UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE HIDALGO

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

AREA ACADEMICA DE QUIMICA

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS DE
JAMAICA Y SU APLICACION EN FRIJOLES PREPARADOS

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
LICENCIADO EN QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA

Ricardo Rosas Jiménez

DIRECTOR DE TESIS
Dra. Esmeralda Rangel Vargas

Dra. Eva Maria Santos L6pez

PACHUCA DE SOTO, HIDALGO Enero, 2019







AGRADECIMIENTOS

A mi directora de tesis, Dra. Esmeralda Rangel Vargas, por creer en mi y guiarme paso a

paso en este proyecto y por su conocimiento, tiempo y esfuerzo compartido.

Al Dr. Javier Castro Rosas y al Dr. Carlos Alberto Gomez Aldapa por el apoyo y
facilidades recibidas al permitirme trabajar en sus laboratorios para que este proyecto se

realizara.

A las Doctoras Eva Maria Santos Lopez, Maria Elena Paez Hernandez, lrais Sanchez
Ortega y Reyna Nallely Falfan Cortés por su tiempo, apoyo y conocimiento compartido

para que este trabajo se llevara a cabo.

A mis padres Emilio Rosas Flores y Elvia Jiménez Cruz por su confianza, apoyo, amor y

esfuerzo que me brindaron en cada momento y en cada paso de esta etapa.

A mis amigos Ana Karen, Angélica, Elizabeth, Dayana, Jazmin, Estefani, Eduardo, Néstor
y Javier por ser parte de esta etapa de mi vida, por todos y cada uno de los momentos que
compartimos. Gracias por el tiempo, apoyo y amistad que cada uno de ustedes me han

brindado. Y por haber hecho de la universidad una de las mejores etapas en mi vida.

A CONACYT por la beca otorgada.

——
| —



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis padres, Emilio Rosas Flores y Elvia Jiménez Cruz, por
apoyarme incondicionalmente en cada etapa de mi vida, por su amor, esfuerzo, trabajo y
sacrificio y confianza a través de estos afos para ver forjado un suefio y una meta y

sobre todo por creer en mi en todo momento.

Gracias por que este logro también es suyo.

Ricardo Rosas Jiménez




Contenido

1.
2.
3.

N o g~

RESUMIBN ...ttt sttt e at et s bt et e bt sat et e s be st e sbesaeenbe s 1
INEFOAUCCION ...ttt et st b e sttt et aeenes 2
MAICO tEOFICO ...ttt sttt be st s b et et e e eneenes 4
3.1 Enfermedades transmitidas por alimentos ...........cccceverireeninceecereeee e 4
3.2 Procesamiento y conservacion de alimentos...........cocvevevereninineneneseeeeeeneens 6
3.3  Beneficios del procesamiento de 10s alimentos..........ccccevvvveceniniecenenceeeee 11
3.4  Desventajas del procesamiento de [0s alimentos...........cccccevveveviiecce e, 12
3.5 Conservadores artifiCiales...........cccoirirereieieeeee e 13
3.6 Conservadores NAtUFAIES ..........ccoevirirenieieeeeeese e 16
3.7  Mecanismo de accién de los antimicrobianos naturales...........cccoceeeviveceenneeennne. 21
3.8  Antimicrobianos naturales empleados en alimentos..........ccccceccevvveecenienceneeceeenn, 23
3.9  Jamaica (Hibiscus Sabdariffa) ..........coevereiieiieininireeseeeee e 25
3.9.1 CUIIVO .ttt sttt sttt b e st et e te e e e eneeneas 25
3.9.2 Produccion en México y €l MUNO........ccceviieiieiiieeeeee e 25
3.9.3  Uso en alimentos y medicinas locales y tradicionales.............ccccceoevevnennnne. 26

3.94 Composicién quimica y propiedades de la Jamaica (Hibiscus sabdariffa) ... 27

3.10 Propiedad antimicrobiana y antioxidante de los calices de Jamaica (Hibiscus

LTz 100 F= 11 =) OO EEO R RRSUPRRSRR 34
JUSHIFICACION ...ttt s 36
L0 0T =110V 0T [T o T = P TROS 37
ODbjJetiVOS ESPECITICOS ....viriiiiieeeee ettt enes 37
/11 (oo [0] (oo | = RSP RRRRRRR 38

T IMUBSIIA ..ottt 38

7.2  Obtencién de cepas deterioradoras de frijoles y cepas patégenas............c..c....... 38

7.3  Caracterizacion de las dos cepas de bacterias deterioradoras aisladas de frijol. 38

7.4  Obtencion de extractos de Hibiscus Sabdariffa............ccccovveiiiniiniincincncne, 39

7.5  Preparacién de solucion de los extractos Hibiscus sabdariffa...........cccoceeveenen 39

7.6 Actividad antimiCrobiana...........cccoiiiririnieicce e 39

7.7  Evaluacion del deterioro de frijoles adicionados con extracto aceténico al 2% y

10% de Hibiscus sabdariffa, evaluado durante 72 horas a 37°C ........cccovvveviiicieevieeenee, 40




7.8  Efecto del extracto acetonico al 10% sobre la vida util de frijoles refritos

almacenados a temperatura ambiente...........ccoevieiiiieiiiie e 40
7.9  EStudio @StadiStiCO ........eoueieiiiiirieriseeceee e 41
8. ReSUtadOs ¥ AISCUSION .......ccuiivieieiececceese ettt st aesae e 42
8.1  Aislamiento y caracterizacién de cepas deterioradoras de frijoles..........ccccocueei.. 42

8.2  Evaluacion de los extractos de Hibiscus sabdariffa frente a bacterias patdégenas

49

8.3  Evaluacion de los extractos de Hibiscus sabdariffa al 2% y 10% frente a bacterias

deterioradoras de friJOl ... 53

8.4  Evaluacion del deterioro de frijoles cocidos adicionados con extracto aceténico al

2% y 10%, evaluado durante un periodo de 72 hOras.........ccoeveeeverercieneeeere e 56

8.5  Evaluacion del efecto del extracto acetonico al 10% sobre la vida util de frijoles

refritos almacenados a temperatura ambiente a las 0, 8, 24,48 y 72 horas.................... 58
0. CONCIUSIONES ...ttt ettt et e et e e s te e sbeesabesabesbeebeebeesbaesbaesssessseenseensaans 60
10, BiIblOGrafiad......ccoiieiiiieee e e 61

\

——
| —



1. Resumen

Se evaluo el efecto antimicrobiano de cuatro extractos de Hibiscus sabdariffa ante
el desarrollo de bacterias patégenas (Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes) y bacterias deterioradoras de
frijol (Phaseolus vulgaris) y su caracterizacion. El efecto antimicrobiano de los
extractos de H. sabdariffa se evalu6 mediante la técnica de difusion en placa con
discos, mientras que la caracterizacion de las cepas deterioradoras se evalud
mediante pruebas bioquimicas y tincion de Gram. Para la caracterizacién de las
bacterias deterioradoras de frijol se aislaron las cepas en agar métodos estandar,
obteniendo dos tipos de cepas de bacterias, las cuales se evaluaron mediante la
técnica de tincion de Gram, resultando la presencia de bacterias Gram negativas,
posteriormente se aislaron en Agar Rojo Violeta Bilis, Agar Eosina y Azul de
Metileno y Agar Mac Conkey mediante la técnica de estria cruzada, y de estas se
realizaron las pruebas bioquimicas en Agar Citrato de Simmons, Agar de Hierro
lisina y Agar Hierro y triple azucar. Para el caso del efecto antimicrobiano de los
extractos de H. sabdariffa frente a bacterias patdégenas y las bacterias
deterioradoras de frijol (Phaseolus vulgaris), el extracto aceténico fue quien
presenté mayor efecto inhibitorio con halos de inhibicion de 21.84+0.36 mm para
S. typhimurium, 23.42+1.11 mm para E. coli, 24.7240.81 mm para S. aureus y
24.42+2.83 mm para L. monocytogenes, 8.11£0.60 mm para la cepa blanca y
9.11+3.35 mm para la cepa cristalina. Por otra parte se realizd la evaluacién del
deterioro de frijoles cocidos adicionados con extracto acetonico al 2% y 10%,
observandose un mejor resultado de conservaciéon con el extracto acetonico al
10%. Por ultimo se evaluo el efecto del extracto acetonico de H. sabdariffa al 10%
en frijol refrito almacenado a temperatura ambiente, en el cual se observé que las
muestras no presentaron crecimiento microbiano, sin embargo se observaron
modificaciones en el sabor y color de los frijoles al ser adicionados con los
extractos de H. sabdariffa.




2. Introduccioén

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) pertenece a la familia Fabacea, subfamilia
Papilionoideae y especie Phaseolus vulgaris L. (Lara-Flores 2015). Es una de las
fuentes mas importantes de proteina (20-25%), vitaminas como la tiamina y acido
folico y minerales como el magnesio, zinc, hierro y fésforo, ademas, es una
excelente fuente de carbohidratos y de fibra tanto soluble como insoluble

(Rodriguez-Gonzalez and Fernandez-Rojas 2015).

El frijol es considerado un “alimento funcional”; es decir, un alimento que ademas
de aportar nutrientes, aporta otras sustancias que tienen un efecto benéfico sobre
la salud del consumidor. Esto es debido a que en su composicion se ha
determinado la presencia de fitatos, flavonoides, cumarinas, triterpenos, lignanos,
fenoles y oligosacaridos que han sido identificados como elementos protectores
contra factores que estimulan el crecimiento de tumores y, ademas, ayudan a
reducir el riesgo de padecer otras enfermedades cronico-degenerativas

(Rodriguez-Gonzalez and Fernandez-Rojas 2015).

El frijol en México es considerado un producto estratégico en el desarrollo rural y
social del pais (Secretaria de Economia 2012). Es el segundo producto mas
importante en el sector agroalimentario, no sélo por ser una fuente de ingresos
para miles de productores, sino también por ocupar un lugar importante dentro de
la dieta de la poblacidn, principalmente la de los estratos sociales de menores
ingresos (Rodriguez-Licea et al. 2010). El consumo per capita de frijol en México
es de 9.9 kg y la produccién nacional cubre casi la totalidad de los requerimientos
de consumo de los mexicanos, siendo parte de la canasta basica (SAGARPA
2017). Es cultivado en sistemas, regiones y ambientes tan diversos como América
Latina, Africa, el Medio Oriente, China, Europa, los Estados Unidos, y Canada

(Secretaria de Economia 2012).

De acuerdo a las caracteristicas nutricionales que presenta el frijol, se trata de un
alimento muy susceptible a la descomposicion, la cual es una consecuencia del

desarrollo de microorganismos en el alimento, los cuales causan modificaciones




en las propiedades y caracteristicas de los alimentos como son cambios de color,
olor y textura, formacion de lama, acumulacién de gas o espuma y acumulacion de
liquido exudado (Bibek and Arun 2010).

Es por ello, que se han desarrollado tecnologias y métodos de conservacion de
alimentos, con la finalidad de contrarrestar la accion de microorganismos tanto
patdogenos como deterioradores con el objetivo de prolongar la vida util de estos y

evitar la intoxicacion por su ingesta (Pisoschi et al. 2018).

Uno de ellos es el procesamiento térmico de los alimentos, el cual implica
someterlos a temperaturas comprendidas entre 60-100 °C por varios minutos.
Durante este tratamiento, la energia térmica se transfiere a los alimentos en
grandes cantidades que pueden tener efectos organolépticos y nutricionales no
deseados. Otro es el uso de conservantes quimicos, los cuales tienen la finalidad
es prevenir el crecimiento de hongos, levaduras y bacterias (Badui Dergal, 2006)
como los nitratos, benzoatos, sulfitos, sorbatos y formaldehido, los cuales son
conocidos por sus efectos adversos en la salud del consumidor (Pisoschi et al.
2018).

No obstante, las preocupaciones sobre los riesgos para la salud por el uso de
conservantes sintéticos y el uso de procesos de conservacion térmicos, que
conllevan a la modificacion de las caracteristicas nutricionales y sensoriales de los
alimentos, actualmente se esta abogando por la aplicacion de conservantes
naturales, como alternativa a estos procesos, para garantizar la inocuidad de los
alimentos sin afectar los estandares de calidad alimentaria (nutricional y sensorial-
sabor, olor, color, textura) (Pisoschi et al. 2018). Es por ello que el presente trabajo
tiene como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano de extracto metandlico,
acetonico, etandlico y acuoso de H. sabdariffa ante el desarrollo de
microorganismos deterioradores de frijoles y microorganismos patégenos, y su uso

como conservadores en frijoles preparados.




