain and not to a generalization
of species or genus; however, the results may be useful in future investigations in vivo. Regarding the
sensory analysis of pork with M. oleifera powder, acceptance of attributes such as taste, smell and texture,
little acceptance in appearance, bitterness and general impression was found, where product acceptance is
given with the lowest dust content of moringa leaf.

KEY WORDS: functional food; probiotic; antimicrobial activity; sensory analysis



1. INTRODUCCION

La divulgacion de enfermedades causadas por microorganismos patdgenos es una preocupacion necesaria
debido a que constituye un factor de riesgo para la salud publica (Barragan, 2012). Asimismo la resistencia
a los antimicrobianos de los patdgenos bacterianos, incluidos los del genero Shigella, se ha reconocido
cada vez mas como un problema importante que trasciende las fronteras internacionales y causa una
contrariedad a la salud publica (Qiuxia et al., 2018). Los aislamientos de Shigella resistentes a multiples
farmacos (MDR) emergentes, en particular los que tienen resistencia a las fluoroquinolonas vy
las cefalosporinas de espectro extendido, han agravado esta carga mundial de salud, Ilevando a un aumento
de la morbilidad, mortalidad y costos de tratamiento (Bardhan et al., 2010).

Shigella sonnei esta compuesta por 4 serogrupos principales, S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S.
sonnei, causan mas de 164,000 muertes al afio, con 55,000 entre los nifios menores de 5 afios de edad,
siendo identificado como uno de los agentes mas importantes de diarrea segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), principalmente en los paises en desarrollo (Cheila, et al., 2010), lo que representa el
11% de todas muertes por diarrea global (Frenck et al., 2018), ademas son agente causal de la shigelosis
o disenteria bacilar, una enfermedad que causa fiebre alta, trastornos neurol6gicos y moco-piohemorragico
disenteria (Penatti et al., 2007). En EE.UU. Shigella sonnei es la especie mas cominmente aislada en
heces fecales, mientras Shigella flexneri, la cual causa enfermedad clinica mas severa, ha sido mas a
menudo aislada en sangre (Baskin, 1987).

Moringa oleifera Lam. pertenece a una familia mono-genérica Ilamada Moringaceae, que incluye 13
especies de arbustos y arboles originarios de la India y Africa, y, distribuidos en muchos otros paises
tropicales y aridos (Saucedo et al., 2018). Es un arbol caducifolio de crecimiento rapido, de tamafo
mediano, propagado en esquejes y semillas, se caracteriza por hojas tripinnadas, peciolos amarillos o
blancos, vainas colgantes de 3 lados, corteza corchosa gris blanquecina, flores axilares bisexuales,
pedunculadas, blancas o cremosas, semillas aladas globulares, capsulas acanaladas pendulares y raices
primarias tuberosas blandas y fisuradas (Swati et al., 2018).

Esta planta se conoce universalmente como la planta milagrosa o el arbol de la vida (Adewumi et al.,
2018). Se valora por sus maltiples propiedades econémicas, medicinales y nutraceuticas en todo el mundo
y por su capacidad para tratar mas de 300 enfermedades, todas las partes de la Moringa, incluidas las
vainas inmaduras, las hojas, las semillas maduras, las flores y las raices, han sido consumidas por los
humanos durante mucho tiempo para una variedad de aplicaciones (Swati et al., 2018). Puesto que son
fuente de diferentes compuestos bioquimicos con efectos anticancerigenos, antinflamatorios,
antidiabéticos, antioxidantes y antimicrobianos (Torres et al., 2013), debido a que contiene altos niveles
de caroteno (vitamina A), vitaminas B1, B2, B3, C, E, K, ademéas de calcio, hierro, potasio, cobre,
magnesio, zinc, todos los aminoacidos esenciales y antioxidantes: acido ascorbico, flavonoides, fenoles,
carotenoides, entre otros (Bonal et al., 2012).

El uso de M. oleifera para controlar diversas infecciones provocadas por microorganismos es bien
conocido, estudios in vitro han comprobado la actividad antimicrobiana de la mayoria de las partes de la
moringa sobre los microorganismos patogenos. La inhibicion del crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus por extractos acuosos de las hojas fue demostrada por cientificos
guatemaltecos, asi mismo otros autores demostraron la actividad antifingica de aceites esenciales de las



hojas y de extractos alcohdlicos de las semillas y las hojas contra dermatofitos como Trichophyton rubrum
y Trichophyton mentagrophytes (Martin et al., 2013).

Otra de las caracteristicas distintivas de la planta de moringa es que en sus hojas, se acumulan altos
contenidos de compuestos fendlicos (Valdez et al., 2015), los compuestos fenolicos en general, incluye a
polifenoles, taninos, flavonoides, flavonoles, coumarinas, los cuales son metabolitos esenciales para el
crecimiento y reproduccion de las plantas y actan como agentes protectores frente a patégenos, siendo
secretados como mecanismo de defensa a condiciones de estrés, tales como infecciones, radiaciones UV,
entre otros. (Cai et al., 2006; Echavarria et al., 2016). Para obtener extractos del polvo de M. oleifera se
conoce que el solvente cloroformo tiene afinidad con compuestos medianamente polares, saponinas,
alcaloides; y asi mismo el solvente metanol tiene afinidad con compuestos polares, polifenoles, azlcares,
grupos hidroxilo y carboxilo (Caviedes, 2019)

Los extractos acuosos de hoja de M. oleifera son buenos prospectos para la aplicacion de alimentos porque
pueden preservar alimentos al inhibir la oxidacion de lipidos y controlar una amplia gama de
microorganismos patdgenos, como bacterias y hongos, que son transcendentales en la industria
alimentaria (Saucedo et al., 2018). Estudios bacteriol6gicos demostraron la actividad antimicrobiana de
los extractos de semillas de moringa, los cuales floculan bacterias Gram positivas y Gram negativas del
mismo modo que lo hacen con los coloides del agua. Su accion bacteriostatica consiste en la disrupcién
de la membrana celular por inhibicion de enzimas esenciales (Suarez et al., 2003).

