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RESUMEN EJECUTIVO

El consumo excesivo de alimentos procesados con altos niveles de aditivos quimicos ha generado
preocupacion debido a los posibles efectos adversos tanto a corto como a largo plazo en la salud
humana. En este contexto, los hongos se han planteado como una alternativa prometedora para la
produccion de aditivos alimentarios naturales, debido a sus propiedades funcionales y beneficiosas, asi
como a su capacidad para sustituir los aditivos sintéticos. Con este proposito, se desarrolldé un extracto
metanolico del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd) mediante el método de maceracion,
logrando la extraccion de metabolitos secundarios junto con el disolvente metanol. Las propiedades
antimicrobianas del extracto se evaluaron a través de las pruebas de Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) frente a Escherichia coli ATCC 11775 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, empleando resazurina como indicador, lo que permitié observar
cambios de coloracion. Para su aplicacion alimentaria, se desarrolld un queso fresco incorporando el
extracto del hongo, determinando su tiempo de vida util mediante el recuento de unidades formadoras
de colonias (UFC) por gramo de Enterobacterias durante 5 dias. Ademas, se utilizo la ecuacion de
Arrhenius para predecir su estabilidad, comparandola con un método tradicional de conservacion como
la salmuera. El extracto de 7. versicolor presentd propiedades antimicrobianas, evidenciadas por la
inhibicion del crecimiento de las cepas estudiadas de E. coli y S. aureus, confirmado mediante los
ensayos de CMI y CMB. Asimismo, el extracto demostrd efectos conservantes en queso fresco
comparables a los obtenidos con salmuera, seglin los resultados obtenidos a través de la prediccion del

tiempo de vida 1util basada en la ecuacion de Arrhenius.

Palabras clave: Trametes versicolor (L.) Lloyd, propiedades antimicrobianas, conservantes naturales,

queso fresco, seguridad alimentaria, vida 1til.
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ABSTRACT

The excessive consumption of processed foods with high levels of chemical additives has generated
concern owing to the potential adverse effects on human health in both the short and long term. In this
context, fungi have been proposed as promising alternatives for the production of natural food additives
because of their functional and beneficial properties, as well as their ability to replace synthetic
additives. For this purpose, a methanolic extract of the turkey tail fungus (Trametes versicolor (L.)
Lloyd) was developed using the maceration method, which achieved the extraction of secondary
metabolites together with the solvent methanol. The antimicrobial properties of the extract were
evaluated using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) against Escherichia coli ATCC 11775 and Staphylococcus aureus ATCC 25923,
using resazurin as an indicator, which allowed the observation of coloration changes. For food
application, a fresh cheese was developed incorporating the fungus extract, and its shelf life was
determined by counting colony forming units (CFU) per gram of Enterobacteriaceae for 5 days. In
addition, the Arrhenius equation was used to predict its stability by comparing it with a traditional
preservation method such as brine. The T. versicolor extract exhibited antimicrobial properties, as
evidenced by the inhibition of the growth of the studied strains of E. coli and S. aureus, as confirmed
by MIC and BMC assays. Likewise, the extract showed preservative effects in fresh cheese that were
comparable to those obtained with brine, according to the results obtained through the prediction of

shelf life based on the Arrhenius equation.

Key words: Trametes versicolor (L.) Lloyd, antimicrobial properties, natural preservatives, fresh

cheese, food safety, shelf life.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

En la actualidad, existe un elevado consumo de alimentos procesados con un gran contenido de aditivos
alimentarios, que al ser consumidos en exceso pueden llegar a presentar efectos adversos en la salud de
las personas, como alergias o agravar problemas respiratorios como el asma (Quintana et al., 2023).
Dentro de la categoria de los aditivos se encuentran los conservantes, clasificados en artificiales y
naturales, que tienen como finalidad la conservacion de la calidad de un alimento y el alargamiento de
su vida util. Aunque los aditivos sintéticos estén catalogados como seguros, gran parte de estos no han
sido probados correctamente. Asimismo, se han realizado hallazgos sobre niveles de toxicidad y

carcinogenicidad asociadas a algunos de estos (Ayala, 2024).

En este contexto, los hongos se plantean como una alternativa para la produccion de aditivos
alimentarios naturales, mas alla de su uso en procesos conocidos de elaboracion de alimentos como
vinos, y quesos madurados; o su amplia utilizacion en la industria médica. A su vez, estos organismos
se destacan por tener una elevada y sencilla produccion de metabolitos secundarios que tienen un gran
potencial para ser empleados como aditivos alimentarios; y al ser naturales, son seguros para el

consumidor (Cao, 2023).

El hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd) por su parte, ha ido tomando mayor relevancia
en la industria alimentaria debido sus potenciales aplicaciones como: la produccion de saborizantes
naturales en base a los compuestos producidos por sus enzimas intracelulares y extracelulares, la
preparacion de suplementos dietéticos con los polisacaridos unidos a las proteinas del hongo o el
desarrollo de cerveza sin alcohol. Asimismo, al ser un hongo, esta constituido por diversos compuestos
bioactivos, los cuales tienen una elevada actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas; y en una gran cantidad de estudios realizados acerca de la actividad antimicrobiana
del hongo cola de pavo, dieron resultados efectivos en contra de microorganismos patégenos (Bains et

al., 2021). Ja .altarin revision final nombre{

Por tanto, resulta de gran importancia destacar la potencial aplicacion de los hongos a nivel industrial,

con mencion al area alimentaria y destacando su uso en productos frescos que sean susceptibles a la



contaminacion microbiana como el queso fresco. Sin embargo, es necesario un mayor estudio para
poder entender el mecanismo involucrado en la actividad antimicrobiana de los extractos de hongos,
para poder llegar a obtener agentes antimicrobianos que puedan ser empleados como conservantes.