3. Marco teérico

3.1 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) se producen por la
ingestion de alimentos y/o bebidas contaminados con microorganismos patégenos
que afectan la salud del consumidor en forma individual o colectiva. Sus sintomas
mas comunes son diarreas y vomitos, pero también se pueden presentar otros
como choque séptico, hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble, etcétera (Gonzalez

Flores and Rojas Herrera 2005).

Los microorganismos pueden llegar a los alimentos en cualquier momento, desde
que son producidos en el campo hasta que son servidos. Cuando aquéllos
sobreviven y se multiplican pueden causar enfermedades en los consumidores. La
contaminacion es dificil de detectar, ya que generalmente no se altera el sabor, el
color o el aspecto de los alimentos (Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
2015).

En los paises en vias de desarrollo es frecuente la incidencia de diversas
enfermedades causadas por la ingesta de alimentos que no reunen la calidad e
inocuidad apropiada. Esto puede ocurrir en los alimentos de consumo popular,
como en la venta de alimentos en las calles o negocios publicos, asi como
también a nivel de la preparacion de los alimentos en el hogar (Kopper et al.
2009).

Las ETA pueden presentarse de dos formas: 1) como intoxicaciones o 2) como
infecciones causadas por distintos microorganismos patégenos como se muestra
en la tabla 1. Las infecciones transmitidas por alimentos, se producen por la
ingestion de alimentos que contienen microorganismos vivos perjudiciales para la
salud, como virus, bacterias y parasitos, por ejemplo, Salmonella, virus de la
hepatitis A, Triquinella spirallis, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,
Yersinia enterocolitica, Shigella sp., Listeria monocytogenes, entre otros
(Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 2015).




Por otra parte, la intoxicacion causada por alimentos, se produce por la ingestion

de toxinas 0 venenos que se encuentran presentes en el alimento ingerido, y que

han sido producidas por hongos o bacterias, aunque éstos ya no se hallen en el

alimento, por ejemplo, la toxina botulinica, la enterotoxina de Staphylococcus,
entre otros (Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2015).

Tabla 1. Enfermedades microbianas de origen alimentario y patégenos causantes.

. Microorganismos Grupo T,ipo de
Tipo Enfermedad . . sintoma
causantes microbiano e
principal
Envenenamiento gepahsl de Bacteria Gram | Vomito y
or Staphylococcus taphylococcus positiva diarrea
P aureus
Intoxicacion Botulismo Cepa_s de Clostridium Bac_t_erla Gram Neurolégico
botulinum positiva
. Cepas productoras . -
Envenenamiento d ; . Moh Carcinogénico,
or micotoxinas © mlcc_)toxmas como onos hepatotoxico
P Aspergillus flavus
Mas de 2000 .
. Bacteria Gram .
Salmonelosis serovares de : Diarrea
- negativa
Salmonella entérica
Escherichia coli | E. coli O157:H7, E. | Bacteria Gram | Diarrea
enterohemorragica coli 026:H11 negativa hemorragica
Escherichia N coli E coli O111:H12 Bacte_rla Gram D|arrea’ _
enteropatogénica negativa hemorragica
. : Cugtro especies dg Bacteria Gram | Diarrea con
Infeccion Shigelosis Sh!gella (p-€j. negativa moco y sangre
Shigella dysenterae)
G_as_troenterms por Cgp_as patégenas de Bacteria Gram | Diarrea,
Vibrio Vibrio negativa hepatitis
parahaemolyticus parahaemolyticus 9 P
Brucelosis Brucella abortus Bacte_r la Gram G? Stf“’a y no
negativa gastrica
Listeriosis Listeria Bacteria Gram Ezzirr?éitis
monocytogenes positiva aborto, diarrea
Gastroenteritis  por -~ .
Clostridium Closmdlum Bac_t(_arla Gram Diarrea, vémito
) perfringens positiva
perfringens
Gastroenteritis  por . Bacteria Gram . .
. Bacillus cereus ", Diarrea, vomito
L ., Bacillus cereus positiva
Toxicoinfeccién E o
Gastroenteritis  por | — G Bacteria Gram | Diarrea del
Escherichia coli enterpmtogemca negativa viajero
serotipo 015:H11
Codlera Vibrio Cholerae Bacteria Gram Diarrea

negativa

Fuente: Bibek and Arun 2010.




Las ETA constituyen un importante problema de salud publica debido al
incremento en su ocurrencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, la
aparicion de grupos poblacionales vulnerables, el aumento de la resistencia de los
patdgenos a los compuestos antimicrobianos y el impacto socioecondmico que

ocasionan (Gonzalez Flores and Rojas Herrera 2005).

Existen grupos como los nifios, los ancianos y las mujeres embarazadas que, por
su baja resistencia a las enfermedades, son altamente vulnerables a las ETA. En
estos casos las precauciones deben extremarse, pues las consecuencias de las
ETA pueden ser severas, dejando secuelas o incluso hasta provocando la muerte
(Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2015). Por esta razon el procesamiento
asi como la conservacion de los alimentos se han convertido en un punto
importante no solo para minimizar las ETA mediante la aplicacion de tecnologias
encargadas de prolongar la vida util y disponibilidad de los alimentos para el
consumo humano, protegiéndolos de microorganismos patdégenos y otros agentes
responsables de su deterioro y asi permitir su consumo futuro, siempre tomando
en cuenta que las propiedades organolépticas y nutricionales del alimento se vean

modificadas lo minimamente posible (Aguilar Morales 2012).

3.2 Procesamiento y conservaciéon de alimentos

De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud, los productos
alimenticios procesados provienen de la elaboracién industrial, en la cual se afiade
sal, azucar u otros ingredientes culinarios a alimentos sin procesar o0 minimamente
procesados, o sometidos a tratamientos térmicos o no térmicos con el fin de
preservarlos o mejorar sus propiedades organolépticas. Por el contrario, los
productos ultra procesados se definen como productos listos para consumir que se
componen de sustancias extraidas de los alimentos como aceites, grasas, azucar
y proteinas, derivados de constituyentes de los alimentos como grasas
hidrogenadas, almidones modificados o sintetizados de materiales organicos como
los aromatizantes, potenciadores del sabor y otros aditivos utilizados para alterar

las propiedades sensoriales del alimento (Nieto-Orozco et al. 2017).




En la actualidad existen diversos procesos que son empleados para la
conservacion de alimentos como lo son el enfriamiento, la congelacion, reduccion
de la actividad de agua, restriccion de nutrientes, acidificacion, fermentacion,
pasteurizacion o conservadores sintéticos, asi como también, la aplicacion de
nuevas tecnologias para evitar o retrasar el crecimiento microbiano, como el
envasado en atmosfera controlada, peliculas activadas, tratamientos no térmicos,
irradiacion, envasado en atmosfera modificada, etc. Sin embargo, la mayoria de
estos procedimientos pueden causar la pérdida de las propiedades organolépticas
de los alimentos y reducir la aceptacion del consumidor. Por lo tanto, las
demandas de los consumidores se centran cada vez mas en productos
alimentarios minimamente procesados, con menos uso de aditivos sintéticos y al

mismo tiempo sin comprometer la seguridad alimentaria (Negi 2012).

Dentro de los tratamientos para la conservacion de los alimentos se encuentran
los tratamientos térmicos como la pasteurizacién y esterilizacion térmica, las
cuales son las dos operaciones unitarias mas comunes utilizadas para procesar y

conservar los alimentos en el mundo (Barbosa and Bermudez 2010).

El propésito de la pasteurizacion es eliminar al maximo los riesgos de bacterias
patdbgenas que causan dafio a la salud del consumidor y microorganismos
deterioradores de los alimentos. La pasteurizacion debe ser acompafnada de un
rapido enfriamiento para eliminar los microorganismos patégenos; se trata de un
tratamiento relativamente suave, ya que maneja temperaturas inferiores a los
100°C. Se utiliza para prolongar la vida util de los alimentos durante varios dias o
meses. Se emplean temperaturas de 60°C-65°C por tiempos prolongados (de 3 a
4 horas) o de 75°C-90°C y tiempos muy cortos (2-5 min.). El proceso de
pasteurizacion requiere que los alimentos se mantengan a bajas temperaturas, en
promedio de 4°C (Aguilar Morales 2012).

Por otra parte, la esterilizacion es la operacion unitaria en la que los alimentos son
calentados a una temperatura suficientemente elevada y durante un tiempo

suficientemente largo, alrededor de 121°C durante 15 minutos, y es utilizada para




los productos alimenticios de baja acidez (pH>4.6), la cual inactiva esporas vy

extiende la vida util del producto por varios meses (Fellows 1994).

El objetivo primordial del tratamiento térmico de los alimentos es asegurar la
destruccion de todos los organismos vivos capaces de deteriorarlos o de
perjudicar la salud del consumidor, ademas de que se debe de tener en cuenta
que durante el tratamiento térmico es necesario conservar las cualidades
organolépticas y nutritivas del alimento cuanto mas sea posible (Fellows 1994).
Sin embargo, a pesar de los beneficios del tratamiento térmico, una serie de
cambios tienen lugar en el producto que altera su calidad final, por ejemplo, sabor,
color, textura y aspecto general (Barbosa and Bermudez 2010). Esto se debe a
que la temperatura trabaja como un catalizador en algunas reacciones quimicas
actuando en los pigmentos, sales minerales, proteinas, vitaminas, aminoacidos,
grasas y otros productos quimicos que se encuentran en los alimentos
promoviendo una serie de cambios fisicos y quimicos. Pardeamiento, oxidacion,
desnaturalizacion de las proteinas, coagulacion o precipitacidon, cambios en la
microestructura y textura final, gelificacion, pérdida de color y sabor, pérdida de
funcionalidad, retrogradacion del almidén, y procesos quimicos relacionados se
producen en los componentes del alimento durante el tratamiento térmico
(Barbosa and Bermudez 2010).

Otro de los métodos de conservacion y procesamiento de alimentos mas utilizados
es la adicidon de aditivos alimentarios, los cuales de acuerdo con la norma CODEX
STAN 192-1995 se entiende como aditivo alimentario cualquier sustancia que en
como tal no se consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa como
ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adicion
intencionada al alimento con fines tecnoldgicos (incluidos los organolépticos) en
las etapas de fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado,
empaquetado, transporte o almacenamiento, resulte en un componente del
alimento o un elemento que afecte a sus caracteristicas. Esta definicion no incluye

‘contaminantes” o sustancias anadidas al alimento para mantener o mejorar las




cualidades nutricionales (Stan 2011). Algunos ejemplos de aditivos alimentarios

se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 2. Aditivos alimentarios utilizados en la industria alimentaria.

Aditivo alimentario

Accion

Antiespumantes

Previenen o reducen la formacion de espuma.

, Reducen las caracteristicas higroscopicas de los
Antihumectantes . . . ,
. . alimentos y disminuyen la tendencia de las particulas
Antiaglutinantes o .
individuales a adherirse unas a las otras.
. Retardan la aparicion de alteracion oxidativa del
Antioxidantes .
alimento.
Colorantes Confieren, intensifican o restauran el color del alimento.
Impiden o retardan la alteracion de los alimentos
Conservadores . . .
provocada por microorganismos o enzimas.
Edulcorantes Aportan sabor dulce al alimento sin ser azucares.
Espesantes Aumentan la viscosidad de los alimentos.
Gelificantes Dan textura a través de la formacién de un gel.
Hacen posible el mantenimiento de una dispersion
Estabilizantes uniforme de dos o mas sustancias inmiscibles en un
alimento.
Aromatizantes/ ,
. Refuerzan el aroma, y/o el sabor de los alimentos.
Saborizantes
. Alteran o controlan la acidez o alcalinidad de los
Reguladores de la acidez .
alimentos.
. Aumentan la acidez y/o dan un sabor acido a los
Acidulantes .
alimentos.
. Hacen posible la formacion o mantenimiento de una
Emulsionantes/ . , L
. mezcla uniforme de dos o mas fases inmiscibles en el
Emulsificantes .
alimento.
Mejoradores de la harina Agregadas a la harina, mejoran su calidad tecnoldgica.
Potenciadores del sabor Resaltan o realzan el sabor y/o el aroma de un alimento.
Leudantes quimicos Aumentan el volumen de la masa por liberacién de gas.
Agentes de firmeza o | Vuelven o mantienen los tejidos de frutas u hortalizas
endurecedores o | firmes o crocantes, o interacttan con agentes
texturizantes gelificantes para producir o fortalecer un gel.
Secuestrantes Forman complejos quimicos con los iones metalicos.
Posibilitan la formacion o mantenimiento de una
Espumantes dispersion de una fase gaseosa en un alimento liquido o

solido.