Por otra parte, el conocimiento de cultivos lacticos se origind en el siglo XV, cuando agricultores de
Africa, Asia, y Europa observaron el comportamiento de la leche cruda en meses célidos (Bedolla et al.,
2004). Las bacterias acido lacticas (BAL) pertenecen al phylum firmicutes que distingue alrededor de 20
géneros, los principales son: Lactococus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenooccus, Vagococcus y Weisellas. Las
BAL comprende un diverso grupo de organismos Gram-positivos, formadores de no esporas, no motilidad
y forma de coco y carencias de catalasa (Savadogo et al., 2006), son coco bacilos de longitud variable y
grosor de 0.5 - 0.8 um. Segun la fermentacion de la lactosa las BAL se clasifican en homofermentativas
(producen acido lactico) y heterofermentativas (producen acido lactico y otras sustancias) y, segun la
temperatura de crecimiento se clasifican en mesofilos y termdéfilos (Bertrand et al., 2003), donde la
temperatura ideal de incubacidn es de 20-25°C y 40-45°C respectivamente (Blanco et al., 2006).

Las BAL se caracterizan por la produccion de sustancias antimicrobianas (&cidos lactico y acético,
metabolitos), (Murray et al., 2009) y de numerosas bacteriocinas, en las cuales se fundamenta su potente
accion probidtica, antimicrobiana y bioconservadora (Daeschel et al., 1993). Por tales propiedades,
cumplen un importante papel en los procesos de bioconservacion de la industria alimentaria (Vinderola et
al., 2006), la FAO ha adoptado la definicion de probioticos como microrganismos vivos los cuales cuando
son administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio saludable en el huésped (Grajek et al.,
2005), en los Gltimos afios estas se han aplicado como probidticos debido a su capacidad de controlar la
microbiota intestinal y a su accion para evitar la colonizacion y el crecimiento de bacterias patogenas en
el tracto gastrointestinal (Ray et al., 1994).

La principal funcién de las BAL es la formacion de acidos organicos, esencialmente acido lactico (Bouzar
etal., 1997). En la tecnologia de productos alimentarios cumplen funciones de: formacion de sabor acido,
inhibicién de organismos patégenos, gelificacion de la leche, reduccion del contenido de lactosa,



produccion de gas requerida para la formacién de “o0jos” en los quesos y son muy utilizadas como
probioticos (Parra, 2010).

Las BAL producen varios componentes antimicrobianos los cuales inhiben el crecimiento de organismos
esporédicos relevantes. Actualmente, la produccion de bacteriocinas producidas por bacterias del genero
Lactobacillus ha resultado exitosa en alimentos como la carne, para el control de ciertos microorganismos
patdgenos, como Salmonella spp. y E. coli (Ray et al., 1994) al igual que esta demostrado que, las
levaduras fermentadas por Lactobacillus plantarum, inhibe el crecimiento de Fusarium (Parra, 2010).

El tratamiento que se realiza con los antibioticos, no siempre es eficaz y en numerosas ocasiones origina
resistencia, por ende, es de suma importancia encontrar técnicas naturales para controlar y atenuar las
infecciones y/o enfermedades causadas por este patdgeno. Estableciendo éstas necesidades, la
investigacion se fundamentara en evaluar el efecto antimicrobiano de extractos de hojas de M. oleifera 'y
BAL frente al patogeno Shigella sonnei ATCC 25931.

2. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de extractos de M. oleifera y BAL como alternativas para contrarrestar Shigella sonnei
ATTC 25931.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Examinar la actividad antimicrobiana de los extractos de la hoja deshidratada de Moringa oleifera
(hexano, cloroformo y metanol) para contrarrestar a Shigella sonnei ATCC 25931.

Analizar el efecto en presencia y ausencia de células de BAL con pH &cido y neutro aisladas de diversos
origenes (mamifero humano, proceso de fermentacion de café, quesillo) frente a Shigella sonnei ATCC
25931.

Conocer el impacto que tiene el polvo de moringa en la carne de cerdo mediante un analisis sensorial.
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Extractos de hojas secas de M. oleifera
Los extractos de hojas secas de M. oleifera (hexano, cloroformo y metanol) que se utilizaron provienen

del proyecto de investigacion (Figura 1): Promocion del consumo de Moringa oleifera como
complemento nutricional, atendiendo las propiedades antimicrobianas (Caviedes, 2019).
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Figura 1. Extractos vegetales de hojas secas de M. oleifera.

3.2 Cepas
3.2.1 Cepa bacteriana Shigella Sonnei ATTC 25931

Se activo el patdgeno de la cepa de referencia Shigella sonnei ATCC 25931 (KWIK STIK, Francia,
Europa), extrayendo el liquido hidratante de esta cepa para inocularlo con un asa de platino en medio
de agar triptona de soya (Tryptone Soya Agar, Oxoid, Reino Unido) mediante el método triple estria,
para asi obtener un cultivo puro; la placa se incub6 (Heratherm IMHG60-S, Thermo Scientific,
Alemania) a 37°C durante 24 h (Figura 2).

Figura 2. Activacion del patogeno de referencia Shigella sonnei ATCC 25931.

Orden de crecimiento del patdégeno

Se realiz6 resiembra en el medio de agar TSA y agar método estandar - P.C.A (Plate Count Agar,
Conda, Espafa) para el ensayo de actividad antimicrobiana de los extractos de las hojas secas de M.
oleifera y BAL respectivamente, se incubaron a temperatura de 37°C durante 24h, posteriormente
una porcion del crecimiento en placa se depositd en 9 ml de agua de peptona (Merck KGaA,
Alemania) homogenizando en Vortex (Benchmark Scientific BV1000, Taiwén) hasta escala
McFarland 0.5%, realizando diluciones seriadas con volimenes de 1000 pl entre tubos hasta la
dilucion (-9) y sembrandose en superficie con asa de platino un volumen de 100 pl. Las placas fueron
incubadas a 37°C por 24h. En todos los casos la resiembra se hizo por duplicado. Fue identificada
fenotipicamente mediante tincién Gram.



Recuento unidades de crecimiento microbiano

El conteo del orden de crecimiento del patégeno (colonias) se determind con la siguiente ecuacion
(D).
. -1 _
UFC-mi™ = (22 (1)
Donde,

NC: namero de colonias de crecimiento en placa, V: volumen de siembra (0.1 ml) y ND: dilucion de
conteo de colonias.

3.2.2 Cepas BAL

Se activaron las cepas BAL (L, D, JC, 12) conservadas a -20°C de la coleccion del laboratorio de
Microbiologia de alimentos (Agroindustria, Universidad Surcolombiana) de investigaciones
antecedentes. Las BAL L y D provienen del proyecto de investigacién: Caracterizacion de las bacterias
acido lacticas (BAL), hongos y levaduras que inciden durante el proceso de fermentacion de café
arabica (coffea arabica) y su influencia en el andlisis sensorial y calidad de la taza (Ladino, 2017); la
BAL 12 procede de la investigacion: Evolucion de atributos de calidad en quesillo huilense en
almacenamiento refrigerado (Cortés, 2015) y la BAL JC es proveniente de leche materna (Figura 3).
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Figura 3. BAL (JC, D, L, 12) conservadas en crioviales a -20°C.