(Mustafin et al., 2022).

En base a la informaciéon previamente expuesta, el presente estudio busca aportar al campo de la
conservacion alimentaria por medio del analisis de las propiedades del hongo cola de pavo y como
podrian ser aprovechadas para garantizar alimentos seguros y de calidad, sin comprometer la salud de
los consumidores, al tiempo que proporciona una alternativa al uso de conservantes sintéticos en la

industria alimentaria.

1.11. Trametes versicolor (L.) Lloyd

1.1.1.1. Descripcion

Trametes versicolor (L,) Lloyd, més conocido cominmente con el nombre de cola de pavo, pertenece
auna especie de hongo lignicola de pudricion blanca. Crece en diversos arboles en época de otofio como
robles, abetos y pinos, en donde sus basidios aparecen generalmente en su tronco por alrededor de un
afio. Esta especie de hongo esta catalogada como no comestible. Pese a ello, es considerado como uno
de los hongos mas reconocidos a nivel global, debido a sus propiedades medicinales y en estudios

recientes in vivo, han demostrado que a su vez posee actividad antimicrobiana (JanjuSevi¢ et al., 2017).

Este hongo se caracteriza por presentar un sombrero con zonas concéntricas de colores variables,
como beige, naranja, rojo, marrén, verde y azul, dependiendo de su estado de desarrollo. Su tamafio
promedio es de 8 cm de didametro, con un grosor delgado de 1-4 mm. La superficie porosa presenta de
3 a 6 poros circulares por milimetro, dificiles de distinguir a simple vista, y tubos de hasta 3 mm de
profundidad. La carne y las esporas son blancas. Puede confundirse con especies como Stereum ostrea
(sin poros), T. hirsuta (sombrero mas grueso y piloso, zonas menos definidas) y T. pubescens (poros

mas grandes y sombrero mas grueso y uniforme) (Camp & Bal, 2022).



Figura 1.
Trametes versicolor (L.) Lloyd

Fuente: (Camp & Bal, 2022).

1.1.1.2. Taxonomia

Tabla 1.

Taxonomia del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd).

Reino Fungi

Filo Basidiomycota

Clase Agaricomycetes

Orden Polyporales

Familia Polyporaceae

Género Trametes

Especie Trametes versicolor (L.) Lloyd
Nombre comun Cola de pavo

Fuente: (NBNatlas, 2020).

Nota: La tabla muestra la clasificacion taxonémica de la especie Trametes versicolor (L.) Lloyd.



1.1.1.3. Actividad antimicrobiana

Los extractos de Trametes versicolor han mostrado propiedades antimicrobianas notables frente a
microorganismos patoégenos como E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, Candida albicans, Klebsiella
pneumoniae, L. monocytogenes y Streptococcus pneumoniae, segun investigaciones realizadas en
animales. Se ha observado que los extractos obtenidos con metanol suelen ser los mas efectivos en
términos de inhibicion microbiana, mientras que las fracciones acuosas tienden a presentar una
actividad menor. Esta actividad biologica se atribuye a la complejidad quimica del extracto, que incluye
compuestos como el polisacarido krestina (PSK), complejos de polisacaridos con péptidos, terpenoides

y polifenoles, los cuales desempefian un papel clave en su eficacia (Chu et al., 2002).

1.1.1.4. Aplicaciones alimentarias

Las aplicaciones del hongo resultan innovadoras en la industria alimentaria debido a sus propiedades
antioxidantes y su capacidad para mejorar la salud intestinal. Los extractos de este hongo se utilizan
en la formulacién de alimentos funcionales y suplementos dietéticos, aprovechando sus polisacaridos,
como los B-glucanos, que pueden estimular el sistema inmunoldgico y mejorar la respuesta del cuerpo
a patogenos. Ademads, las enzimas ligninoliticas derivadas del hongo cola de pavo estan siendo
investigadas para su uso en la degradacion de residuos agricolas, permitiendo la produccion de

ingredientes alimentarios mas sostenibles y la reduccion del impacto ambiental (De Silva et al., 2012).

1.1.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB)

1.1.2.1. Definicion de la CMI

La concentracion inhibitoria minima (CMI) se define como la concentracién minima de un agente
microbiano que inhibe el crecimiento y multiplicacion de una cepa bacteriana en especifico, en un

entorno de prueba (Tenover et al., 2005).



1.1.2.2. Métodos de Determinacion de la CMI

Para poder determinar la concentracion a nivel de laboratorio resulta necesario incubar una cantidad
conocida de la cepa bacteriana de estudio, en condiciones de tiempo y temperatura acorde a esta, en
conjunto con diluciones seriadas del agente antimicrobiano, en donde los resultados se interpretan
como: sensible (crecimiento microbiano inhibido con dosis normal del antimicrobiano), intermedio (el
crecimiento microbiano se ha inhibido unicamente con la dosis maxima del antimicrobiano) y resistente
(el microorganismo presenta resistencia frente al antimicrobiano). Pudiendo emplearse metodologias
como medios de cultivo en caldo o agar, siendo la mas empleada la microdilucion en caldo (Idexx,

2023; Tenover et al., 2005).

1.1.2.3. Definicion de la CMB

La concentracion inhibitoria bactericida (CMB) viene definida como la concentracion minima de una
antimicrobiano que tiene la capacidad de eliminar una cepa bacteriana en especifico (Canton et al.,

2000).