Fuente: (Stan 2011)
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Por otra parte, la aplicacién de nuevas tecnologias en el ambito de la conservacion
de alimentos pretende dar respuesta al incremento de la demanda, por parte de
los consumidores, de alimentos mas parecidos a los frescos o naturales, mas
nutritivos y de facil y rapida preparacion, pero a la vez microbiolégicamente
seguros y estables. Las tecnologias mas estudiadas en la actualidad se basan en
el empleo de sistemas de destruccidn o inactivacién bacteriana sin necesidad de

emplear un tratamiento térmico intenso (Marco-Molés et al. 2009).

Durante el procesamiento no térmico de los alimentos, la temperatura se mantiene
por debajo de las temperaturas utilizadas con los tratamientos térmicos, con ello
se pretende que la degradacién de la calidad del alimento sea menor, asi como
también que las vitaminas, nutrientes esenciales y aromas no experimenten

cambios o que estos sean minimos (Calderon Miranda et al. 1998).

Dentro de las nuevas tecnologias utilizadas para la conservacién de alimentos se
encuentran: las altas presiones hidrostaticas, altas presiones de homogeneizacion,
campos eléctricos pulsados, campos magnéticos, irradiacién, ultrasonidos,
campos magnéticos oscilantes, tecnologias de barrera, entre otras, asi como
tratamientos combinados y nuevas tendencias de envasado (Marco-Molés 2011).
Aunque en algunos casos, la temperatura podria ser utilizada en combinacion con
algunas de estas nuevas tecnologias de conservacion para mejorar la eficacia del
proceso, la mayor parte de la investigacion se ha realizado a temperatura
ambiente, y debido a los tiempos de procesamiento extremadamente cortos, las
propiedades y caracteristicas de los alimentos se ven modificadas minimamente
(Barbosa and Bermudez 2010).

La industria alimentaria se encuentra en una nueva etapa de desarrollo e
implementacion de nuevos métodos de procesamiento de alimentos, desarrollando
asi nuevos ingredientes, mejorando de forma continua los procesos de
elaboracién e implementando nuevas tecnologias de procesado, alternativas a los
tratamientos térmicos convencionales, que permitan conseguir alimentos seguros
pero que conserven las propiedades nutritivas y organolépticas de los alimentos

frescos, adaptandose mejor asi al tipo de alimentos demandados actualmente por
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el consumidor, es por ello que en las ultimas décadas, se ha despertado un
creciente interés en las técnicas de preservacion no térmicas capaces de inactivar
microorganismos y enzimas causantes del deterioro de los alimentos (Marco-
Molés 2011).

3.3 Beneficios del procesamiento de los alimentos

La industria alimentaria ha evolucionado a lo largo de los afnos desarrollando
técnicas modernas de produccion y procesamiento de alimentos, los cuales
ofrecen beneficios al consumidor, entre ellos: la obtencion de productos lo mas
parecido al alimento fresco permitiéndole al consumidor tener alimentos con una
vida de anaquel amplia mediante una combinacién de factores de conservacion,
debido a que en la actualidad, los consumidores demandan alimentos de mayor
calidad, mas frescos, mas naturales, nutrimentalmente saludables y seguros y con
menos aditivos artificiales, lo que ha generado el desarrollo de lo que se conoce

como alimentos minimamente procesados (AMP) (Aguilar Morales 2012).

Por otra parte, la conservacion de alimentos, en particular de frutas y hortalizas,
permite disponer de ellos fuera de su temporada, distribuirlos a diferentes
mercados, tanto nacionales como extranjeros, pero lo mas importante, permite
reducir las pérdidas que se generan debido a su caracter altamente perecedero
(Aguilar Morales 2012).

Asi también, las tecnologias de procesamiento y envasado les permiten a los
fabricantes ofrecer opciones mas practicas y a menudo mas accesibles en
comparacion con los productos frescos, ademas de que aumenta la vida de
anaquel de estos, el uso de empaques u otros medios de contencion facilita la
manipulacion y transporte los alimentos, lo que redunda en la posibilidad de
grandes volumenes de distribucion y venta de los alimentos. Por otra parte, el
procesamiento permite la modificacion de sabores y caracteristicas de los
alimentos para mejorar su palatabilidad, lo que favorece su aceptacion ante los

consumidores (Gonzalez-Castell et al. 2007).
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3.4 Desventajas del procesamiento de los alimentos

Por otra parte, existen efectos negativos generados por el procesamiento de los
alimentos, entre los cuales se encuentran: los cambios tanto en la composicion
nutricional como en las caracteristicas sensoriales del alimento, como lo es el caso
del uso la pasteurizacidn, esterilizacidon y otros procesos térmicos utilizados

(Torres Carmona 2018).

El refinado es un proceso comun para muchos alimentos procesados, en el cual
se desechan ciertas partes del alimento para mejor su aspecto fisico, la
palatabilidad entre otras, es por ello que se toma como un inconveniente, debido a
que reduce el contenido total de nutrientes al ser eliminadas algunas de las partes

del alimento (Torres Carmona 2018).

La conservacion de los alimentos implica la adicion de aditivos, los cuales pueden
ser nocivos para la salud del consumidor, como es el caso del uso de nitritos y
nitratos en la conservacion de embutidos, carnes, verduras, pescado, entre otros
productos, los cuales son muy favorables para evitar posibles casos de botulismo,
ademas de favorecer al aspecto de los alimentos como en el caso del jamén y las
salchichas, sin embargo su consumo en exceso, puede fomentar procesos
cancerigenos en el cuerpo, al transformarse en nitrosaminas en el estdémago

(Torres Carmona 2018).

Otro caso similar es la utilizacién de los sulfitos, los cuales son utilizados para la
conservacion de vinos, evitando asi el desarrollo de bacterias y alargando la vida
util de estos, sin embargo, el consumo de sulfitos en exceso puede provocar
dolores de cabeza, nauseas y una menor absorciéon de vitaminas del grupo B

(Torres Carmona 2018).

Por otra parte, se han relacionado muchas de las enfermedades crénicas que
afligen a la sociedad hoy en dia con el consumo de alimentos procesados, como el
cancer, la hipertension y los trastornos cardiovasculares. Un ejemplo de ello es la

depresion, la cual, de acuerdo con un estudio realizado por la Universidad de
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Londres, revelaron que las personas que consumian mas alimentos procesados,
tenian un 58% de probabilidad de desarrollar depresion, asi también el consumo
de carne procesada ha demostrado un alto porcentaje de incidencia con el

desarrollo de cancer (Hernandez-Hernandez 2015).

3.5 Conservadores artificiales

Los conservadores alimentarios son compuestos quimicos o sustancias que
pueden retrasar el crecimiento microbiano o causar la muerte microbiana en una
matriz alimentaria. Los principales objetivos para estos conservadores son los
microorganismos o0 agentes infecciosos y productores de toxinas y los
microorganismos causantes de deterioro de los alimentos, cuyos productos finales
metabdlicos o enzimas causan olores desagradables, sabores no deseados,

problemas de textura y decoloracién (Negi 2012).

En esta clasificacion se prefiere excluir el azucar, alcohol, vinagre y especias, a
pesar de que se han usado desde la antigliedad para este fin, tal vez porque su
funcién sea mas importante respecto al sabor que imparten. También se excluyen
plaguicidas ya que estos son agentes que no se afaden intencionadamente,
siendo entonces contaminantes si es que se encuentran presentes en alimentos

(Valle Vega and Lucas Florentino 2000).

Un conservador ideal seria aquel que inhibe hongos, levaduras y bacterias, que no
sea toxico para el ser humano, facilmente biotransformable por el higado, no
acumulable en el medio ambiente, o en organismos vivos, soluble en agua,
estable, que no imparta sabor, ni olor y que sea de bajo costo. Es por demas
mencionar que tal compuesto no existe; sin embargo, hay que recordar que el uso
de conservadores no debe de ser un sustituto de las "Buenas Practicas de
Manufactura", no deben ser usados para ocultar los defectos de proceso o hacer
pasar por buenos, alimentos descompuestos(Valle Vega and Lucas Florentino
2000). En la tabla 2 se muestran algunos ejemplos de conservadores quimicos

usados en la industria alimentaria.
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Tabla 2. Conservadores quimicos usados en la industria alimentaria.

Conservador Caracteristicas Usos Enfermedades
Benzoatos Son las sales del acido benzoico. El pH éptimo | Se emplean como aditivos en productos | En personas sensibles a estas sustancias
para tener actividad antimicrobiana es de 2.5 a | grasos como margarina, mayonesa Yy | se manifiestan sintomas tipicos de una
4.0. Se encuentran naturalmente en arandanos, | productos elaborados a base de huevo. | alergia, principalmente en forma de
ciruela pasa, clavo y canela (Badui 2006). También se usan en frutas, verduras y | urticaria. También se les ha asociado a la
bebidas (Fuentes, Garcia, and Fernandez | irritacion de la mucosa gastrica (Fuentes et
2012). al. 2012).
Parabenos Su accion antimicrobiana es directamente | Se usan en relleno de pasteles, refrescos, | La concentracion normal de uso es de

proporcional a la longitud de la cadena, pero la
solubilidad decrece al aumentar  ésta.
Comunmente se emplean como una mezcla de
ellos mismos (ésteres de metilo y los de propilo)
(Valle Vega and Lucas Florentino 2000).

jugos, aderezos, ensaladas, jaleas con
edulcorantes artificiales (Valle Vega and
Lucas Florentino 2000).

0.1%. Sin embargo, esta concentracion
también puede ejercer un efecto de
anestesia local, se consideran
vasodilatadores y espasmoliticos (Valle
Vega and Lucas Florentino 2000).

Propionatos

Los propionatos fueron los primeros acidos grasos
monocarboxilicos  usados como  agentes
antimicrobianos en alimentos y son facilmente
biotranformados por el organismo por ser un acido
graso (Valle Vega and Lucas Florentino 2000).

Su accién principal es contra hongos, pero
no se recomiendan para levaduras o
bacterias. Se usan para evitar
descomposicion de panaderia por Bacillus
subtilis o Bacillus mesentericus (Valle Vega
and Lucas Florentino 2000).

Se les considera como "GRAS" (Valle Vega
and Lucas Florentino 2000).

Sorbatos

Pertenecen a los acidos grasos monocarboxilicos,
siendo el acido y la sal de potasio los mas usados
(Valle Vega and Lucas Florentino 2000).

El acido sorbico y sus sales (sorbatos) son
ampliamente utilizados por su baja toxicidad y por
no poseer olor ni sabor a las concentraciones a
las que se utiliza como aditivo alimentario
(Fuentes et al. 2012).

Se emplean principalmente en productos de
panaderia, lacteos, zumos de frutas,
mermeladas, frutos secos, pescado, salsas
y vino (Fuentes et al. 2012).

Son usados como fungicidas en alimentos y
empaques. Se usan contra levaduras y
hongos como  Clostridium  botulium,
Staphylococcus aureus y Salmonella (Valle
Vega and Lucas Florentino 2000).

El sorbato de potasio se puede utilizar para
la conservacion de frijoles procesados, para
inhibir el crecimiento de hongos, levaduras y

Se consideran "GRAS", ya que se
biotransforman a CO2, agua y energia
(Valle Vega and Lucas Florentino 2000).
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algunas bacterias (De la Cruz Recinos
2010).