Para la activacion, se tomd una porcidn de ellas realizando siembra en superficie en medio de agar
Man, Rogosa, Sharpe (MRS, Conda, Espaiia) incubadas (Heratherm IMHG60-S, Thermo Scientific,
Alemania) a 37°C durante 24 h, posteriormente se deposité una porcién de ellas con un asa de platino
en agar MRS mediante el método triple estria, para asi obtener un cultivo puro. Finalmente se realizd
resiembra en superficie en agar MRS, incubandose a 37° C por 24 horas. Fueron identificadas
fenotipicamente mediante tincion Gram.

3.2.2.1 identificacion biogquimica BAL JC

Para el estudio de la cepa JC se hizo con el sistema APl 50 CHL (BioMérieux). El cultivo en placa
de 24 horas en agar MRS se inoculo en medio 50CH (purpura) hasta escala McFarland 2%. Se
llenaron los pocillos de la galeria recubriendo la cupula con aceite de parafina (BioMérieux) para
establecer condiciones de anaerobiosis incubadas a 37°C por 48 horas. Durante la incubacion, el
catabolismo de los glucidos produce acidos organicos que hacen virar el indicador del pH,
observandose un cambio de color (amarillo, verde, negro). Los resultados obtenidos constituyen el



perfil bioquimico (49 carbohidratos) y permiten la identificacion del microorganismo con la ayuda de
un programa informatico de identificacion: paquete estadistico apiweb ™

3.3 Ensayos actividad antimicrobiana

3.3.1 Evaluacion de los extractos de hojas secas de M. oleifera

Se evalué mediante la técnica de difusion de pocillos. Los extractos vegetales Hexano, Cloroformo y
Metanol, preparados en 3 diferentes concentraciones: Hexano (10, 20 y 30 pg-uml™?), Cloroformo y
Metanol (10, 30 y 50 pg-pml™), se disolvieron en dimetilsulfoxido (DMSO-Panreac, Alemania) al
30%. El antibidtico Ceftriaxona (Nirlife-Aculife, India) se utilizd6 como control positivo y el
Dimetilsulfoxido al 30% (DMSO-Panreac, Alemania) como control negativo.

Mediante un sacabocados estéril (Kheir et al., 2014) se disefiaron 5 pocillos de 7 mm de didmetro en
el medio de agar TSA donde estaba inoculado en superficie el cultivo de Shigella sonnei ATCC 25931
de resiembra ajustado a escala McFarland 0.5%. En todos los casos se adiciond volimenes de 50 ul a
cada pozo.

Las placas se dispusieron en refrigeracion (Indufrial, Colombia) a 4°C durante una hora (pre-difusion)
y seguidamente se incubaron a 37°C durante 17h. La zona de inhibicion por los extractos se midio con
una regla en milimetros (Kheir et al., 2014). En todos los casos se realizaron duplicados (Figura 4).
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M Farland [ sow
escala 0,.5%

Hexano  Cloroformo  Metanol Control [+) Control (-]
Ceftriawona  DMSO al 30%

Solubilizado en DMS30 al 30%

Figura 4. Esquema del ensayo de actividad antimicrobiana de los extractos de M. oleifera frente a
Shigella sonnei ATTC 25931.

3.3.2 Evaluacion de Bacterias acido lacticas (BAL)



Se evaluo el efecto de las BAL en presencia y ausencia de celulas con pH acido y neutro frente al
patdgeno Shigella sonnei ATTC 25931.

3.3.2.1 Método de discos

Para evaluar la inhibicion de los patdgenos en presencia de células de las BAL con pH &cido, se utiliz6
la técnica de difusion de discos. De cada cepa (JC, L, D, 12) se cort6 un disco de 7 mm de didmetro
usando un sacabocados estéril (Kheir et al., 2014) de un cultivo en masa de 24 horas en agar MRS.
Los discos se depositaron en el medio de agar PC donde estaba inoculado en superficie el cultivo de
Shigella sonnei ATCC 25931 ajustado a escala McFarland 0.5%. Ademas, se realiz6 un pocillo para
el control positivo, al cual se le adiciond 50ul del antibidtico Ceftriaxona (Nirlife-Aculife, India). Las
placas se incubaron a 37°C durante 15 h. La franja de inhibicidn por las BAL evaluadas se midié con
una regla en milimetros (Kheir et al., 2014). En todos los casos se realizo por duplicado (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del ensayo de actividad antimicrobiana en presencia de células BAL (pH
acido) contra Shigella sonnei ATTC 25931.

3.3.2.2 Método de pocillos

Se consideré mediante la técnica de difusion de pocillos, para evaluar la inhibicion de los patogenos
en ausencia de las células de las BAL con pH &cido (4-5) y neutro (7).

Inicialmente se realizé un filtrado de células de las BAL, donde en cada caso se depositaron una
porcion de ellas (provenientes de un cultivo en masa de 24 horas en agar MRS), en tubos que



contenian caldo de Man, Rogosa, Sharpe (MRS Broth, Oxoid, Inglaterra) llevandolas a escala
McFarland 2%, incubados a 37°C (Figura 6), pasadas las 24h se adiciond el liquido en Eppendorf
(Nest, china) de 1,5 y 15 ml para pH acido y neutro respectivamente, para llevarlos a la centrifuga
(Heraus- pico 17, Thermo Scientific, Alemania) y centrifuga (Hettich-EBA 200, Alemania) a 6000
rpm durante 10 minutos respectivamente. Finalmente con ayuda de filtros de jeringa de membrana de
acetato de celulosa (CA) de 0,2 pm (Sartorius stedim-Minisart, Alemania) se separ6 el sobrenadante,
para obtener la sustancia libre de células (Figura 7).

Figura 7. A) Centrifuga B) micro centrifuga C) filtros Sartorius stedim D) liquido sobrenadante de
las BAL en eppendorf.

En la prueba en ausencia de células de BAL con pH neutro, el pH se verificd con cinta medidora y se
ajusto con hidroxido de sodio (NaOH, Emsure, Alemania) al 1% normal.