1.1.2.4. Métodos de Determinacion de la CMB

El procedimiento para poder determinar la concentracion se fundamenta en colocar a la cepa bacteriana
y al agente antimicrobiano en un mismo caldo. Emplea métodos para obtener la CMI, como la dilucién
o microdilucion en caldo, modificandolo acorde al tipo de bacteria de estudio. En este caso se emplea
la macrodilucion en tubo o microdilucioén en placa, teniendo como objetivo la comprobacion de los
tubos o pocillos, en los cuales el agente microbiano haya eliminado los microorganismos y no solo su

inhibicion (Canton et al., 2000).

1.1.2.5. Aplicaciones en la industria alimentaria

La determinacion de la CIM y la CMB es de gran importancia en la industria alimentaria para el
desarrollo y evaluacion de conservantes naturales y antimicrobianos que puedan extender la vida 1til
de los productos alimenticios. Estos valores ayudan a identificar las concentraciones efectivas de

compuestos antimicrobianos derivados de plantas, hongos y otros microorganismos que pueden inhibir



el crecimiento de patdogenos alimentarios comunes como Escherichia coli y Listeria monocytogenes.
Esto resulta de gran relevancia para productos frescos y minimamente procesados, donde la demanda
de conservantes naturales ha aumentado debido a las preferencias de los consumidores por alimentos

sin aditivos quimicos (Burt, 2004; Gyawali & Ibrahim, 2014).

1.1.3. Conservantes

Los conservantes, tanto naturales como sintéticos, se incorporan a frutas, verduras, alimentos
procesados, cosméticos y productos farmacéuticos para extender su vida 1til y preservar su calidad y
seguridad, deteniendo procesos como fermentacion, acidificacion, descomposicién y contaminacion

microbiana (Zafra, 2020).

1.1.3.1. Clasificacion de conservantes

De acuerdo con Shinde (2022), los conservantes se clasifican en dos grupos principales: la Clase I,
que incluye conservantes naturales como sal, azlcar, vinagre, almibar, especias, miel y aceites
comestibles, y la Clase 1, que estd compuesta por conservantes de origen quimico o sintético, tales
como benzoatos, sorbatos, nitritos y nitratos de sodio o potasio, sulfitos, glutamatos y glicéridos. Las
normativas alimentarias indican que no se debe utilizar mas de un conservante de Clase Il en un mismo
producto alimentario. EIl uso de productos que contengan una combinacion de estos conservantes
implica un posible riesgo de exposicién a diversas sustancias quimicas (Shinde, 2022). Los

conservantes, tanto naturales como sintéticos, se clasifican en tres tipos principales:

Antimicrobianos: Inhiben o eliminan el crecimiento de microorganismos. Ejemplos incluyen nitritos
y nitratos (prevencion del botulismo) y dioxido de azufre (previene la descomposicion en frutas, vino
y cerveza), asi como benzoatos y sorbatos, utilizados como antifingicos en productos como

mermeladas y quesos.

Antioxidantes: Previenen la oxidacion de grasas y aceites, evitando la rancidez. Se dividen en
antioxidantes verdaderos (BHT y BHA), agentes reductores (4cido ascorbico) y sinergistas

antioxidantes (edetato de sodio).



Antienzimaticos: Bloquean procesos enzimaticos que afectan la calidad de los alimentos, como la
maduracion. Acido eritdorbico y acido citrico inhiben la enzima fenolasa, que provoca el

oscurecimiento en frutas y patatas.

1.1.3.2. Conservantes Naturales

Los conservantes naturales o antimicrobianos naturales son aquellos que se extraen a partir de plantas,
tejidos animales, hongos, microorganismos o minerales; y no de forma sintética. Pudiendo tener
diversos tipos de inhibicion, siendo la mayoria de estos efectivos contra una limitada cantidad de
patogenos, mientras que otros pueden tener la capacidad de eliminar o inhibir una amplia cantidad de
patogenos. En este contexto, la industria alimentaria emplea principalmente antimicrobianos sintéticos;
sin embargo, el consumidor busca alimentos procesados minimamente y libre de conservantes quimicos

sintéticos (Torres, 2019).

1.1.4. Queso fresco

1.1.4.1. Descripcion

Es queso fresco se encuentra catalogado como un producto lacteo elaborado de forma industrial o
artesanal, el cual este asociado a una determinada region o pais. Su proceso de elaboracion se
fundamenta en la coagulacion enzimatica de la leche, a través de la adicion del cuajo o la acidificacion

natural en base a las bacterias acido lacticas propias de la leche (Merchan et al., 2018).

1.1.4.2. Consumo

El consumo de queso fresco a nivel del pais es masivo, llegandose a considerar un producto basico en
la alimentacion diaria de una familia ecuatoriana, al ser un alimento con buenas propiedades

nutricionales como su alto contenido en proteinas grasas y vitaminas (Espinoza et al., 2020).

De acuerdo con el INEC (2012), un 84.3% de las familias ecuatorianas ubicadas en zonas urbanas de
las principales ciudades del pais consumen de forma cotidiana el queso fresco, lo que representa
alrededor de mas de un millon de familias. Siendo uno de los principales factores de compra su precio

y sabor.