Acido acético

El &cido acético es producido debido a la

Se usa para controlar el desarrollo de

Este acido no es téxico en las

y acetatos capacidad de Acetobacter para oxidar el etanol a | bacterias y levaduras, y en menor grado de | concentraciones generalmente empleadas
acido acético (Badui 2006). hongos, en productos carnicos que se | (muy variables, pero no mayor de 3%). Sin
almacenan por corto tiempo (Badui 2006). embargo, a concentraciones muy elevadas
Comercialmente se obtiene por fermentacion del causa en humanos irritacion de ojos y de
azlcar, melazas o por sintesis quimica del | Se emplea en ensaladas, mayonesas, | las vias respiratorias (INSHT 2010)
acetaldehido (Villeda Moreno 2010). aderezos, salsas, encurtidos, carnes,
pescados y muchos otros (Badui 2006).
Sulfitos y | Los sulfitos agrupan compuestos muy | Ejercen una accién antimicrobiana en | A concentraciones bajas menores a 5 ppm

dioxido de
azufre

hidrosolubles en los que destacan los sulfitos de
sodio y de potasio (NaxSO3 y K2SO:3), los bisulfitos
(NaHSO3; y KHSO3) y los metabisulfitos (Na2S20s
y K3S20s5). El dioxido de azufre o anhidrido
sulfuroso (SO3), es un gas incoloro de fuerte olor
que se genera por la combustion del azufre.
Inhiben el oscurecimiento enzimatico y no
enzimatico en alimentos (Badui 2006).

hongos, levaduras y bacterias. Se suelen
utilizar en vinagre, vinos, cerveza, refrescos,
conservas de vegetales, encurtidos, carne
picada, legumbres, mariscos, congelados,
galletas, entre otros (Badui 2006).

se han descrito ligeras irritaciones y
molestias del tubo digestivo e inactivar a la
vitamina B. A dosis elevadas puede
provocar dolores de cabeza, nauseas,
vomitos y asma (INSHT (Instituto Nacional
de Seguridad e Higiene en el Trabajo)
2006).

Nitritos y | Se les emplean como sales de curacién en la | Inhiben el crecimiento de bacterias | El consumo excesivo produce cianosis en
nitratos elaboracion de embutidos, ya que permiten la | patdgenas como Clostridium botulinum, | los nifios debido a la metahemoglobina
formacion 'y estabilizacion del color rojo | contribuyen al desarrollo del aroma tipico de | sintetizada en la sangre. Por otra parte, en
caracteristico de la carne curada (Badui 2006). la camne curada y ejercen un efecto | sistemas modelo, se ha observado que
antioxidante, retardando el desarrollo de la | estos aditivos reaccionan con aminas
rancidez y evitando la aparicion de | secundarias y terciarias y producen
alteraciones de las caracteristicas | nitrosaminas, agentes considerados
sensoriales de las carnes curadas | mutagénicos y cancerigenos (Badui 2006).
(Ventanas et al. 2004).
Epoxidos Los epoxidos mas usados como conservadores, | Se usan en alimentos de baja humedad o

son los 6xidos de etileno y de propileno, los cuales
son bacteriostaticos y bactericidas. Al tratamiento
con epoxidos también se le llama “esterilizacion
en frio”, debido a que puede lograrse una
esterilizacion comercial del producto sin emplear
temperaturas elevadas (Badui 2006).

deshidratados, especias, condimentos,
entre otros. Su accion es muy amplia y
variada, ya que destruyen toda clase de
microorganismos, incluso esporas y virus
(Badui 2006).
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En el caso particular del procesamiento de frijoles preparados industrialmente, se
suelen utilizar métodos de conservacion como la esterilizacion y el empacado a
vacio, sin embargo de acuerdo con De la Cruz Recinos (2010) se puede
implementar el uso de sorbato de potasio como conservador para inhibir el
crecimiento de hongos, levaduras y algunas bacterias. Normalmente las dosis
recomendadas para sorbato de potasio varian en el rango de 200 ppm a 1000

ppm que es la maximo permitido (De la Cruz Recinos 2010).
3.6 Conservadores naturales

Ademas de los conservadores quimicos, los cuales son los mas empleados en la
industria alimentaria, existen muchos compuestos que igualmente restringen el
crecimiento microbiano mediante diferentes mecanismos. Algunos de ellos se
encuentran en forma natural en diversos productos, como aceites esenciales,

plantas y especias (Badui 2006).

Durante la busqueda de nuevos conservadores, se han encontrado agentes
antimicrobianos de origen natural, algunos de estos agentes antimicrobianos
naturales se obtienen principalmente de hierbas, plantas, y especias (Ximhai,
Nereyda, and Sauceda 2011), los cuales poseen una excelente actividad
antimicrobiana como el ajo, orégano, mostaza, canela, albahaca, tomillo, pimienta,
mejorana, chile, achiote, cebolla, cilantro, té, limén y naranja (Trujillo Hernandez
2015).

La busqueda de nuevos agentes antimicrobianos de plantas superiores ha sido de
gran interés en las ultimas décadas. Esta area de investigacién se enfrenta a
muchos problemas debido a diversas metodologias utilizadas en la preparacion de
extractos de plantas y ensayos antimicrobianos. La propiedad de solubilidad de los
metabolitos vegetales extraidos con solventes de diferente polaridad también
parece contribuir al resultado de los ensayos antimicrobianos empleados (Othman
et al. 2011).
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Los antimicrobianos alimentarios generalmente se clasifican en sustancias
tradicionales o naturales y sintéticas dependiendo de su origen. Los
antimicrobianos se llaman tradicionales cuando se han utilizado durante muchos
anos y muchos paises los aprueban para su inclusién en los alimentos. Aunque
muchos antimicrobianos sintéticos se encuentran naturalmente (acido benzoico en
arandanos, acido citrico en limones, acido malico en manzanas, acido tartarico en
uvas, etc.), la percepciéon de natural se ha vuelto importante para muchos

consumidores (Negi 2012).

La biopreservacion de los alimentos, se centra en la utilizacion de conservantes
naturales de fuentes como bacterias, hongos, plantas y animales, que tienen la
capacidad de garantizar la seguridad alimentaria debido a sus actividades
antimicrobianas ejercidas contra un amplio espectro de patégenos transmitidos por

los alimentos (Pisoschi et al. 2018).
Los sistemas antimicrobianos naturales pueden clasificarse por su origen:

1. Origen animal, los cuales incluyen proteinas, enzimas liticas tales como
lisozima, hidrolasas tales como lipasas y proteasas y polisacaridos como el

quitosan (Ximhai et al. 2011).

2. Origen vegetal, los cuales incluyen compuestos fendlicos (flavonoides y no
flavonoides), terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos organicos,
saponinas, tiosulfinatos y glucosinolatos (Pisoschi et al. 2018) provenientes de
cortezas, tallos, hojas, flores, acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas

producidas en plantas (Ximhai et al. 2011).

3. Origen microbiano, que incluye compuestos producidos por microorganismos
(Ximhai et al. 2011).
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En general, se ha demostrado que las plantas ejercen una mejor inhibicién sobre
bacterias Gram positivas que sobre bacterias Gram negativas. Las caracteristicas
antimicrobianas de productos derivados de planta, generalmente se acompafa de
la capacidad antioxidante, la cual es impartida por compuestos fendlicos como el
acido cafeico, flavonoides y glucésidos de flavona, cumarinas, terpenoides,
lignanos, polisacaridos, que completa los beneficios farmacolégicos de tales
extractos. Los extractos de plantas comestibles, hierbas y/o especias como el
orégano, canela, clavo de olor, citral, ajo, cilantro, perejil, romero, hierba de limon,
salvia y vainillina, se han empleado solos o combinados con otras técnicas de
conservacion para la preservacion de alimentos (Pisoschi et al. 2018). Algunos

ejemplos de agentes conservantes de origen natural se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Ejemplo de conservadores naturales utilizados en alimentos.

Conservador

Caracteristicas y propiedades

Usos

Aceites
esenciales

Los aceites esenciales son mezclas naturales de
hidrocarburos (terpenos), que contienen alcoholes,
aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos, ésteres,
lactonas y sustancias organicas que contienen azufre
como los sulfuros, disulfuros, trisulfuros. Se obtienen
principalmente de plantas por destilacion a vapor
(Pisoschi et al. 2018).

La susceptibilidad bacteriana a los aceites esenciales
aumenta con la reduccion del pH del alimento, ya que a
pH bajo aumenta la hidrofobicidad del aceite, lo que
permite que se disuelva mas facilmente en los lipidos
de la membrana celular de las bacterias (Negi 2012).

Algunos aceites esenciales de amplio espectro de
inhibicion usados en alimentos son: el timol presente en
tomillo y orégano; el aldehido cinamico de canela; el
eugenol de clavos, los cuales presentan actividad
inhibitoria a partir de un nivel de 5 g/g (Badui 2006).

Estos compuestos tienen una funcién mas prominente
como sabor/olor (“flavor”), que como bacteriostaticos,
bactericidas o antibidticos; sin embargo esta nueva
orientacion podria ampliar el uso de quimicos que
brinden una mayor seguridad al consumidor (Badui
2006).

Acidos
organicos

La inhibicion del crecimiento microbiano por acidos
organicos parece estar relacionado con el
mantenimiento del equilibrio acido-base, la donacién de
protones y la produccién de energia por las células. La
célula microbiana normalmente refleja este equilibrio
atendiendo al mantenimiento de un pH interno cercano
a la neutralidad (Ximhai et al. 2011).

Su principal efecto es en la ionizacién, disociacion y
permeabilidad de las membranas; inhiben al
funcionamiento normal del NADH (Badui 2006).

Algunos acidos organicos utilizados en la conservacion
de alimentos son: el acido citrico, el cual inhibe el
crecimiento de Salmonella y CI. Botulinum, el acido
succinico que disminuye la carga microbiana en pollos, el
acido malico que inhibe el desarrollo de levaduras, el
acido tartarico el cual es usado como regulador de la
acidez, el acido benzoico el cual inhibe el transporte del
azufre y la fosforilacion oxidativa en las bacterias, el
acido lactico que inhibe el desarrollo de las bacterias
esporuladas, pero no el crecimiento de hongos vy
levadura y el acido propionico el cual actua contra
hongos y bacterias (Badui 2006).

19

—
| —




Acidos
grasos

Los acidos grasos de cadena de 12 a 18 carbonos
tienen una accién por lo general poco especifica ya que
aparentemente actian a nivel de absorcién de
nutrimentos en la membrana microbiana y alterando su
permeabilidad (Badui 2006).

El acido laurico, miristico y palmitico actuan contra
bacterias; mientras que el acido caprico y laurico actian
contra levaduras (Badui 2006).

Oleuropeina

La oleuropeina es un potente antioxidante que ayuda a
reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares
porque inhibe la oxidacién de los lipidos en la sangre.
Se encuentra presente en la aceituna verde (Badui
2006).

La oleuropeina es activa contra L. plantarum,
Leuconostoc mesenteroides y hongos (Geotrichum
canclidum, Rhizopus sp) ademas puede inhibir la
produccion de aflatoxinas (Badui 2006).

Cafeina

La cafeina es un compuesto quimico que se encuentra
de forma natural en componentes vegetales como los
granos de cacao y café, las hojas de té, las bayas de
guarana y la nuez de cola, cuyo consumo se remonta a
muchos afos atras (European Food Safety Authority
2014).

Presenta actividad antimicética contra Aspergillus y
Penicillium a concentraciones de 1 mg/ml, disminuyendo
la produccién de micotoxinas como las aflatoxinas,
ocratoxina y esterigmatocistina, también afecta citrina y
patulina (Badui 2006).

Fitoalexinas

Son antimicrobianos sintetizados por las plantas ante
un dano fisico. Algunos ejemplos de fitoalexinas son:
kieritone, genesteina y otros isoflavonoides (Badui
2006).

La zanahoria presenta la fitoalexina 6-metoximellina la
cual inhibe hongos y bacterias. La faseolina presente en
chicharo es efectiva contra los hongos, pero no para las
bacterias (Badui 2006).
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3.7 Mecanismo de accién de los antimicrobianos naturales

La mayor parte de los antimicrobianos alimentarios solamente son bacteriostaticos
(sistemas de conservacion que impiden el desarrollo de gérmenes) o fungistaticos,
en lugar de bactericidas (sistemas de conservacion que destruyen los gérmenes) o
fungicidas, por lo que su efectividad sobre los alimentos es limitada. Por otra parte,
debido a que algunos microorganismos pueden no verse inhibidos o destruidos
por las dosis convencionales de antimicrobianos utilizados individualmente, puede
ser preferible utilizar una combinacién de ellos, ampliando asi el espectro de
cobertura en la preservacion de frutas o alimentos en general (Trujillo Hernandez
2015).