Se seccionaron 5 pocillos de 7 mm de diametro usando un sacabocados estéril (Kheir et al., 2014) en
agar PC donde estaba inoculado en superficie el cultivo de Shigella sonnei ATCC 25931 ajustado a
escala McFarland 0.5%, se adicionaron en los pocillos 50 pl de cada sobrenadante y, como control
positivo, el antibidtico Ceftriaxona (Nirlife-Aculife, India). Las placas se dispusieron en incubacion



a 37°C durante 15h. La franja de inhibicidn por las bacterias acido lacticas aisladas se midié con una
regla en milimetros (Kheir et al., 2014). En todos los casos se realiz6 por duplicado (Figura 8).
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BAL
£000 rpm (10 min)
Filtro CA 0, 2pm
L Ic L D 12 Control [+)
Calda MR5 Ceftriaxona
Filtrado libre de células BAL

Figura 8. Esquema del ensayo de actividad antimicrobiana en ausencia de células BAL (pH &cido y
neutro) contra Shigella sonnei ATTC 25931.

3.3.2.3 Antibiogramas

Se evaluaron las BAL (JC, L, D, 12) mediante la técnica de difusion de pocillos con los antibioticos
Penicilina G. Benzatinica (Vitalis 1°200.000 U.IL), Ceftriaxona (Nirlife-Aculife, India) vy
Ciprofloxacino (Bioquimico Pharma S.A, Colombia) en medio de agar MRS, donde se cortaron 3
pocillos de 7 mm de diametro usando un sacabocados estéril (Kheir et al., 2014), en cada pocillo se
adicion6 50 pl del respectivo antibidtico. Finalmente se incubaron a 37°C durante 17 h. La zona de
inhibicion generada por los antibiéticos se midi6 con una regla en milimetros (Kheir et al., 2014). En
todos los casos se hizo por duplicado.

Calculo de la zona (%) de inhibicion

Para demostrar la capacidad inhibitoria de los extractos de M. oleifera, las BAL vy la susceptibilidad de
estas Ultimas frente a los antibioticos, se determino mediante la siguiente ecuacion (2), (Barragan, 2012).

ﬂHext - ¢Hb

%IH =
’ <¢Hcp - ﬂHb

>* 100 (2)

Donde,
@Hext: halo del extracto, @Hb: halo del blanco (7 mm) y @Hcp: halo del control positivo



3.4 Efecto del polvo de moringa en carne de cerdo

3.4.1 Cosecha de hojas de M. oleifera

Las hojas frescas de M. oleifera se obtuvieron de ramificaciones secundarias, adquiridas de la Granja
Experimental de la Universidad Surcolombiana (Figura 9).

Figura 9. Hojas frescas de M. oleifera

3.4.2 Secado y almacenamiento de hojas M. oleifera

Las hojas se situaron en bandejas de aluminio para secarlas en estufa (Memmert, Alemania) a 40°C, se
recomienda la deshidratacién entre 40 y 50 °C para mantener la coloracion verde (Garcia, 2014; Lopez,
2016); durante 24 horas, una vez seco el material se molio y tamizo en malla No. 35 (500 pm),
posteriormente fueron almacenadas en bolsas de polietileno con sello hermético para el analisis

sensorial (Zaffer et al., 2014), (Figura 10).

Figura 10. A) Bandejas de aluminio con hojas frescas B) Almacenamiento hojas secas C) licuado de hojas D)
Almacenamiento del polvo de hoias previamente tamizado.

3.4.3 Andlisis sensorial

Se realiz6 una prueba heddnica sensorial con una poblacion de 30 personas, en busca de la aceptacion
del polvo de moringa adicionado en carne de cerdo. El estudio constaba de 3 tratamientos (Figura 11),

presentados a continuacion:



T1—10 gr de cerdo
T — 10 gr de cerdo + 0.25 gr polvo de la hoja seca de M. oleifera
T3 — 10 gr de cerdo + 0.50 gr polvo de la hoja seca de M. oleifera

W [

Figura 11. A) Ty, carne de cerdo B) T, carne de cerdo con 0,25 gr de adicién de moringa
C) Ts, carne de cerdo con 0,50 gr de adicién de moringa.

La prueba se realizé en la sala de anélisis sensorial del Centro Surcolombiano de investigacion en café
— CESURCAFE (Agroindustria, Universidad Surcolombiana). A cada evaluador se le trasmitio las
siguientes recomendaciones: los atributos a evaluar (apariencia, olor, sabor, textura, amargo
(pronunciado-leve) e impresion general) y la escala, donde esta tiene una puntuacion de 1-10 en el cual,
10 es agradable y 1 desagradable (ANEXO 2), resaltando que en la evaluacion debian usar las gafas
con filtro rojo que se encontraban en los cubiculos, para mantener la parcialidad a la hora de calificar,
principalmente la apariencia. Posteriormente los evaluadores se ubicaron en los cubiculos para efectuar
el andlisis sensorial con duracion aproximada de 20 minutos (Figura 12). La prueba sensorial inicio a
las 9:00 am con una duracion total de dos horas y media. Los participes fueron hombres y mujeres
pertenecientes a la Universidad Surcolombiana. Los resultados se registraron para su respectivo
analisis.
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Figura 12. Contenido de los cubiculos

3.5 Analisis estadistico

El anélisis estadistico se establecio con el empleo del programa informatico StatGraphics (Centurion
XVI Version 16.1.03). Se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA multifactorial con un nivel del 95,0%
de confianza, para los resultados de actividad antimicrobiana de BAL en presencia y ausencia de células
obtenidos en laboratorio, determinando asi, como los factores implicados (BAL y Métodos de difusion:
discos y pocillos) afectan significativamente sobre el porcentaje de inhibicion, permitiendo una
comparacion entre ellos y finalmente, con los datos recolectados del analisis sensorial, se realizé un
analisis de ANOVA simple con un nivel del 95,0% de confianza, para cada atributo estimado,
identificando asi, los atributos sensoriales que se diferencian entre los tratamientos (1,2,3) de carne
cerdo.



4. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 Cepas

4.1.1 Cepa bacteriana Shigella Sonnei ATTC 25931

A partir de la suspension (escala McFarland 0,5%) se obtuvieron colonias aisladas de caracteristicas
circulares con bordes irregulares, concavos, opacos, traslucidas, blancuzcas, lechosas, lisas y con
diametros de 1 a 3 mm de espesor; se observan bacilos, identificando la bacteria de tipo Gram negativa
(Figura 13).

Los tratamientos de actividad antimicrobiana (Extractos de moringa, BAL en presencia y ausencia de
celulas) tienen concentraciones de 7,374 + 0.203, 7,202 £ 0.227 y 7,435 + 0.078 Logi0 UFC/ml de la cepa
bacteriana Shigella Sonnei ATTC 25931 (Tabla 1).