1.1.4.3. Susceptibilidad a la contaminacién

Debido a su elevado contenido en proteinas y nutrientes, el queso fresco supone un estrato ideal para la
proliferacion de una gran variedad de microorganismos, ya sean estos propios de la materia prima
(leche), contaminacién en el proceso de elaboracion o su manipulacidon inadecuada. En cuanto a los
microorganismos que pueden encontrarse en el queso fresco se encuentran principalmente: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp, entre otros (Holguin, 2019). Asimismo, Solorzano,
(2021), menciona que la mayoria de los quesos frescos en el pais, se preparan con leche cruda de vaca,
los cuales tienen la posibilidad de transmitir enfermedades asociadas a patdgenos alimentarios debido
a la contaminacion por las condiciones inadecuadas en las que se expende el producto, mala higiene del

personal, utensilios, temperaturas inadecuadas de almacenamiento, entre otras

1.1.5. Escherichia coli

Taxonoémicamente, las bacterias de la especie Escherichia coli se agrupan en la familia
Enterobacteriaceae. Son bacilos de forma corta, gramnegativos, quimioheteroétrofos, catalasa positiva,
oxidasa negativa y anaerobios facultativos. Estas bacterias generan &cido y gas a partir de diversos
azlcares como glucosa, lactosa, fructosa, galactosa, maltosa, arabinosa, xilosa, ramnosa y manitol.
Aunqgue la mayoria de las cepas fermentan lactosa, algunas lo hacen de manera mas lenta. Sin embargo,

no fermentan compuestos como dextrina, almidon, glucégeno o inositol (Dos Santos, 2007).

La mayoria de las cepas de E. coli forman parte de la microbiota normal del tracto intestinal de los seres
humanos y de animales de sangre caliente, siendo cominmente excretadas en las heces. Por esta razén,
su presencia en los alimentos indica contaminacion fecal y representa un riesgo potencial de patégenos

entéricos (Alvarez, 2011).

1.1.6. Staphylococcus aureus

Pertenece al género Staphylococcus, que estd compuesto por bacterias cocaceas Gram positivas, cuyo
tamaio varia entre 0.5y 1.5 um, y se disponen en diversas configuraciones, tales como células aisladas,
pares, tétradas, cadenas cortas 0 en racimos semejantes a uvas. on anaerobias facultativas y la mayoria

de ellas produce catalasa, una enzima que descompone el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, lo
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cual permite distinguirlas de los géneros Streptococcus y Enterococcus, que son catalasa negativos. El
género Staphylococcus contiene 32 especies, de las cuales 16 de ellas se localizan en los humanos,
algunas forman parte de la microbiota de piel y mucosas en humanos, y otras se encuentran solo entre
la flora de otros mamiferos y aves. Algunas de estas especies son patdégenas cuando existe
predisposicion e inmunosupresion en el huésped o en presencia de cuerpos extrafios Kuroda et al,
2001).



1.2.Objetivos

1.2.1.

Objetivo General

Evaluar las propiedades antimicrobianas del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd) y su

aplicacion como conservante en queso fresco.

1.2.2.

Objetivos Especificos

Obtener un extracto del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd).

Determinar la concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida del

extracto contra patogenos alimentarios: Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Analizar la vida util de un queso fresco que incorpore el extracto como conservante mediante

condiciones aceleradas.
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2. CAPITULO IL- METODOLOGIA

A continuacion, se describen los materiales y métodos necesarios para el desarrollo de cada uno de los

objetivos planteados en el estudio.

2.1. Materiales

Tabla 2.

Recursos materiales

Material Cantidad
Hongo cola de pavo seco 10g
Medio de cultivo MacConkey 100 g
Medio de cultivo manitol salado 100g
Medio de cultivo Chromocult 100 g
Agua de peptona 500 ml
Papel filtro I m
Papel aluminio 1 m
Asa bacterioldgica 1
Tubos Eppendorf 10
Placas de micro titulacion 2
Cajas Petri 50
Micropipeta lu
Mechero bunsen lu
Leche 5L
Sal 20g
Reactivos
Dimetilsulfoxido (DMSO) 100 ml
Solucion de resazurina 50 ml
Cuajo 05¢g
Metanol 150 ml
Equipos
Roto evaporador lu
Termémetro lu
Vortex lu
Incubadora lu
Molino lu
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2.2. Métodos

2.2.1. Obtencion de un extracto del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd).

Para la obtencion del extracto del hongo, se sigui6 la metodologia descrita por MatijaSevic et al. (2016).
Se pesaron 10 g de una muestra seca del hongo y se pulverizo. El polvo obtenido se disolvid en 150 ml
de metanol y se almacend para su maceracién durante dos semanas a temperatura ambiente y bajo
condiciones de oscuridad. El extracto obtenido fue sometido a un proceso de evaporacidon para remover
el metanol mediante un evaporador rotatorio a 40 °C, y se filtr6 con ayuda de papel filtro.

Posteriormente, se almacend en envases herméticos a 4 °C hasta su uso.

2.2.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y la concentracién minima

bactericida del extracto contra patégenos alimentarios: Escherichia coli, y Staphylococcus aureus

2.2.2.1. Diluciones de los extractos

Para la preparacion de las diluciones del extracto, se adoptd el método descrito por Mariiio (2023),
utilizando tubos Eppendorf esterilizados previamente. El diluyente empleado fue dimetilsulfoxido
(DMSO) al 5%, y la mezcla se homogeneizd en un vortex a 30 rpm durante 5 minutos. Las
concentraciones iniciales de los extractos fueron de 100 pg/mL, 80 pg/mL, 60 pg/mL, 40 pg/mL, 20
pg/mL y 10 pg/mL como se ilustra en la Figura 2. Posteriormente, se realizaron dos secuencias
adicionales de dilucion, segtn los resultados obtenidos, con el objetivo de determinar la Concentracion

Minima Inhibitoria (CMI).
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Figura 2.