El mecanismo de accion para la actividad antimicrobiana de los conservantes
naturales no se conoce completamente, sin embargo, diferentes estudios han
demostrado la efectividad de estos para controlar o inhibir el crecimiento de
microorganismos patdégenos y de deterioro, ya que pueden causar la degradacion
de la pared celular, dafio a la membrana citoplasmica y proteinas de membrana,
filtracion de contenido intracelular, coagulacion del citoplasma, entre otros, los

cuales pueden causar la muerte celular (Negi 2012).

Los compuestos fendlicos derivados de plantas actuan alterando de la
permeabilidad de la membrana celular microbiana, lo que permite la pérdida de
biomoléculas del interior de las células (por ejemplo, ribosa y glutamato de sodio)
(Pisoschi et al. 2018). Las funciones de membrana afectadas estan relacionadas
con el transporte de electrones, la absorcion de nutrientes, la sintesis de proteinas

y acidos nucleicos, y la actividad enzimatica (Pisoschi et al. 2018).

Con respecto a la influencia de la estructura fendlica sobre la actividad
antimicrobiana, se ha demostrado que los grupos funcionales tales como los
grupos hidroxilo promueven la deslocalizacion de electrones y pueden actuar
como intercambiadores de protones, disminuyendo el gradiente de pH a través de
la membrana citoplasmica de las células bacterianas. Esto provoca el agotamiento
de la reserva de ATP y la muerte celular (Pisoschi et al. 2018).
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Los lipidos inactivan los microorganismos principalmente al alterar la membrana
celular bacteriana, dificultando la replicaciéon del ADN o inhibiendo otros objetivos
intracelulares. En un estudio realizado por Pisoschi et al en 2018 describieron que
los acidos grasos con cadenas largas de carbono tienen un efecto inhibidor mas
poderoso que los acidos grasos de cadena corta. Y que existe un mayor efecto
inhibidor en los acidos grasos insaturados que los acidos grasos saturados
(Pisoschi et al. 2018).

Se ha estudiado el mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos, y
aunque la membrana celular se considera un objetivo principal, estudios recientes
también han identificado objetivos intracelulares. Los péptidos antimicrobianos
adoptan estructuras anfipaticas, que interacttan con la membrana celular
microbiana. La ruptura de la membrana en algunos lugares da como resultado la
lixiviacion de biocomponentes celulares esenciales. La actividad antimicrobiana de
las bacteriocinas se basa en la generacion de poros en la membrana citoplasmica
del microorganismo objetivo. El resultado es la pérdida de componentes y iones

intracelulares de baja masa molecular (Pisoschi et al. 2018).

La eficacia de un compuesto antimicrobiano depende del tipo, género, especie y
cepa del microorganismo objetivo, ademas de los factores ambientales como el
pH, la actividad del agua, la temperatura, la composicién atmosférica y la carga
microbiana inicial del sustrato alimentario (Negi 2012). La naturaleza
antimicrobiana de la fitoquimica esta determinada por sus propiedades quimicas,
como el valor de pKa, las relaciones de hidrofobicidad / lipofilicidad, la solubilidad y
la volatilidad (Negi 2012). La temperatura de almacenamiento también puede
influir en la efectividad del antimicrobiano ya que la difusibilidad de los compuestos

esta relacionada con la temperatura (Negi 2012).

El pH y la polaridad son los factores mas destacados que influyen en la efectividad
de un alimento antimicrobiano. La polaridad esta relacionada tanto con la
ionizacion de la molécula como con la contribucion de cualquier grupo lateral de
alquilo o moléculas parentales hidrofobicas; por lo tanto, es muy importante

conocer las caracteristicas especificas del sistema alimentario que deben
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preservarse ya que una gran proporcion de lipidos podria limitar la efectividad de

algunos agentes antimicrobianos (Negi 2012).

En lo que respecta al uso de antimicrobianos naturales en los alimentos, la falta de
reproducibilidad de su actividad es uno de los principales obstaculos, a pesar de la
gran diversidad de compuestos que contienen. Las variaciones cualitativas y
cuantitativas en el contenido de fitoquimicos bioactivos en extractos de plantas

dan como resultado su efectividad variable (Negi 2012).
3.8 Antimicrobianos naturales empleados en alimentos

Las plantas comestibles, medicinales, herbales y sus correspondientes aceites
esenciales y subproductos como los hidrosoles, asi como los metabolitos
secundarios, son capaces de retrasar o inhibir el desarrollo de bacterias, levaduras
y mohos (Pisoschi et al. 2018). En |la Tabla 4 se presentan algunas aplicaciones

de antimicrobianos naturales utilizados en la preservacion de alimentos.

Los principales compuestos presentes en los aceites esenciales, que imparten
propiedades antimicrobianas de plantas, incluyendo hierbas y especias son
compuestos fendlicos (flavonoides y no flavonoides), terpenos, alcoholes alifaticos,
aldehidos, cetonas, acidos organicos, saponinas, tiosulfinatos, glucosinolatos
(Pisoschi et al. 2018).

Las actividades antimicrobianas de los extractos de plantas pueden residir en la
variedad de componentes fitoquimicos que contienen. La actividad antibacteriana
probablemente se deba a los efectos combinados de la adsorcidén de polifenoles a
las membranas bacterianas con disrupcidén de la membrana y la posterior filtracion
de contenido celular y la generacién de hidroperéxidos a partir de polifenoles. Los
extractos de plantas también mostraron actividad antifungica contra una amplia
gama de hongos, actividades antioxidantes e inhibieron la oxidacion de lipidos en

alimentos (Negi 2012).
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Las hierbas y las especias alimentarias se han utilizado tradicionalmente como

aditivos alimentarios en todo el mundo no solo para mejorar las caracteristicas

sensoriales de los alimentos, sino también para prolongar su vida util al reducir o

eliminar la supervivencia de las bacterias patdégenas, esto es debido a que las

hierbas y especias son ricas en compuestos fendlicos y, ademas de ejercer un

efecto antimicrobiano, pueden preservar los alimentos al reducir la oxidacion de

los lipidos ya que tienen una actividad antioxidante significativa (Negi 2012).

Tabla 4. Antimicrobianos naturales usados en la preservaciéon de alimentos.

Producto

Actividad

Uso

Cebolla

Contra bacterias Gram positivas
pertenecientes al género Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus,
Streptococcus, asi como bacterias
Gram negativas, como Salmonella
enteridis y cepas de E. coli.

La actividad contra levaduras y
antifungica se le ha atribuido a la
presencia de compuestos con
organosulfuro que inhiben el
crecimiento de levaduras y hongos,
tales como Candida albicans,
Aspergillus niger, Penicillum
cyclopium o Fusarium oxysporum.

Ingrediente en
alimentos procesados
o cocidos.

Retardar el deterioro
de los productos
carnicos.

Agente antibrowning
que evitan que las
verduras y frutas se
deterioren debido al
proceso posterior a la
cosecha.

Ajo fresco, ajo en polvo,
aceite de ajo.

Efectos antioxidantes y
antimicrobianos.

Conservacion de
productos carnicos.

Extracto de romero

Contra Campylobacter jejuni.

Carne de pollo.

Aceite esencial de canela
(Cinnamomum zeylanicum)

Propiedades antimicrobianas
contra la bacteria Escherichia coli y
Clostridium perfringens.

Salchicha cocida.

Aceites  esenciales de Actividad antimicrobiana contra Salchicha de pollo.
Ocimum basilicum y Listeria monocytogenes y

Origanum vulgare. Salmonella.

Aceites  esenciales de Efecto  antimicrobiano contra Salchichas secas
albahaca, laurel, pimienta Salmonella spp., Listeria curadas, pero con
negra, canela, comino, ajo, monocytogenes y limitaciones

limén, nuez moscada,
naranja, orégano, perejil,
romero, estragon y tomillo.

Staphylococcus aureus.

sensoriales.

Aceites  esenciales de
canela, orégano y tomillo.

- Actividad antimicrobiana contra:
coliformes totales, E.coli.

Carne y pescado.

Fuente: Pisoschi et al. 2018.
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3.9 Jamaica (Hibiscus sabdariffa)
3.9.1 Cultivo

Desde el punto de vista morfolégico, la Jamaica (H. sabdariffa) es una planta
arbustiva semilefiosa anual o bianual que pertenece a la familia Malvacea y
alcanza una altura entre uno y tres metros. Sus tallos son abundantes, muy
ramificados y de corteza roja, con hojas alternas de bordes irregulares aserrados.
Estas plantas son frecuentes en las regiones tropicales y subtropicales, y poseen

caliz de color verde o rojo (Ortega-Cid and Beltran Guerrero 2012).

A nivel internacional se distinguen seis variedades (diferenciadas por el color,
forma, apariencia y tamafio de la planta) destacandose: Sudan, china o morada,
roja, negra gigante, morada gigante y lo no acida (Ortega-Cid and Beltran
Guerrero 2012). En México, las principales variedades que se cultivan son: criolla
(variedad roja, larga), china, jerzy y Sudan (Ortega-Cid and Beltran Guerrero
2012).

Los calices frescos o secos de H. sabdariffa se utilizan en la preparacién de
bebidas a base de hierbas, bebidas frias y calientes, bebidas fermentadas, vino,
mermeladas, dulces en gelatina, helados, chocolates, aromatizantes, pudines y
pasteles. En Egipto, los calices carnosos se usan para hacer té de 'cacody' y
bebidas fermentadas, mientras que, en Sudan y Nigeria, los calices se hierven con
azucar para producir una bebida conocida como " Karkade " o "Zoborodo". En
México, esta bebida se llama Jamaica o " agua de Jamaica " o " té de Jamaica "
(Ortega-Cid and Beltran Guerrero 2012).

3.9.2 Produccién en México y el mundo

La flor de Jamaica en México se agrupa en el sector de especias y plantas
medicinales, siendo un cultivo no tradicional, el cual predomina en regiones con
clima calido seco. La produccion a nivel mundial lo encabeza china con el 27.76%
de la produccién, seguido de sudan (9.1%), Uganda (8.40%), Indonesia (6.23%),
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Malasia (5.53%) y en séptimo lugar se encuentra México con el 5.14% (Ortega-Cid
and Beltran Guerrero 2012).

En México, de acuerdo con lo reportado por la fundaciéon Produce de Guerrero en
2012, la principal produccion de Jamaica se centra en los estados de Guerrero con
el 77.52%, Oaxaca con el 12.61%, Michoacan con 3.60%, Nayarit con el 2.68%,
Puebla con el 1.89%, y el 1.7% restante se centra en los estados de Campeche,

Colima, Jalisco y Veracruz (Ortega-Cid and Beltran Guerrero 2012).
3.9.3 Uso en alimentos y medicinas locales y tradicionales

Hibiscus sabdariffa ha sido ampliamente utilizado en medicinas locales. En la
India, Africa y México, las infusiones de hojas o calices se utilizan tradicionalmente
por sus efectos diuréticos, colécticos, febrificos e hipotensivos, disminuyendo la
viscosidad de la sangre y estimulando el peristaltismo intestinal (Da-Costa-Rocha
et al. 2014).

En Egipto, las preparaciones de los célices se han usado para tratar
enfermedades cardiacas y nerviosas y también para aumentar la produccion de
orina (diuresis) (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

En el norte de Africa, los preparados de calices se utilizan para tratar el dolor de
garganta y la tos, asi como los problemas genitales, mientras que la pulpa de la
hoja emoliente se usa para tratar heridas y abscesos externos (Da Costa Rocha,
Bonnlaender, Sievers, Pischel, & Heinrich, 2014). En la medicina popular china, se
usa para tratar trastornos hepaticos y presion arterial alta (Da-Costa-Rocha et al.
2014).