Tabla 1. Orden de crecimiento de la cepa bacteriana Shigella sonnei ATTC 25931

Tratamientos actividad antimicrobiana Log UFC-ml+t
Patdgeno Extractos de M. oleifera 7,374 £0.203
S. sonnei - - -
ATCC BAL en presencia y ausencia de células (pH 7202 +0.227
acido)
25931
BAL en ausencia de células (pH neutro) 7,435 +0.078
4.1.2 Cepas BAL

Las cepas nativas JC, L, D y 12 tienen las siguientes caracteristicas macroscopicas y microscopicas:

Cepa 12 (Figura 14), esta cepa tiene colonias de forma redondeada de color blanco en la periferia, en
el centro color lechoso, con diametro de 3 mm; se observaron bacilos, identificando la bacteria como
Gram positiva (Cortés, 2015).

Figura 14. Fotografia macroscopica y microscopica de la cepa 12.QYB20-1 (Cortés, 2015)



Cepa L (Figura 15), tiene colonias de color blanca opaca, con diametro de 8 mm de forma circular con
apariencia de anillos concéntricos; se observaron bacilos, identificando la bacteria como Gram positiva
(Ladino, 2017).

Figura 15. Fotografia macroscopica y microscopica de la cepa L.CBS24-3 (Ladino, 2017)

Cepa D (Figura 16), tiene colonias de color blanca lechosa, con didmetro 4 mm de forma circular
definida; se observaron bacilos cortos con extremos lisos — sin agrupacion, identificando la bacteria
como Gram positiva (Ladino, 2017).

Figura 16. Fotografia macroscopica y microscopica de la cepa D.CPAO-4 (Ladino, 2017).

Cepa JC (Figura 17), tiene colonias de caracteristicas circulares, concavas, amarillosas, lechosas, con
didmetros de 1 mm aproximadamente de espesor; se observa cocos, las bacterias son de tipo Gram
positiva.

Figura 17. Fotografia macroscopica y microscopica de la cepa JC (Leche materna).

Identificacidon bioquimica BAL JC

La bacteria acido lactica JC es catalasa positiva y fue identificada como Lactobacillus acidophilus 3,
cabe resaltar que esta prueba bioquimica es una estimacion de la identificacidn de esta cepa, puesto
que tiene més afinidad con las caracteristicas fenotipicas, no es del todo fiable. Es importante realizar
pruebas mas especificas tales como las de biologia molecular.

4.2 Ensayos actividad antimicrobiana

4.2.1 Evaluacion de los extractos de hojas secas de M. oleifera

La tabla 2 presenta los resultados de la actividad antimicrobiana de los extractos de hojas secas de M.
oleifera.



Tabla 2. Zonas de inhibicién de diferentes concentraciones de los extractos de M. oleifera

Extracto Hexano Cloroformo Metanol C. negativo  C. positivo
Concentracion pg-uml™ Volumen 50 pl
Patdégeno 10 20 30 10 30 50 10 30 50 Inhibicion (mm)

S. sonnei ATCC
25931

*R: resistencia

R R R R R R R R R R 50,42 + 0,138

La tabla 2 presenta los extractos vegetales y las concentraciones evaluadas, se evidencia resistencia de
la cepa de referencia Shigella sonnei a los extractos (Figura 18); confirmacion del efecto inhibitorio en
el control positivo (halos de inhibicion considerables frente al patdgeno) y resistencia en el control
negativo. Los resultados evidencian que los extractos de moringa obtenidos no tienen la capacidad de
inhibir a Shigella sonnei ATCC 25931, cuando la poblacion es 7,374 Log ufc-ml™. Adicionalmente,
puede atribuirse a las concentraciones minimas inhibitorias; Rahman et al (2009) presentaron efecto
inhibitorio de extracto de hoja fresca en etanol frente a S. Sonnei con concentraciones de 117.5 pg-puml-
! e informaron crecimiento microbiano con extracto de hoja seca a la misma concentracion, ademas de
sensibilidad de S. sonnei a la tetraciclina. Por lo tanto, es conveniente incrementar las concentraciones
de los extractos vegetales.

Por otra parte, en investigaciones con extractos de moringa frente a otros patdgenos se encontro: Kheir
et al (2014) publicaron potencial bactericida de extractos de semilla de Moringa en alcohol y agua,
seguido en menor medida del extracto de hojas y flores en alcohol. Respecto al extracto de hojas en
alcohol obtuvieron una concentracion minima inhibitoria de 62.5 pg-puml?, evidenciando halos de
inhibicion de 7 mm con concentraciones de 125 pg-uml? frente a S. aureus ATCC 25923; Gomashe
et al (2014) informaron resistencia microbiana de S. aureus frente a extractos de cloroformo, etanol y
metanol de hojas de Moringa con concentracion de 30 pg-puml? y sensibilidad a la Gentamicina a la
misma concentracién de los tratamientos y Yentude et al., en 2015, publicaron que el extracto de etanol
de M. oleifera exhibi6 una actividad de amplio espectro y mostré un mayor potencial en su capacidad
para inhibir todos los aislamientos de despojos de carne de res, que el extracto acuoso de M. oleifera.
Esto puede ser el resultado de los fitoquimicos inherentes (alcaloides, saponinas, fenoles, taninos,
flavonoides, esteroides, filobataninos, etc.) segun lo informado por Bukar et al., 2010 es el hecho de
que estos fitoquimicos se disuelven facilmente en etanol en comparacién con el agua.

Figura 18. Ensayo de inhibicion con extractos de M. oleifera contra Shigella sonnei ATTC 25931.



4.2.2 Evaluacion de Bacterias &cido lacticas (BAL)
4.2.2.1 Método de discos

La tabla 3 presenta los resultados obtenidos en la evaluacion de las BAL en presencia de células:

Tabla 3. Zona de inhibicién de las BAL con el método de difusion de discos.

BAL JC L D 12 C. positivo
S. sonnei ATTC 25931
Inhibicion Volumen 50 u]
(mm) 16,00 £0.283 28,50 +0,707 29,25+0,106 24,75+0,884 52,50 + 0,288
Zona (%) 19,78 47,25 48,90 39,011 100

Se evidencia formacion de halos inhibitorios en las BAL en todas las cepas nativas, sin embargo no
tiene una zona elevada de inhibicién frente al patégeno Shigella sonnei. Se confirma la accion del
control positivo con un halo de didmetro de 52,50 mm aproximadamente (Figura 19).