Preparacion de placa para prueba de microdilucion

S aureus

100 mg/ml @)

O O O /:l Control +

"OOOOO*:
( . ‘ . - Control -

Nota: Modelo de placa de 96 pocillos para microtitulacion realizada en el software Biorender.

2.2.2.2. Activacion de las cepas

Las cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC 11775 y Staphylococcus aureus ATCC 259230 fueron
activadas siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se realiz6 la siembra en medio de
cultivo PCA (Agar de Recuento Placa), utilizando la técnica de estriacion por el método escocés con
ayuda de un asa bacteriologica. Las cajas Petri fueron adecuadamente rotuladas y se incubaron a 37 °C

durante 24 horas, manteniéndolas invertidas.

2.2.2.3. Preparacion del in6culo

Se estandarizd el inoculo hasta alcanzar el 0,5 de la escala de MacFarland (equivalente a

aproximadamente 1,5 x 108 UFC/ml).

2.2.2.4. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para este proceso, se utilizaron placas de microtitulacion de 96 pocillos dispuestas en una matriz de

8x12. En cada pocillo se depositaron 100 uL de las diluciones previamente preparadas junto con 100
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pL del inoculo estandarizado. Como control positivo se utilizo gentamicina y como control negativo
DMSO al 5%. Las placas fueron cubiertas con sus respectivas tapas y se incubaron a 37 °C durante 24

horas. Este procedimiento se realizé por triplicado para el extracto y cada una de las cepas bacterianas.

Posteriormente, se afiadi6 a cada pocillo 20 pL de una soluciéon de resazurina al 0,02 % y se reincub6
por 2 horas. Tras este periodo, se observo el cambio de coloracién en cada pocillo, indicando la
presencia o ausencia de crecimiento bacteriano. Dependiendo de los resultados obtenidos en la prueba
colorimétrica de resazurina, se llevaron a cabo diluciones adicionales en escalas menores de
concentracion y se repitio el proceso descrito anteriormente. Esta fase se realizo en dos ocasiones y, en
la ultima serie de diluciones menores, se identifico el pocillo que no presentd crecimiento bacteriano,

determinandose asi la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

2.2.2.5. Concentracion minima bactericida (CMB)

En esta etapa, se prepararon cajas Petri con medio manitol salado y chromocult debidamente rotuladas.
A continuacion, se homogeneizo el contenido de los pocillos que no presentaron turbidez utilizando una
micropipeta. Se tomo el indculo homogeneizado de cada pocillo y se realiz6 una siembra por extension
en las placas preparadas utilizando un asa de Digralsky. Las placas se incubaron a 37 °C y se leyeron a
las 24, 48 y 72 horas. Finalmente, se identificé la ausencia de colonias bacterianas en las placas para

determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB).

2.2.2. Analisis de la vida 1til de queso fresco que incorpore el extracto como conservante

mediante condiciones aceleradas.

2.2.3.1. Desarrollo de un queso fresco incorporando el extracto

El desarrollo de un queso fresco que incorpord el extracto se llevd a cabo mediante la metodologia
mencionada por Sanchez (2015), comenzando con la recepcion de la materia prima (5 L de leche cruda).
Posteriormente, se filtrd la leche para eliminar residuos y se sometid a pasteurizacion a 72-75 °C durante
15 segundos para eliminar cualquier patogeno. La leche se dejo enfriar hasta alcanzar una temperatura
de 38 °C, momento en el cual se afiadio el cuajo, siguiendo las instrucciones de la casa comercial, y se

mantuvo a una temperatura entre 28-38 °C durante 28 a 45 minutos.
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Una vez finalizada la etapa de coagulacion, se cort6 la cuajada y se procedio al desuerado. Tras concluir
esta etapa, se distribuyd la cuajada en los moldes, incorporando la sal y el extracto en la masa del queso.
Finalmente, se prenso el queso hasta eliminar los residuos de suero y se almaceno en refrigeracion hasta

Su uso.

2.2.3.2. Determinacion del tiempo de vida util

Para determinar el tiempo de vida util del queso fresco que incorpord el extracto, se llevd a cabo una
cuantificacion Enterobacterias basada en la metodologia establecida por la AOAC 997.02 (2017), en
condiciones de refrigeracion (4°C). Se tomo una muestra de 10g de cada queso, a la cual se afiadieron
90 ml de agua peptonada, y se homogenizé. Posteriormente, se realiz6 una dilucion 10" (-1) y se inocul6
0.1 ml de la muestra mediante extension en cajas Petri. Las placas se incubaron con la superficie del
agar hacia arriba a temperaturas de 37 °C. Finalmente, se realizaron conteos a las 24, 48, 72, 96 y 120

horas.

2.2.3.3. Prediccion del tiempo de vida qtil

En base a la metodologia descrita por Tavalera y Cartagena (2018), se ajusté la ecuacion de Arrhenius
para predecir el tiempo de vida util del queso fresco a una sola temperatura. Para ello, se realizé una
regresion lineal de los valores de UFC/g de los microorganismos en relacion con el tiempo de
almacenamiento. Se calcul6 el logaritmo natural de las UFC/g cuantificadas en cada muestra para

determinar la pendiente que correspondiera a la velocidad de reaccion.