Por otro lado, las hojas de H. sabdariffa se usan para forraje y fibra animal. Las
semillas se pueden usar para alimentar a las aves de corral, asi como a las ovejas
y el residuo de la extraccidon de aceite de las semillas también se puede usar para

alimentar ganado y polluelos (Da-Costa-Rocha et al. 2014).
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3.9.4 Composicion quimica y propiedades de
sabdariffa)

la Jamaica (Hibiscus

La composicion nutricional de los calices de Hibiscus frescas varia entre los

estudios, probablemente debido a las diferentes variedades genéticas,
ambientales, ecoldgicas y condiciones de cosecha de la planta (Ortega-Cid and
Beltran Guerrero 2012). En la tabla 5 y 6 se muestran la composicion quimica de

los calices y hojas de H. sabdariffa.

Tabla 5. Composicion quimica de los calices y hojas de H. sabdariffa.

Componente Céliz Hoja
(9/100g9) (9/100q9)
Proteina 1.9 3.3
Grasa 0.1 0.3
Carbohidratos 12.3 9.2
Fibra 2.3 -
Vitaminas C 0.014 -
3-caroteno 0.3 4.135
Calcio 0.00172 -
Foésforo - 0.214
Tiamina - 0.00045
Rivaflavina - 0.00045
Acido ascorbico | - 0.054
Hierro 0.057 0.0048
Potasio - -
Sodio - -

Fuente: Da-Costa-Rocha et al. 2014.

Respecto al contenido de aminoacidos, los calices de H. sabdariffa aportan la
mayoria de los aminoacidos esenciales, a excepcién del triptéfano, tal y como se

muestra en la tabla 6.
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Tabla 6. Contenido de aminoacidos (mg/g de materia seca) en los calices de H.

sabdariffa.

Aminoacidos Morton (1987) Glew et al (1997)

Acido aspartico 16.30 10.50
Acido glutamico 7.20 8.85
Prolina 5.60 5.82
Leucina 5.00 4.21
Lisina 3.90 2.77
Glicina 3.80 2.47
Valina 3.80 3.33
Alanina 3.70 3.46
Arginina 3.60 4.48
Serina 3.50 2.65
Isoleucina 3.00 2.70
Treonina 3.00 2.36
Tirosina 2.20 1.44
Histidina 1.50 1.19
Cisteina 1.30 0.87
Metionina 1.00 0.65
Fenilalanina 1.00 2.32

Fuente: Ortega-Cid and Beltran Guerrero 2012.

Los principales componentes que se encuentran en los calices de Hibiscus
sabdariffa son antocianinas en un 1.5 % (delfinidina-3- sambubidsido o hibiscina,
cianidina 3- sambubidsido, cianidina 3- monoglucdsido, delfinidina 3-
monoglucosido), acidos organicos en un 15-30% que estabilizan las antocianinas
(principalmente acido citrico, malico, protocatéquico, tartarico y ascoérbico),
polisacaridos mucilaginosos en un 50% (acidos urénicos en forma de sal y el resto
ramnosa, arabinosa y pequefias cantidades de glucosa, xilosa y manosa),
flavonoides (principalmente quercetina, gossipitrina, gosipetina, hibiscitrina y su
aglicona hibiscetina), saponinas (p-sitosterol-p-Dgalactopiranésido), fitosteroles (-
sitosterol, camposterol, ergosterol, estigmasterol), pectina y fibra (Castafieda and

Caceres 2014). Dichos componentes se describen a continuacion:
3.9.4.1 Acidos orgéanicos

Dentro de los acidos organicos presentes en los extractos de H. sabdariffa se

encuentra el acido citrico, acido hidroxicitrico, acido hibiscus, acidos malico y
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tartarico como compuestos principales, y acido oxalico y ascorbico como
compuestos menores. El acido hidroxicitrico, acido hibiscus y sus derivados son
los principales acidos organicos en las hojas y extractos de calices de H.
sabdariffa (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

3.9.4.2 Acido hidroxicitrico

El acido hidroxicitrico tiene un grupo hidroxilo adicional en el segundo carbono del
acido citrico (figura 1). El acido organico principal que se encuentra en los calices
de H. sabdariffa es el acido hidroxicitrico cuya estructura se muestra en la figura 2
(Da-Costa-Rocha et al. 2014).

HO OH
OH

Figura 1. Acido citrico (Da-Costa-Rocha et Figura 2. Acido Hidroxicitrico (Da-Costa-
al. 2014). Rocha et al. 2014).

3.9.4.3 Acido Hibiscus

El acido hibiscus (figura 3) es la forma de lactona del acido hidroxicitrico,
constituido de una parte de acido citrico con un grupo hidroxilo adicional en el

segundo carbono (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

Figura 3. Acido Hibiscus (Da-Costa-Rocha et al. 2014).
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3.9.4.4 Antocianinas

Las antocianinas son un grupo de derivados de flavonoides y pigmentos naturales
presentes en las flores secas de H. sabdariffa y su color varia dependiendo del
pH. Entre las antocianinas se encuentra la delfinidina y antocianinas basadas en
cianidina, como lo es la delfinidina-3-sambubidsido (hibiscina), cianidina-3-
sambubidsido (gosipicanina), cianidina-3,5-diglucésido, delfinidina (antocianidina)

entre otros (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

La primera antocianina que se aislé de los calices de H. sabdariffa fue la
"hibiscina" denominada delfinidina-3-sambubidsido. A partir de los pigmentos de

los calices de H. sabdariffa, se aislaron tres antocianinas diferentes las cuales son:

1) delfinidina-3-sambubidsido (hibiscina)
2) delfinidina-3-glucésido

3) cianidina-3-glucosido (crisantenina)

Las estructuras de estas tres antocianinas aisladas de H. sabdariffa se observan

en la figura 4.

Figura 4. Antocianinas presentes en H. sabdariffa (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

Cianidina-3-sambubiésido (R1=0H; R2=H; R3= sambubiosido)
Delfinidina-3-sambubiésido (R1=0H; R2=0H; R3= sambubi6sido)
Cianidina-3-glucosido (R1=0H; R2=H; R3=glucosa)

Delfinidina-3-glucdsido (R1=0H; R2=0H; R3=glucosa)
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Un estudio realizado por Khafaga et al (1980) utilizando cinco cepas diferentes de
H. sabdariffa reporté que el contenido de antocianinas presentes en los calices
oscila entre el 1.7% al 2.5% del peso seco en todas las cepas, entre las cuales se
encuentran la cianidin-3-sambubidsido y cianidin-3-glucésido como los principales

compuestos presentes en esta planta (Khafaga et al. 1980).

Del mismo modo, en un estudio realizado por Du & Francis (1973) reportaron que
la cantidad de antocianinas presente en lo calices de H. sabdariffa es de
aproximadamente 1.5 g por 100 g de peso seco, en términos de delfinidina-3-

sambubidsido (Du and Francis 1973).

3.9.45 Flavonoides

H. sabdariffa contienen polifenoles del tipo flavonol y flavanol en forma simple o
polimerizada. Dentro de los flavonoides que se han reportado en extractos de H.
sabdariffa, se encuentra la hibiscitrina (hibiscetin-3-glucdsido), sabdaritrina,
gosipitrina, y otros glucodsidos, quercetina y luteolina; asi como acido clorogénico,
acido protocatecuico, acido pelargonidico, eugenol, quercetina, luteolina y los

esteroles b-sitosterol y ergosterol (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

El extracto metandlico de los calices de H. sabdariffa contienen quercetina,
luteolina y su glucésido. Un estudio informé que la cantidad de quercetina
presente en los calices de H. sabdariffa en peso seco fue de 3.2 mg / g mientras
que la rutina (quercetina-3-rutindsido) fue de 2.1 mg / g (Alarcon-Alonso et al.
2012). La quercetina y sus glucdésidos conjugados (quercetina-3-glucésido), asi
como la rutina (quercetina-3-rutinésido (figura 5)) se identificaron con frecuencia
en los calices de H. sabdariffa en peso seco, junto con el kaempferol (Da-Costa-
Rocha et al. 2014).
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Figura 5. Quercetina-3-rutindsido (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

El extracto acuoso de las hojas secas de H. sabdariffa mostré la presencia de
catequina (4.25%) y acido elagico (28.20%), mientras que los célices de H.
sabdariffa en peso seco mostraron la presencia de acido protocatéquico (24.24%),
catequina (2.67%), gallocatequina (2.44%), acido cafeico (19.85%) y galato de
gallocatequina (27.98%) (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

El acido protocatéquico (PCA) es un acido fendlico importante presente en el
extracto de H. sabdariffa (Figura 6). Se aisl6 de los calices secos de H. sabdariffa
y se le asigno la estructura del acido 3,4-dihidrobenzoico (Da-Costa-Rocha et al.
2014).

COOH

OH

OH

Figura 6. Acido protocatéquico (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

El acido clorogénico es otro acido fendlico presente en extractos de hojas y calices
de H. sabdariffa y pertenece a una familia de ésteres formados entre ciertos
acidos trans-cinamicos (acido cafeico, acido ferulico y acido p-cumarico) y acido

quinico. En un estudio realizado por Alarcon- Alonso et al (2012), se informd que
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la cantidad de acido clorogénico en el extracto era de 2.7 mg / g (Alarcén-Alonso
et al. 2012).

3.9.46 Polisacéaridos

Los polisacaridos son otro grupo clave de compuestos presentes en grandes
cantidades en los calices secos de H. sabdariffa. En un estudio realizado por
Muéller and Franz en 1989, identificaron la presencia de los siguientes
compuestos en el extracto acuoso de H. sabdariffa en dos fracciones diferentes,
arabinosa, galactosa, glucosa, ramnosa y cantidades mas pequefias de acido

galacturonico, acido glucurénico, manosa y xilosa (Muller and Franz 1989).

El contenido de mucilago se determiné en los calices de cinco cepas de H.
sabdariffa, alcanzando el 24-28% en cepas de América Central y Egipto, pero solo
el 15% en una cepa india. El contenido de pectina solo representé 2-4% mientras
que los azucares alcanzaron un maximo de 3-5%. El mucilago y la pectina

consistian en 60-80% de acido anhidrourdnico (Da-Costa-Rocha et al. 2014).

3.9.4.7 Compuestos volatiles

Los compuestos volatiles son responsables del aroma de H. sabdariffa. En un
estudio realizado en 1992, se informaron mas de veinticinco compuestos volatiles
(que representan menos del 8% de la composicion total de semillas de H.
sabdariffa) en aceite de semilla de H. sabdariffa. Eran principalmente
hidrocarburos insaturados, alcoholes y aldehidos de C8 a C13 (Jirovetz et al.
1992). Posteriormente, se caracterizaron treinta y siete compuestos volatiles de
cinco grupos diferentes de los calices secos de H. sabdariffa. Estos compuestos
incluyen derivados de acidos grasos (como 2-etilfuran y hexanal), derivados de
azucar (furfural y 5-metil-2-furaldehido), derivados fendlicos (eugenol), terpenos
(como 1,4-cineol, limoneno) y varios compuestos (por ejemplo, acido acético) (Da-
Costa-Rocha et al. 2014).

En otro estudio realizado en 2011, se identificd el perfil volatil en cuatro extractos

acuosos de calices frescos y secos de H. sabdariffa, por medio de cromatografia
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de gases acoplado a masas (GC-MS). Se identificaron un total de treinta y dos
compuestos que se pueden dividir en cinco grupos quimicos: aldehidos (catorce
compuestos), alcoholes (diez compuestos), cetonas (cinco compuestos), terpenos

(dos compuestos) y acidos (un compuesto) (Ramirez-Rodriguez et al. 2011).

3.10 Propiedad antimicrobiana y antioxidante de los calices de

Jamaica (Hibiscus sabdariffa)

La propiedad antimicrobiana de la jamaica (H. sabdariffa) ha sido comparada con
la del ajo (Allium sativum L.) y el jengibre (Zingiber officinale Roscoe), en el
combate de especies bacterianas resistentes a antibiéticos en infecciones
urinarias como Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa, donde la jamaica demostr6 ser un potente
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de las especies bacterianas mediante
concentraciones de 25 hasta 200 mg/mL (Nahuatt et al. 2017).

En los calices de Hibiscus sabdariffa se han identificado una apreciable cantidad
de compuestos bioactivos, los cuales son componentes minoritarios de los
alimentos, considerados no nutrientes, parcialmente biodisponibles en el
organismo y que han demostrado tener diversos efectos positivos en la salud del
consumidor. Entre ellos se encuentran los polifenoles y carotenoides, los cuales
ejercen su principal accion biologica de antioxidantes y secuestradores de
radicales libres, mientras que los fitoesteroles inhiben la absorcion intestinal de

colesterol (Sayago- Ayerdi and Goni 2010).