Figura 19. Ensayo de inhibicion en presencia de células BAL (pH acido) contra Shigella sonnei ATTC 25931.

4.2.2.2 Método de pocillos

La tabla 4 presenta los resultados adquiridos en la evaluacién de las BAL en ausencia de células (pH
acido).
Tabla 4. Zona de inhibicion de las BAL con el método de difusion de pocillos (pH acido).

BAL JC L D 12 C. positivo
S. sonnei ATTC 25931
Inhibicién Volumen 50 pl
(mm) R 16,50+0,173 2150+0,311 R 55,50+ 0,253
Zona (%) - 19,59 29,90 - 100

*R: resistencia

Los acidos organicos de las cepas L y D Inhibieron Shigella sonnei ATTC 25931, por otra parte los
metabolitos de las cepas JC y 12 no inhibieron al patdgeno Shigella sonnei, Se denota que cada BAL
produce metabolitos diferentes y se considera que la actividad antimicrobiana es dependiente de la



cepa y no es una caracteristica que se generalice al grupo de BAL. Se reafirma la accion del control
positivo con halos de diametro de 55,50 mm aproximadamente (Figura 20).

Figura 20. Ensayo de inhibicion en ausencia de células BAL (pH &cido) contra Shigella sonnei ATTC 25931.
La tabla 5 presenta los resultados de la evaluacion de las BAL en ausencia de células (pH neutro).

Tabla 5. Zona de inhibicion de las BAL con el método de difusion de pocillos (pH neutro).

BAL JC L D 12 C. positivo
S. sonnei ATTC 25931
Inhibicion Volumen 50 u]
(mm) R R R R 54,50 + 0,420
Zona (%) - - - - 100

*R: resistencia

En condiciones de pH 7 se estudia el efecto de las bacteriocinas frente a Shigella sonnei ATCC 25931
y los resultados muestran que las BAL evaluadas no poseen bacteriocinas que inhiban en crecimiento
del patégeno en estudio, se ratifica la accién del control positivo con halos de didmetro de 55,50 mm

aproximadamente (Figura 21).

Figura 21. Ensayo de inhibicion en ausencia de células BAL (pH neutro) contra Shigella sonnei ATTC 25931.

En las pruebas in vitro, el método de discos mostro una considerable inhibicion de BAL frente al
patdgeno, siendo D y L las cepas de mayor zona de inhibicion con 48,90% y 47,25% respectivamente;
en latécnica de pocillos con pH acido, los acidos organicos de las cepas D y L inhibieron el crecimiento



del patégeno con una zona de inhibicion de 29,90% y 19,59% respectivamente, y en la técnica de
pocillos con pH neutro, las bacteriocinas de las BAL estudiadas no inhibieron en el crecimiento de la
cepa bacteriana (Figura 22).
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Fiaura 22. Porcentaie de inhibicion BAL frente a S. sonnei

En latabla 6 se observa los valores-P obtenidos mediante ANOVA multifactorial para los factores BAL
y método, estos valores prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Los 3 valores-
P son menores que 0,05, es decir, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
%IH con un 95,0% de nivel de confianza. Se deduce que el efecto inhibitorio de las BAL frente a
Shigella Sonnei ATCC 25931 presenta diferencias significativas (p<0.05) entre BAL y métodos.

Tabla 6. Valor-P de los factores BAL y método
BAL METODO INTERACCIONES

Valor-P 0,0000 0,0001 0,0305

En la figura 23 se evidencia la grafica de medias del porcentaje de inhibicion en cada uno de los
metodos, difiriendo que el metodo con mayor porcentaje de inhicion frente al patogeno shigella sonnei,
es el metodo de discos, donde se encuentran las celulas de las BAL.

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 23. Medias del %IH de las BAL con los métodos de difusion
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Se observa el comportamiento de cada una de las BAL respecto al control positivo con los métodos de
difusion, asi mismo se contrasta que las BAL con un mayor grado de Inhibicion se presenta en el
método de difusion de discos; la cepa nativa D es la que tiene un mayor comportamiento tanto en el
método de discos (presencia) como en el método de pocillos (ausencia). Cabe resaltar que el efecto
antimicrobiano que tienen la cepas nativas de BAL frente al patdgeno Shigella sonnei ATCC 25931 es
dependiente de estas mismas, no se puede afirmar que todas las cepas nativas de quesillo, café y leche
materna tengan esta actividad antimicrobiana frente al patégeno Shigella sonnei ATCC 25931, Las
pruebas realizadas son cualitativas; sin embargo, pueden ser de utilidad en futuras investigaciones in
vivo (Figura 24).
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Figura 24. Gréfico de interacciones de las BAL con los diferentes métodos

Los resultados obtenidos de las BAL frente a Shigella sonnei ATCC 25931 en condiciones de pH 7, se
relacionan con los hallazgos encontrados por el autor Amorocho en 2011, donde no tuvieron ningun
efecto antagdnico los sobrenadantes de las BAL estudiadas a pH 7 frente a las cepas de Salmonella
spp. Estudiadas, estos resultados coinciden con otros estudios que concluyen la importancia de la
presencia de células para adherirse y colonizar las células epiteliales del antro del estmago. Sin
embargo, estudios frente a H. pylori mostraron que la mayor parte de las BAL evaluadas presentaron
actividad inhibitoria en presencia y ausencia de células; otros autores han profundizado en evaluar el
compuesto que esta actuando, tales como: Smaoui et al., 2010, donde establece que la cepa TN635
tiene un compuesto antimicrobiano de origen proteico, estable al calor, activo entre pH 3y 11, con una
masa molecular aproximada de 4 KDa y con efecto bactericida frente a Listeria ivanovii BUG 496.
Estos estudios han identificado que los compuestos por estas BAL son mas activos a pH acidos que en
condiciones neutras, donde se asume que se ha generado acido lactico, pero es importante tener una
identificacion molecular, la cual permita identificar si solo hay presencia de este acido o se presentan
otros acidos organicos, es transcendental para investigaciones posteriores cuantificar la concentracion
de estos compuestos.