Posteriormente, con estos datos, se obtuvo una ecuacion basada en los valores obtenidos, y se predijo

el tiempo de vida ttil mediante la ecuacion de Arrhenius para cada una de las temperaturas empleadas.

k =A*e_(IfTaT)

(Ec.1)

15



Donde

k: constante cinética

A: frecuencia o factor preexponencial

Ea: energia de activacion (J/mol)

R: constante universal de los gases (8.3143 J/mol*K)

T: temperatura
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3. CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.1. Extracto obtenido del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd)

En la Figura 2, se observa el extracto metabolico obtenido a partir del hongo cola de pavo (7rametes

versicolor (L.) Lloyd), a través de la metodologia descrita anteriormente.

Figura 3.
Extracto del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.) Lloyd)

i b —. i

Nota: El extracto seco es de apariencia granulosa y de color marrén oscuro.

El extracto exhibe una pigmentacion marrén, lo que sugiere la presencia de metabolitos secundarios
como compuestos fendlicos y melaninas, siendo estas Ultimas las principales responsables de dicha
coloracion (Alvarez et al, 2021). Estos metabolitos se generan a partir de la oxidacion de los fenoles
presentes en la muestra. Este proceso oxidativo coincide con lo reportado por Voda et al. (2003),
quienes identificaron a Trametes versicolor como un destacado productor de lacasas fingicas, enzimas
pertenecientes al grupo de las oxidasas, reconocidas por su notable capacidad para oxidar compuestos
fenolicos. Asimismo, las melaninas abarcan un amplio conjunto de pigmentos poliméricos de apariencia

oscura que estan presentes en diversas especies de hongos.
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3.1.2. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

En la Figura 3 presenta los resultados del ensayo de CMI en microdilucion en placa, correspondiente
a la tercera serie de diluciones del extracto del hongo 7. versicolor frente a Escherichia coli

ATCC 11775 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Figura 4.
Microdilucion en placa de 96 pocillos para la prueba de concentracion minima inhibitoria en

Escherichia coli ATCC 11775 y Staphylococcus aureus ATCC 25923

E.coli ATCC 11775 S.aureus ATCC 259230

18 mg/ml | 10 mg/ml
16 mg/ml 9 mg/ml
14 mg/ml 7 mg/ml
12 mg/ml 5 mg/ml
10 mg/ml 3 mg/ml
8 mg/ml 1 mg/ml

CONTROL +

CONTROL -

Nota: La seccidn encerrada en un recuadro negro corresponde al extracto con el indculo en cada una
de sus respectivas diluciones. Las secciones encerradas de color amarillo y color celeste corresponden
al control positivo (gentamicina) y control negativo (DMSO 5%) respectivamente. Los pocillos de color
violeta oscuro presentan actividad microbiana y los pocillos de tonalidad rosacea indican inhibicion de
la actividad microbiana. Los pocillos de color dorado indican ausencia de actividad antimicrobiana y

los de color morado su presencia, correspondientes a los controles +/-.

En la Tabla 3 se observan los valores obtenidos del ensayo de CMI en microdilucion en placa de 96
pocillos, correspondiente a la tercera serie de diluciones del extracto del hongo 7. versicolor frente a

Escherichia coli ATCC 11775 y Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Tabla 3.
Concentracion minima inhibitoria del extracto del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.)

Lloyd) frente a Escherichia coli ATCC 11775 y Staphylococcus aureus ATCC 25923

Microorganismo Valor de CMI (mg/mL)
E. coli 14
S. aureus 7

Nota: Los valores obtenidos a partir de microdilucion en placa de 96 pocillos por quintuplicado

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por MatijaSevi¢ et al. (2016), quienes
determinaron valores mayores de CMI para un extracto metanolico de 7. versicolor en E. coli ATCC
355150 (20 mg/ml) y S. aureus ATCC 25923 (2.5 mg/ml). Esta diferencia en la sensibilidad puede
explicarse por la estructura de la pared celular. En las bacterias Gram-negativas, como E. coli, la pared
celular de peptidoglucano esta rodeada por una membrana externa que contiene lipopolisacaridos, lo
que restringe la difusion y actiia como una barrera eficaz frente a la penetracion de compuestos dafiinos.
Ademés, el espacio periplasmico de estas bacterias contiene enzimas hidroliticas y desintoxicantes
capaces de inactivar moléculas extrafias. Por otro lado, las bacterias Gram-positivas, como S. aureus,
carecen de esta membrana externa adicional, aunque poseen una pared celular mas gruesa, hidroéfila y
porosa, que facilita una mayor permeabilidad. Por lo tanto, estas caracteristicas estructurales explican
la mayor sensibilidad de las bacterias Gram-positivas en contraste con las Gram-negativas analizadas

en este estudio (Cardona et al, 2013; Karaman et al, 2010).

En este caso, el extracto de 7. versicolor ha mostrado una notable capacidad para inhibir el crecimiento
de Staphylococcus aureus, aunque los mecanismos de inhibicion pueden variar segiin la especie
bacteriana. La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) representa la dosis mas baja de extracto que
puede inhibir el crecimiento visible de las bacterias, sin necesariamente erradicarlas. Este efecto
inhibitorio es mediado principalmente por compuestos fenolicos presentes en el extracto, que interfieren
con la integridad de la membrana celular bacteriana (Ahmadpour et al, 2022). Segin un estudio
publicado por Michalak et al (2023), el extracto acuoso de 7. versicolor mostré actividad
antimicrobiana contra S. aureus y E. coli, con valores de CMI que indican una inhibicion significativa
del crecimiento bacteriano sin necesariamente eliminar las células bacterianas. En S. aureus, el extracto
de T versicolor muestra una actividad inhibidora similar, pero con una respuesta bacteriana menos
pronunciada en términos de dafio celular directo. En este contexto, la inhibicion en lugar de la
erradicacion es un proceso en el que el extracto detiene las divisiones celulares y el desarrollo

bacteriano, pero no elimina completamente las células. Por lo tanto, la inhibicidn por parte del extracto
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de T versicolor en estas bacterias se asocia a un efecto bacteriostatico y no un mecanismo bactericida

(Pereira et al, 2019).