Por otra parte, en los ultimos afios, el estudio de los antioxidantes ha recibido un
mayor interés debido a las acciones de éstos sobre los radicales libres y otros
agentes oxidantes en el cuerpo. Los radicales libres son especies quimicas con
uno o dos electrones no apareados en su orbital mas externo, que se pueden
crear de multiples maneras: exégena (por ejemplo, la radiacién ultravioleta) o
enddégena (Nahuatt et al. 2017).
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La actividad antioxidante asociada a los extractos acuosos de los calices de
jamaica se atribuye a los fenoles, de los que destacan las antocianinas y los
acidos fendlicos. De estos ultimos, el acido clorogénico y sus derivados son los
mas importantes (Nahuatt et al. 2017).

El contenido fendlico en Hibiscus sabdariffa, esta principalmente compuesto por
antocianinas como la delfindin—3-glucésido, sambubiosido y cianidin—3-
sambubidsido y otros flavonoides como el gosipetin hibiscetin y sus respectivos
glucésidos, asi como el acido protocateico. Todos ellos se caracterizan por

presentar actividad antioxidante (Sayago- Ayerdi and Goni 2010).
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4. Justificacion

El frijol es un alimento basico de la dieta de los mexicanos, se trata de un alimento
rico en fibra y proteinas, el cual se le ha considerado como alimento funcional. De
acuerdo con sus propiedades, se trata de un alimento muy susceptible al
deterioro, por tanto se deben de tomar las medidas necesarias de conservacion ya
que de lo contrario puede descomponerse en muy poco tiempo. Cabe mencionar
que en la actualidad el consumo de frijol en las zonas urbanas se trata de la
adquisicion de los frijoles industrializados o adquiridos de forma fresca en
establecimientos publicos como lo son cocinas economicas, tiendas, tiendas
autoservicios, entre otros. Las principales técnicas de conservacion aplicadas en
casa en frijoles preparados para incrementar su vida util son la congelacion y el
calentamiento, siendo el calentamiento el mas utilizado. Por otra parte a nivel
industrial se suelen utilizar como métodos de conservacion de frijoles preparados
el empacado a vacio, la esterilizacion y/o la adicidn de conservadores quimicos
como el sorbato de potasio, el cual inhibe el crecimiento de hongos, levaduras y
algunas bacterias. Sin embargo, la aplicacion del tratamiento térmico después de
la coccidén en los frijoles genera modificaciones en sus propiedades organolépticas
y nutricionales. Es por ello que en la actualidad, se ha acrecentado la demanda
del estudio de nuevas alternativas de conservacién que sean seguras y naturales
para su aplicacion en productos alimentarios, que ayuden a disminuir la aplicacion
meétodos de conservacion con procesamientos térmicos drasticos o el uso de
conservadores quimicos en los alimentos. Una de estas alternativas se ve descrita
en este proyecto, el cual pretende promover la aplicacion de extractos de jamaica

como agentes antimicrobianos para prolongar la vida util de frijoles preparados.
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5. Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano de extracto metandlico, acetdnico, etanolico y
acuoso de H. sabdariffa ante el desarrollo de microorganismos patégenos y

deterioradores de frijol, y su aplicacién como conservadores en frijoles preparados.

6. Objetivos especificos

e Aislar y caracterizar la microbiota deterioradora de los frijoles.

e Obtener los extractos metandlico, etandlico, aceténico y acuoso de H.
sabdariffa.

e Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de los extractos de H. sabdariffa
sobre el desarrollo de microorganismos patégenos.

e Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de los extractos de H. sabdariffa
sobre el desarrollo de microorganismos deterioradores de los frijoles
preparados.

e Determinar el efecto de los extractos de H. sabdariffa en la vida util de

frijoles preparados.
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7. Metodologia

7.1 Muestra
Se obtuvieron 3 muestras de frijoles cocidos en una cocina econémica ubicada en
el fraccionamiento Villas del Alamo, Mineral de la Reforma, Hidalgo, utilizando

recipientes desechables de 500 mL en condiciones asépticas.

7.2 Obtencion de cepas deterioradoras de frijoles y cepas patdégenas

Para la obtencion de las bacterias deterioradoras se colocé una muestra de frijoles
en incubacion a 37 °C por 24 h, transcurrido este tiempo se tomd una asada de la
muestra de frijol y se sembrd sobre placas Petri con agar métodos estandar

mediante la técnica de estria cruzada, con la finalidad de aislar las cepas.

Para el caso de las cepas patdgenas, se utilizaron cepas de coleccion del
laboratorio de microbiologia de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo,
las cuales fueron Salmonella typhimurium ATCC 14020, Escherichia coli ATCC
25922, Listeria monocytogenes ATCC 19115 y Staphylococcus aureus ATCC
25923.

7.3 Caracterizacion de las dos cepas de bacterias deterioradoras aisladas

de frijol

Para la caracterizacién de las bacterias deterioradoras se realizdé una tincién de
Gram, primero se realizdé un frotis, tomando una colonia de la bacteria a analizar
colocandose sobre un portaobjetos. Posteriormente se adicion6é una gota de agua
destilada y se froté hasta que secd, después se realizd una tincion de Gram y se

prosiguio a la observacion del frotis al microscopio (Lopez et al. 2014).

Para la realizacion de las pruebas bioquimicas, primero se reactivaron las dos
cepas deterioradoras aisladas de frijoles en caldo soya ftripticaseina,
posteriormente se realizd la siembra de ellas en cajas Petri con agar bilis rojo
violeta, agar de eosina y azul de metileno y agar Mac Conkey mediante la técnica

de estria cruzada y por duplicado; y por ultimo se incubaron a 37 °C por 24 h.
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Posteriormente se prepararon tubos inclinados con 3 mL de agar hierro y triple
azucar (TSI), agar citrato de Simmons y agar de hierro y lisina (LIA) y en cada uno
de ellos se sembraron las cepas aisladas en las cajas Petri con agar bilis rojo
violeta, agar de eosina y azul de metileno y agar Mac Conkey, por duplicado,
siguiendo la técnica de estria en la superficie y una picadura vertical y profunda en
el centro del tubo como lo marcan las fichas técnicas de estos medios de cultivo.
Por ultimo, se incubaron los tubos a 37 °C por 24 h, transcurrido este tiempo se

observaron los cambios presentes en los medios de cultivo (MacFaddin 2003).

7.4 Obtencion de extractos de Hibiscus Sabdariffa

Para la obtencién de los extractos, se colocé en un matraz Erlenmeyer con tapén
de rosca, 80 gr de H. sabdariffa y 800 mL de cada uno de los solventes (metanol,
etanol y acetona) respectivamente. Los matraces fueron almacenados a
temperatura ambiente durante 7 dias con agitacion manual (cada 24 horas) (Cruz-
Galvez et al. 2013). Para el caso del extracto acuoso, se colocé en un matraz
Erlenmeyer en una proporcion de 1:10 p/v de H. sabdariffa y agua destilada y se

llevé a ebullicidon por 20 min (Cruz-Galvez et al. 2013).

Transcurrido el tiempo de la maceracion, los extractos se obtuvieron con ayuda de
un evaporador rotatorio (BUCHI MODE, Suiza) a 40 °C y 200 rpm, con el objeto de

separar el solvente de los extractos.

7.5 Preparacion de soluciéon de los extractos Hibiscus sabdariffa

Una vez obtenidos los extractos, se prepar6 una solucién de estos al 2% y 10% en
agua destilada adicionados con tween 80 al 20% y se llevaron a esterilizacién a
121 °C por 15 min (Cruz-Galvez et al. 2013).

7.6 Actividad antimicrobiana

Primero se activaron las cepas de los microorganismos tanto los deterioradores
como los patégenos (S. typhimurium, E. coli, S. aureus, L. monocytogenes), en

caldo soya tripticaseina. Posteriormente, se adicionaron 100 pyL de la cepa
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reactivada sobre cajas Petri con agar métodos estandar mediante la técnica de
extension en placa, posteriormente se dividio la placa en tres partes y en cada una
de ellas se colocé un pequefio disco de papel filtro sobre el cual se adicionaron 10
ML de cada una de las soluciones de los extractos (Cruz-Galvez et al. 2013). Cada

uno de los extractos fue evaluado por duplicado.

Posteriormente se incubaron las cajas Petri a 37 °C por 24 h. Transcurrido este
tiempo de incubacion, se observo el efecto de los extractos mediante halos de
inhibiciéon y se midié su diametro con ayuda de un vernier (Cruz-Galvez et al.
2013).

7.7 Evaluacién del deterioro de frijoles adicionados con extracto
aceténico al 2% y 10% de Hibiscus sabdariffa, evaluado durante 72
horas a 37°C

Para la evaluacion del deterioro de los frijoles cocidos, se prepararon tres
muestras de 150 g de frijoles cocidos, y se colocaron en bolsas de sellado facil, a
dos de ellas se les adicionaron los extractos acetonico de H. sabdariffa al 2% y
10% respecto al peso de la muestra, la tercera muestra no contenia ningun
extracto y se tom6 como muestra control. Una vez inoculadas las muestras con los
extractos de H. sabdariffa se llevaron a incubacion por 72 h a 37 °C; se tomaron 3
muestras de los frijoles a las 24, 48 y 72 h de incubacion y se realizaron ocho
diluciones decimales de cada muestra, tomando 1 mL del caldo de los frijoles y
adicionandolo a un tubo de ensayo con 9 mL de agua peptonada al 1%. Una vez
realizadas las diluciones, se sembraron las diluciones 7 y 8 en agar métodos
estandar, siguiendo la técnica de vaciado en placa, posteriormente se llevaron a
incubacion por 24 h 37 °C, y, por ultimo, transcurridas las 24 h se realizé el conteo

de colonias.

7.8 Efecto del extracto acetonico al 10% sobre la vida util de frijoles

refritos almacenados a temperatura ambiente

Se prepard una muestra de frijoles refritos colocando 100 g de frijoles cocidos en

una cacerola con 5 mL de aceite y se dejaron a coccion por 3 min, de estos se
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tomaron cinco muestras de 2 g cada una y se colocaron en bolsas Whirl pak® en
condiciones estériles, posteriormente se les adicion6 0.2 g del extracto aceténico
(10%), se sellaron las bolsas y se almacenaron a temperatura ambiente. Cada una
de las muestras se analizé a las 0, 8, 24, 48 y 72 h. Para el analisis microbioldgico
a cada una de las muestras se le adicioné 18 mL de peptona de caseina al 1%, la
muestra de las 0 y 8 h de almacenamiento se sembré de forma directa sin realizar
diluciones, el resto de las muestras se les realiz6 tres diluciones y se sembro la
tercera dilucién por triplicado mediante la técnica de vaciado en placa, colocando 1
mL de la muestra dentro de la caja Petri y adicionando 20 mL de agar métodos
estandar. Todas las muestras fueron incubadas por 24 h a 37°C, transcurrido este

tiempo, se realizo el conteo de las cepas que crecieron.

7.9 Estudio estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con un analisis de
varianza de una sola via y la comparacion de medias por la prueba de Tukey con
un nivel de significancia de (P=0.05). Se utilizé el programa estadistico XLSTAT
2018.
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8. Resultados y discusién

8.1 Aislamiento y caracterizacion de cepas deterioradoras de frijoles
Para este estudio, primero se llevo a cabo el aislamiento y caracterizacion de las
cepas deterioradoras de frijol, en la cual se encontraron dos tipos de cepas de
bacterias, una de ellas de color blanco, la cual para fines de este estudio se
codificd como B1 y la otra cepa incolora y cristalina codificada como C1 (figura 7 y

8 respectivamente).

Figura 7. Cepa blanca (B1). Figura 8. Cepa cristalina (C1).

Posteriormente se realizé la caracterizacién de las bacterias deterioradoras de
frijoles mediante la técnica de tincion de Gram, obteniendo como resultado la
presencia de bacterias Gram negativas con forma de cocos y bacilos aglomerados
en ambas cepas (B1 y C1). Dichas bacterias poseen una pared celular la cual esta
constituida por una capa fina de peptidoglicano y una membrana celular externa,
cuyo componente estructural unico son los lipopolisacaridos, por lo tanto no son
capaces de retener el cristal-violeta después de la decoloracion y son tefidas de

rojo con safranina (Lopez et al. 2014).