Ademas, en el estudio de Caracterizacion y potencial probiotico de bacterias lacticas aisladas de leche
de oveja Guirra se encontrd que este producto contiene bacterias acido lacticas que muestran actividad
antimicrobiana contra los patdgenos de H. pylori, S. typhimurium y S. enteritidis (Amorocho, 2011),
del mismo modo, otros autores aseguran que encontraron cepas acido lacticas obtenidas de alimentos
que inhibieron el crecimiento de estos mismos patdgenos (Maragkoudakis et al., 2009; Thirabunyanon
et al., 2009). Conjuntamente en el estudio de actividad antimicrobiana de 131 cepas de bacterias de
acido lactico aisladas de ovejas lecheras Guirra en cepas de Salmonella usando pruebas de difusién en
agar (en presencia y ausencia de células BAL), se mostr6 que se requiere de alta concentracion de
sobrenadante para observar un efecto inhibitorio mediante el ensayo de difusion en agar, se sugiere asi
que, in vivo, este efecto antimicrobiano afectaria cerca a las bacterias patdgenas en la superficie
epitelial solo si se producen altas cantidades de sustancias antimicrobianas. Por lo tanto, la actividad
antibacteriana de estas cepas de bacterias del acido lactico parece ser consecuencia de la actividad de
diferentes factores con diferente potencia y espectro de accion (Amorocho et al., 2009)

Investigaciones in vitro relacionadas con BAL demostraron que: en 2018, Masalam et al., estudiaron
46 BAL provenientes de leche cruda y fermentada en arabia saudita, contra siete cepas indicadoras
bacterianas, los resultados indicaron actividad antibacteriana del sobrenadante libre de células (SFC)
de 25 (54.35%), 38 (82.61%), 33 (71.72%), 31 (67.39%), 11 (23.91%), 33 (71.72%) y 38 (82.61%)
cepas BAL contra E. faecalis, E. coli, Salmonella spp., Shigella sonnei, S. aureus, MRSA y Listeria
monocytogenes, respectivamente. Y, la bacteria patdgena Yersinia pseudotuberculosis fue sensible a
todas las concentraciones (50, 75, 100 y 150 ul) de Lactococcus lactis (Jurado et al., 2016), segln
Khemariya et al., (2014) el Lc. lactis es capaz de producir compuestos como acido, peréxido de
hidrégeno y nisina, los cuales se han identificado por contribuir en la actividad antimicrobiana de esta
bacteria.

4.2.2.3 Antibiogramas

La tabla 7 presenta los resultados de la prueba microbioldgica para determinar la susceptibilidad de
las BAL con 3 tipos de antibioticos.

Tabla 7. Resultados del antibiograma.

BAL JC L D 12
Antibioti Volumen 50 pl
Inhibicion (mm)
A 28,250 £ 0,106 36,500 + 0,353 55,000 + 0,212 46,000 * 0,848
B 34,250 £ 0,247 28,500 + 0,565 41,250+ 0,318 39,750 + 0,318
C 33,250 £ 0,035 26,000+ 0,212 32,750 + 0,247 39,000 £ 0,070

Nota. A: Penicilina G. Benzatinica (Vitalis 1°200.000 U.L.). B: Ceftriaxona (Nirlife-Aculife).
C: Ciprofloxacino (Benemid-Bioquimico pharma S.A).

La BAL que mayor sensibilidad mostro fue la D con el antibiético Penicilina G. Benzatinica y
Ceftriaxona respectivamente, asi mismo, la BAL L mostro menor inhibicion con los antibioticos
ceftriaxona y Ciprofloxacino respectivamente. De manera general las BAL (L, JC, D, 12) al ser
inhibidas in vitro por la concentracion de los antimicrobianos (A, B, C) fueron susceptibles (Figura
25), evidenciando que los antibioticos tienen efectos inhibitorios en ellas; las BAL son suplementos



dietarios microbianos, viables, seleccionado que cuando son introducidos en suficientes cantidades,
afectan benéficamente el organismo humano a través de sus efectos en el tracto intestinal (Khalil,
2007; Grajek et al., 2005) , la concentracion sugerida de BAL esta en el rango 105- 10’ UFC/g de
producto (Ruiz et al., 2008; Hummel et al., 2007), por tanto si se quiere combatir una infeccién
provocada por el patdgeno Shigella sonnei ATCC 25931, se deberia suministrar la BAL sola sin el
antibidtico para que sea efectiva, debido a que los antibidticos son moléculas
bactericidas/bacteriostaticas que controlan infecciones bacterianas, su uso incorrecto favorece
multirresistencia o falla terapéutica en el caso de cepas bacterianas naturalmente resistentes,
generando asi un riesgo para la salud (Rodriguez et al., 2016).
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Figura 25. Evaluacidn de los antibiogramas: BAL (pH acido) frente antibioticos (A, B, C).

4.3. Efecto del polvo de moringa en carne de cerdo

4.3.1 Cosecha, secado y almacenamiento de hojas M. oleifera

Se recolectaron hojas frescas de M. oleifera, esta labor se realiz6 sin maltratos a ramificaciones y hojas
del arbol, el secado se realizd en la estufa por convencién forzada, a una temperatura de 40°C para
evitar la pérdida de sus propiedades, las hojas adquirieron un aspecto verdoso opaco, estas alcanzaron
una humedad del 3,36% aproximadamente, almacenandose por 2 semanas en bolsas polietileno con
sello hermético (Ziploc). La elaboracion del polvo con el tamiz No. 35 fue el mas adecuado para las
caracteristicas fisicas requeridas en el analisis sensorial.

4.3.2 Andlisis sensorial

Se realiz6 la identificacion de aceptabilidad de cada uno de los aspectos estimados en la prueba
hedonica sensorial del polvo de M. oleifera adicionado en carne de cerdo, manifestando en la tabla 8
los resultados obtenidos:

TABLA 8. Razon-F y nivel de significancia obtenido en ANOVA
simple con un nivel del 95,0% de confianza, para los atributos
evaluados en los tratamientos 1, 2 y 3.

ATRIBUTOS Razon-F Valor-P




Apariencia 19,69 0,0000

Sabor 1,49 0,2308

Olor 0,88 0,4166
Textura 1,84 0,1643
Amargo 5,02 0,0086
Impresion general 3,31 0,0413

En la tabla 8, el andlisis estadistico manifiesta que los atributos de olor, sabor y textura no adquirieron
diferencias estadisticamente significativas, teniendo en cuenta que el valor-P es mayor de 0,05, sin
embargo, los atributos de apariencia, amargo e impresion general si obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) con valor- P menor de 0,05.

Las gréaficas de las medias de cada uno de los atributos del analisis sensorial se muestran a continuacion,
con el fin de describir detalladamente cada atributo evaluado.