3.1.3. Concentracion minima bactericida (CMB)

En la Tabla 4 se observan los valores obtenidos del ensayo de CMB correspondiente a identificacion

de los pocillos que no presentaron turbidez

Tabla 4.
Concentracion minima bactericida del extracto del hongo cola de pavo (Trametes versicolor (L.)

Lloyd) frente Escherichia coli ATCC 11775 y Staphylococcus aureus ATCC 25923

Microorganismo Valor de CMB (mg/mL)
S. aureus >7
E. coli >14

Nota: Para obtener un efecto bactericida se requirieron valores mayores a los de CMI.

El extracto requiere concentraciones mas altas para un efecto bactericida completo, lo que explica los
valores de CMB superiores respecto a CMI. Estos resultados contrastan con los reportados por Inci et
al. (2022), donde los valores de CMB son menores en E. coli y mayores en S. aureus, debido a que se
utiliz6 una metodologia de extraccion diferente que favorecié la abundancia de ciertos componentes
bioactivos, influyendo asi en los valores de CMI. Ademas, la actividad antimicrobiana observada
sugiere que el extracto tiene un efecto bactericida en ambos tipos de bacterias, Gram-positivas y Gram-
negativas. Este mecanismo de accion implica el dafio al ADN bacteriano, a las paredes celulares y la
interrupcion de sus actividades enzimaticas, provocado por los metabolitos secundarios presentes en el

extracto de 7. versicolor (Hleba et al, 2014).

La actividad antimicrobiana del hongo 7. versicolor se asocia con una alta concentracion de compuestos
fendlicos en su composicion, principalmente acidos fenolicos. En el caso de las bacterias Gram-
positivas, estas presentan una mayor sensibilidad a estos compuestos en comparacion con las Gram-
negativas (Michalak et al., 2023). Entre los acidos fenoélicos identificados se encuentran el galico, el
protocatecuico y el cafeico, siendo este ultimo el predominante. Se presume que estos acidos poseen

una naturaleza parcialmente lipdfila, lo que les permite atravesar la membrana bacteriana mediante
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difusion pasiva, incrementando su permeabilidad, reduciendo el pH intracelular e induciendo la
desnaturalizacion de proteinas. Esto se evidencia en el estudio de MatijaSevi¢ et al. (2016), donde se
expuso S. aureus a la CMI de 20 mg/ml, observandose células alargadas, malformadas y con fuga de
material intracelular. Todo lo anterior sugiere que el mecanismo de accion del extracto de T. versicolor
afecta la permeabilidad de la membrana citoplasmatica, causando dafios importantes e irreversibles que

causan un efecto bactericida.

3.1.3. Aplicacion del extracto en queso fresco

3.1.3.1. Tiempo de vida util

La Tabla 5 muestra los valores iniciales del recuento de E. coli, S. aureus y Enterobacterias en distintas

muestras de queso fresco.

Tabla 5.

Recuento inicial de E.coli, S. aureus y Enterobacterias para diferentes muestras de queso fresco

A B C
UFClg UFClg UFClg
E.coli 1x10* E.coli 0 E.coli 0
S.aureus 2.4x10* S.aureus 0 S.aureus 0
Enterobacterias 1.9 x 10* Enterobacterias 1 x 102 Enterobacterias 1 x 10?

Nota: A: Queso fresco elaborado con leche cruda sin pasteurizar; B: Queso fresco elaborado con leche
pasteurizada y salmuera; C: Queso fresco elaborado con leche pasteurizada y extracto de 7. versicolor.

El recuento se lo realiz6 a un tiempo 0.

Los valores de la Tabla 5 no permitieron aplicar la ecuacion de Arrhenius para modelar el crecimiento
microbiano en los recuentos de E. coli y S. aureus en quesos frescos elaborados con leche pasteurizada,
ya sea en salmuera o con extracto de 7. versicolor. Esto se debe a que ambos sistemas presentaron un
recuento inicial de 0 UFC/g en el tiempo 0, lo que impide establecer una base para calcular la constante
de velocidad de crecimiento microbiano (k) y su dependencia de la temperatura. Segiin Palazoén et al.
(2003), el modelo de Arrhenius requiere un crecimiento inicial detectable para ajustar los datos

experimentales a una cinética exponencial. Sin recuentos iniciales detectables, no es posible determinar
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un patron de crecimiento ni extrapolar datos mediante una ecuacion exponencial. Esto subraya la
importancia de contar con condiciones iniciales detectables para la correcta aplicacion de modelos

predictivos.

La Tabla 6 recoge el recuento de Enterobacterias en muestras de queso fresco durante 5 dias

Tabla 6.

Recuento de Enterobacterias para diferentes muestras de queso fresco durante 5 dias

A B C

Tiempo (h) UFC/g Tiempo (h) UFC/g Tiempo (h) UFC/g
0 1.9x 10* 0 1x10? 0 1 x10?

24 MNPC 24 1x10? 24 1.5x 10%

48 MNPC 48 1.5 x 10? 48 2x 10?

72 MNPC 72 3x10? 72 3x10?

96 MNPC 96 5 x 107 96 6.5 x 10?

120 MNPC 120 7x 107 120 8 x 10?

Nota: A: Queso fresco elaborado con leche cruda sin pasteurizar; B: Queso fresco elaborado con leche

pasteurizada y salmuera; C: Queso fresco elaborado con leche pasteurizada y extracto de 7. versicolor.

El tiempo necesario para que el recuento de Enterobacterias alcance el limite maximo permisible de
1000 UFC/g, establecido en la NTE INEN 1528 (2012), para quesos frescos no madurados, fue de
aproximadamente 140.4 horas en el queso fresco con leche pasteurizada y conservado en salmuera
(Muestra B), mientras que en el queso fresco con leche pasteurizada y extracto de Trametes versicolor
(Muestra C) fue de 130.6 horas. Este contraste puede atribuirse a los diferentes mecanismos de accion
en cada tratamiento. En el caso de la salmuera, su efecto antimicrobiano se basa principalmente en la
reduccion de la actividad de agua (aw) y el efecto osmotico sobre las células microbianas, lo que

dificulta su proliferacion (Davidson et al., 2013).

Por otro lado, el extracto de 7. versicolor ejerce su accion a través de compuestos bioactivos, como
terpenoides y fenoles, que afectan las membranas celulares de las bacterias, provocando dafios
estructurales y funcionales (Jing et al., 2022). El menor tiempo de vida util evidenciado en la en la
Muestra C podria deberse a la presencia de nutrientes residuales del extracto que favorecen el

crecimiento bacteriano una vez que la concentracion de compuestos activos disminuye. Esto evidencia
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que el mecanismo de accion de la salmuera puede ser mas efectivo en la inhibicién prolongada de

microorganismos en comparacion con el extracto de 7. versicolor en las condiciones estudiadas.
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CAPITULO 1V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

La extraccion de compuestos bioactivos mediante maceracion en metanol demostrd ser eficaz
para aislar metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas, como compuestos
fenolicos y polisacaridos. Este proceso permitidé obtener un extracto con caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para su aplicacion como conservante natural, destacando su potencial

como alternativa sostenible a los aditivos sintéticos en la industria alimentaria.

El extracto de Trametes versicolor presentd actividad antimicrobiana significativa contra
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, siendo mas efectivo contra este ultimo debido a las
diferencias en la estructura celular de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Los valores
de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB)
confirmaron su capacidad para inhibir y eliminar microorganismos patégenos relevantes, lo que

respalda su potencial como agente conservante natural.

La incorporacion del extracto de 7. versicolor en queso fresco prolongo su vida util al reducir
el crecimiento microbiano en condiciones de conservacion, cumpliendo con los limites
normativos establecidos. Aunque su eficacia fue ligeramente inferior a la del tratamiento con
salmuera, el extracto mostr6 propiedades antimicrobianas efectivas sin alterar las caracteristicas
organolépticas del producto, evidenciando su viabilidad como conservante natural en productos

lacteos perecederos.

4.2. Recomendaciones

Es necesario evaluar la eficacia del extracto del hongo cola de pavo en una variedad de
productos alimenticios para confirmar su versatilidad y determinar su comportamiento en

distintas condiciones de almacenamiento y procesamiento.
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La implementacion de técnicas avanzadas, como la extraccion asistida por ultrasonido o
microondas, puede mejorar el rendimiento del extracto, reducir costos y facilitar su

escalabilidad en aplicaciones industriales.

La evaluacién de posibles efectos en las caracteristicas organolépticas de los alimentos tratados,
como sabor, textura y aroma, resulta fundamental para garantizar la aceptacion del producto

por parte del consumido
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ANEXOS

ANEXO A. Obtencion del extracto

ANEXO A 1. Pulverizado del ANEXO A 2. Maceracion del ANEXO A 3. Filtrado de la

hongo seco cola de pavo hongo con metanol materia vegetal

(Trametes versicolor (L.)

ANEXO A 4. Eliminacion del
metanol mediante el uso del

rotavapor
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ANEXO B. Actividad antimicrobiana

ANEXO B 1. Primera dilucion del ANEXO B 2. Segunda dilucion del
extracto del hongo frente a E.coli extracto del hongo frente a E.coli
ATCC 11775 y S. aureus ATCC 25923 ATCC 11775y S. aureus ATCC 25923

ANEXO B 3. Tercera dilucion

del extracto del hongo frente a
E.coli ATCC 11775 y S. aureus
ATCC 25923
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ANEXO C. Proceso de elaboracion del queso fresco incorporando el extracto del hongo

ANEXO C 1. Recepcion de ANEXO C 2. Filtrado de leche ANEXO C 3. Pasteurizacion

materia prima fresca

ANEXO C 4. Adicion del ANEXO C 5. Incorporacion ANEXO C 6. Corte de la

cuajo del extracto cuajada

ANEXO C 7. Desuerado ANEXO C 8. Distribucion de ANEXO C 9. Prensado
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ANEXO C 10. Queso ANEXO C 11. Queso ANEXO C 12. Queso
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pasteurizada pasteurizada y extracto

ANEXO C 13. Recuento inicial y final de ANEXO C 14. Recuento inicial y final de
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ANEXO C 15. Recuento inicial y final de

Enterobacterias de queso fresco elaborado

con leche fresca pasteurizada y extracto
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ANEXO C 16. Recuento inicial de E.coli y ANEXO C 17. Recuento inicial de E.coli y
S. aureus de queso fresco elaborado con S. aureus de queso fresco elaborado con

leche fresca leche fresca pasteurizada y salmuera
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