4.3.2.1 Apariencia

En la figura 26 se observa las medias de los puntajes derivados del atributo apariencia en cada uno de
los tratamientos, existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre la media de
Apariencia entre un nivel de Tratamiento y otro, con valor-P igual a 0,0000. La diferencia entre ellos
se manifiesta notablemente entre el primer y los dos Gltimos tratamientos, con puntacién mayor en Ty
y menor entre T y Ta. El atributo apariencia es el menos aceptado en la prueba sensorial.
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Figura 26. Medias del atributo: Apariencia

4.3.2.2 Sabor

En la figura 27 se observa las medias de los puntajes derivados del atributo Sabor en cada uno de los
tratamientos, todos los tratamientos tienen un traslape indicador, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de Sabor entre un nivel de Tratamiento y otro, con valor-
P igual a 0,2308. Donde el T (testigo) no presento diferencias significativas respecto a los 2



tratamientos consecutivos, enfatizando que el T3 tuvo una buena calificacion. Concluyendo asi, que
al deleitar las muestras con la adicion del polvo de M. oleifera en la carne de cerdo es aceptada con
las cantidades suministradas.
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Fiaura 27. Medias del atributo: Sabor

4.3.2.3 Olor

En la figura 28 se observa las medias de los puntajes derivados del atributo Olor en cada uno de los
tratamientos, los tratamientos tienen un traslape significativo, donde el atributo del olor no presento
diferencias significativas entre un tratamiento y el otro, es similar al atributo del Sabor, sin embargo la
puntacion del traslape entre los T2 y Tz son muy afines. Se infiere que el polvo de M. oleifera no afecta
considerablemente el olor del producto.
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Figura 28. Medias del atributo: Olor
4.3.2.4 Textura

En la figura 29 se observa las medias de los puntajes derivados del atributo Textura en cada uno de
los tratamientos, entre tratamientos se evidencia traslape, los T> y T3 se asemejan considerablemente,



cabe resaltar que respecto al T1 no es muy notaria su interseccion, sin embargo no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de Textura entre un nivel de Tratamiento y otro. Es de
resaltar que en comparacion con el tratamiento testigo (T1), el T2 tuvo mejor puntuacion que el Ta.
Relacionando asi, que la textura no afecta de manera pronunciada el producto.
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Figura 29. Medias del atributo: Textura
4.3.2.5 Amargo

En la figura 30 se observa las medias de los puntajes derivados del atributo Amargo en cada uno de
los tratamientos, los T> y Tz traslapan considerablemente, pero el Ti presenta una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05) frente a los otros tratamientos. Este atributo es importante en
el anlisis sensorial puesto que es caracteristico de la planta M. oleifera. Es transcendental mencionar
que este atributo tuvo una puntuacion muy baja respecto a los otros, y ademas, que siendo T el
tratamiento testigo (cerdo sin adicion de moringa) fue el més bajo, siendo menos aceptada, se puede
deducir que el polvo de M. oleifera aparte de aplicarse como una adicion, conllevo a darle un sabor
agradable a la carne de cerdo.
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Figura 30. Medias del atributo: Amargo

4.3.2.6 Impresion General

Para finalizar, en la figura 31 se observa las medias de los puntajes derivados del atributo Impresion
General en cada uno de los tratamientos, se evidencia que entre tratamientos hay diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Existe un ligero traslape entre T2 y Tz obteniendo puntajes
mas proximos entre ellas pero mas bajos que el T1. Sin embargo este atributo contiene puntajes mas
altos que el atributo de apariencia y amargo (Figura 26 y 30).
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Figura 31. Medias del atributo: Impresion General

En términos generales, tanto el tratamiento 2 y 3 en comparacién al tratamiento testigo (T1) presentaron
una buena aceptacion en la mayoria de los atributos evaluados siendo el T, la muestra con mayor
afinidad. Se concluye que la aceptacion del producto esta inversamente relacionada con la cantidad de
adicion de polvo M. oleifera, es decir a menor cantidad de polvo M. oleifera mayor aceptacion.



Es importante realizar estudios no solo sensoriales sino microbioldgicos en la carne porcina con las
alternativas naturales expuestas (M. oleifera y BAL), puesto que se conoce que la carne bovina y
derivados carnicos constituyen un sustrato excelente para el aislamiento de Lactobacillus spp.
productores de bacteriocinas (Schillinger, et al., 1989). La carne porcina, en tanto, no ha sido matriz de
estudio para el aislamiento de Lactobacillus hasta el momento. Por otra parte, la carne de cerdo y sus
subproductos representan una excelente matriz para el desarrollo de patdgenos, un estudio reciente ha
detectado Salmonella spp. y S. aureus en muestras obtenidas en distintas etapas de la cadena productiva
porcina (Colello et al., 2016). Por lo tanto, estos patdgenos pueden ser el origen de diversas
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), de alli la importancia de investigar una alternativa por
un medio bioldgico, a través de la aplicacion de cepas BAL que puedan controlarlos o disminuirlos en
toda la cadena de produccion porcina, esto representaria una alternativa beneficiosa tanto para la
produccidn de carne y productos porcinos como para la salud publica (Ruiz et al., 2017).

5. CONCLUSIONES

Los extractos de M. oleifera en concentraciones de hexano (10, 20 y 30 pg-uml™), cloroformo y metanol
(10, 30 y 50 pg-umi™) y, los compuestos proteicos antibacterianos (Bacteriocinas) de las BAL aisladas de
quesillo huilense, de proceso de fermentacidn de café y de leche materna no inhibieron el crecimiento de
Shigella Sonnei ATCC 25931, sin embargo, las BAL mediante la presencia de las células, sus
componentes, exclusion competitiva de nutrientes o presencia de acido lactico si lograron inhibir el
crecimiento del patdgeno. La actividad antimicrobiana es dependiente de la cepa lactica y de la cepa
patogena, no se puede atribuir a un género o especie en general. Por tanto, las cepas BAL evaluadas pueden
emplearse en la produccion de alimentos saludables y seguros. Ademas, se evidencio que el uso de las
hojas de M. oleifera deshidratada en cantidad de 0,25 gr en carne como la de cerdo tuvo buena aceptacion.
Conjuntamente se demostré una amplia efectividad del antibi6tico frente Shigella Sonnei ATCC 25931.

Recomendaciones

» Se recomienda para futuras pruebas conocer la dosis de siembra de las BAL.

> El estado de los extractos dificulta el cumplimiento del desarrollo de la metodologia propuesta, no
permite una homogenizacion completa, es importante tener extractos acuosos.

> Realizar estudios de actividad antimicrobiana en carne de cerdo con las alternativas naturales
expuestas (M. oleifera 'y BAL).
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ANEXO 2. FORMATO ANALISIS SENSORIAL
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