Posteriormente se realiz6 la identificacion de las dos cepas de bacterias aisladas
de frijol, por medio de tres medios de cultivo selectivos (Agar Bilis Rojo Violeta,
Agar de eosina y azul de metileno (E.M.B.) y Agar Mac Conkey). En la tabla 7 se

muestra el resultado del crecimiento de las dos cepas evaluadas en estos medios
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de cultivo selectivos, con la finalidad de conocer qué tipo de bacterias estan

involucradas en el deterioro de frijol.

La primera prueba fue en el medio de cultivo bilis rojo violeta, el cual se trata de

un medio selectivo utilizado para el recuento de coliformes en alimentos,

productos lacteos y otros materiales de importancia sanitaria (Britania 2010). Para

el caso de la cepa B1, se aprecio el crecimiento de colonias cremosas de color

rosa tenue, como se indica en la tabla 7. Para el caso de la cepa C1, se observo el

crecimiento de cepas cremosas, con centro color naranja y con un cambio de color

del medio de cultivo, el cual se a la presencia de bacterias fermentadoras de

lactosa, las cuales acidifican el medio y esto produce un viraje del indicador de pH

(rojo neutro) al color rojo intenso, debido a esto, se observan como colonias de

color rojo purpura, rodeadas generalmente, de una zona rojiza de bilis precipitada
(Britania 2010).

Tabla 7. Aislamiento de las cepas deterioradoras de frijoles en medios selectivos.

Agar Color [ Cepablanca Cepa cristalina
del
medio | 1 2 1 2
Agar Rojo Crecimiento Crecimiento Crecimiento  de | Crecimiento  de
Rojo claro de cepas | de cepas | cepas cremosas, | cepas cremosas,
Violeta cremosas, cremosas, con centro de|con centro de
Bilis color rosa | color rosa | color naranja y el | color naranja y el
tenue. tenue. agar cambio de | agar cambio de
color  a rosa|color a rosa
mexicano. mexicano.
Agar Café Crecimiento Crecimiento Crecimiento  de | Crecimiento  de
Eosina vy | oscuro | de colonias de | de colonias de | colonias de color | colonias de color
Azul de color  verde | color verde | verde esmeralda | verde esmeralda
Metileno esmeralda esmeralda y centro negro. y centro negro.
(EMB) con brillo | con brillo
metalico. metalico.
Agar Mc | Rojo Crecimiento Crecimiento Crecimiento  de | Crecimiento  de
Conkey de colonias de | de colonias de | colonias de color | colonias de color
color morado | color morado | morado y con | morado vy con
y con |y con | apariencia apariencia
apariencia apariencia cremosa y | cremosa y
cremosa. cremosa. presencia de | presencia de
decoloracion del | decoloracion del
medio de rojo a | medio de rojo a
amarillo. amarillo.
[ )




Por otra parte, el medio de cultivo eosina y azul de metileno (EMB) es un medio
utilizado para el aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido
desarrollo y escasas exigencias nutricionales a partir de muestras clinicas,
alimentos y otros materiales de importancia sanitaria (Britania 2015a). Dentro de
los resultados obtenidos con este medio de cultivo, se observé que la cepa B1
presentd el crecimiento de colonias color verde esmeralda con brillo metalico. Del
mismo modo, la cepa C1 presentd un crecimiento de colonias de color verde
esmeralda brillante con un centro negro, tipica de bacterias como E. coli (Britania
2015a). Esto es debido a que el agar EMB permite el desarrollo de especies de la
familia Enterobacteriaceae, ya que combina las formulas de Holt-Harris y Teague
con la de Levine (Holt-Harris and Oscar Teague 1916), para obtener un mejor
rendimiento en el aislamiento selectivo de enterobacterias. La diferenciacién entre
organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son
incapaces de hacerlo esta dada por los indicadores eosina y azul de metileno;
éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram

positivas (Britania 2015a).

El medio de cultivo Mac Conkey es un medio utilizado para el aislamiento de
bacilos Gram negativos de facil desarrollo, aerobios facultativos a partir de
muestras clinicas, agua y alimentos (Britania Lab. 2008). En este caso, para la
cepa B1 se observd el crecimiento de colonias color moradas con apariencia
cremosa, tal como se muestra en la tabla 7. En el caso de la cepa C1, se observd
el desarrollo de colonias color morado con apariencia cremosa y con una
decoloracion del medio de cultivo a color amarillo, lo cual, es debido a la
fermentacién de la lactosa por los microorganismos, lo que ocasiona que
disminuya el pH alrededor de la colonia y exista un vire del color del indicador de
pH (rojo neutro), la absorcidén en las colonias, y la precipitacion de las sales
biliares y por el contario los microorganismos que no fermentan la lactosa

desarrollan colonias incoloras (Britania Lab. 2008).

Por otra parte, en la tabla 8 se observan los resultados de las pruebas bioquimicas

realizadas a las cepas de bacterias obtenidas del crecimiento en los medios
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selectivos utilizados (Agar Bilis Rojo Violeta, Agar de eosina y azul de metileno
(E.M.B.) y Agar Mac Conkey). El primer medio de cultivo utilizado para las pruebas
bioquimicas fue Citrato de Simmons, el cual es un medio utilizado para la
diferenciacién de Enterobacterias en base a su capacidad para utilizar el citrato
como unica fuente de carbono y energia, y la consiguiente produccion de
alcalinidad (Britania 2015b) . Para este medio se obtuvo como resultado un
cambio de coloracion del medio de cultivo de un color verde a color azul en las
cepas aisladas del medio de cultivo EMB, Agar Bilis Rojo Violeta, y Mac Conkey,
provenientes de la cepa B1 y la cepa C1 aisladas de frijol, tal como se muestra en
la tabla 8, este resultado se trata de un crecimiento positivo, el cual se debe al
desarrollo de microorganismos capaces de utilizar citrato como unica fuente de
carbono, lo cual se representa con un crecimiento bacteriano en el medio de
cultivo y un intenso color azul en el pico de la flauta, esto es debido a que el
método de accion del medio, se fundamenta en que los microorganismos utilizan
las sales de amonio como unica fuente de nitrégeno y el citrato como unica fuente
de carbono y a la presencia de azul de bromotimol que funciona como indicador
de pH, el cual vira a azul en medio alcalino (Britania 2015b). El desdoblamiento del
citrato genera progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia
de un medio alcalino, da origen a acidos organicos que, al ser utilizados como
fuente de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. EI medio
entonces vira a azul y esto es indicativo de la produccion de citrato permeasa
(Britania 2015b).

En el caso de las cepas aisladas del agar bilis rojo violeta provenientes de la cepa
C1, no presentaron cambio de coloracién en uno de los tubos, esto indica un
crecimiento negativo, el cual consiste en no presentar cambio de coloracion del
medio (Britania 2015b).

Por otra parte, el medio de cultivo LIA es un medio de cultivo ampliamente
utiizado para la diferenciacion de bacilos Gram negativos entéricos, con
capacidad de fermentacion de lactosa, sobre la base de la produccion de H,S y la

actividad de la enzima Lisina decarboxilasa (Valtek S.A. 2009). De acuerdo con los
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datos observados en la tabla 8, para el medio de cultivo agar de hierro y lisina
(LIA), se observd que los tubos que contenian tanto a las cepas B1 como las
cepas C1 provenientes de los medios de cultivo agar eosina y azul de metileno,
agar rojo violeta bilis y agar Mac Conkey, presentaron un cambio de color del
medio LIA, observandose una coloracion entre café y morado, lo cual se debe a la
actividad de la enzima lisina decarboxilasa, la cual se manifiesta mediante un
viraje hacia el color purpura en todo el medio de cultivo, o bien como medio de
cultivo sin cambio (neutro) en la columna de agar, en tanto que la ausencia de
esta enzima produce un viraje hacia el color amarillo en la columna y neutro en la
zona inclinada (Valtek S.A. 2009).

Asi también, en cada uno de los seis tubos se presentd una prueba negativa en
cuanto a la produccién de H,S, ya que en ninguno de ellos hubo la presencia de
una coloracién negra, la cual esta dada por el citrato de amonio férrico y el
tiosulfato de sodio, los cuales actuan como marcadores de la produccion de H,S
produciendo sulfuro de hierro el cual presenta un color negro en el tubo (Valtek
S.A. 2009).

El medio de cultivo agar de hierro y triple azucar (TSI) es un medio utilizado para
la diferenciacion de Enterobacteriaceae basado en la produccion de sulfuro de
hidrogeno y a la fermentacion de lactosa, sacarosa y dextrosa (Mast Group 2016) .
El agar triple azucar hierro contiene tres carbohidratos (glucosa, lactosa y
sacarosa), cuando dichos carbohidratos se fermentan, la produccién resultante de
acido es detectada por el indicador rojo fenol. Se producen cambios de color:
amarillo para la produccién de acido y rojo para la alcalinizacion. Dado que la
lactosa y la sacarosa se encuentran presentes en concentraciones mucho mas
elevadas que la glucosa, la formacion de acido en la base del tubo se debe a
dichos azucares, mientras que la formaciéon de acido a partir de la glucosa es
suprimida por la rapida oxidacion de una pequena cantidad de acido en el area
inclinada del tubo, lo que genera una reaccion de pH neutro o alcalino cuando se
fermenta solo glucosa (Becton Dickinson 2003).
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Como se puede observar en la tabla 8, para el medio de cultivo agar de hierro y
triple azucar (TSl), se observd que en los tubos que contenian tanto a la cepa B1
provenientes de los medios de cultivo agar eosina y azul de metileno y agar rojo
violeta bilis y en los tubos que contenian a la cepa C1 provenientes de los medios
de cultivo agar eosina y azul de metileno y agar Mac Conkey, no presentaron
cambio de coloracion del medio TSI, conservando una coloracion amarilla en todo
el tubo, con crecimiento de cepas color amarillo sobre la superficie de estos. De
acuerdo con la ficha técnica del medio de cultivo, se trata de una reaccién en la
inclinacién de la cepa acida (amarillo/amarillo), indicando la fermentacién de
dextrosa, lactosa y sacarosa (Mast Group 2016). Por otra parte, en el tubo con
agar TSI que contenia a la cepa B1 y el tubo que contenia a la cepa C1, ambas
provenientes del agar rojo violeta bilis, se observé un cambio de coloracion en la
flauta de la inclinacion, observandose una coloracion rojiza, mientras que la base
del tubo se conservé de color amarillo. Esto se trata de una reaccién alcalina en la
inclinaciéon de la cepa acida (rojo/amarillo), indicando solo la fermentacién de
dextrosa (Mast Group 2016). Por otra parte, cabe mencionar que en los seis tubos
que contenian tanto a la cepa B1 como a la cepa C1, se observo un deslizamiento
del medio de cultivo, lo que indica la produccién de gas, pero en ninguno se

observo la produccion de sulfuro de hidrégeno.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede observar la presencia de
bacterias Gram negativas, con forma de bacilos y fermentadores de lactosa, por
otra parte de acuerdo con las especificaciones de los medios de cultivo utilizados
en este estudio se trata de bacterias pertenecientes al grupo de las
enterobacterias, principalmente de coliformes, los cuales son un grupo de
bacterias Gram negativas, aerobias y anaerobias facultativas, no formadoras de
esporas, fermentadoras de la lactosa a 37 °C en 48 horas, que poseen la enzima
B-galactosidasa, son oxidasa negativas y su forma celular es de bacilos cortos. Se
les suele denominar microorganismos indicadores de la calidad microbiana de los
alimentos o indicadores de la durabilidad de los mismos (Environment Agency
2002).
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Tabla 8. Pruebas bioquimicas aplicadas a las cepas aisladas de los medios

selectivos.
Cepa Agar Citrato de | Agar de Hierro lisina [ Agar Hierro y triple azlcar
Simmons (LIA) (TSI)
Coloracion | Coloracién | Coloracion | Coloracion Coloracion | Coloracion final del
inicial del | final del | inicial del | final del | inicial del | medio
medio medio medio medio medio
Cepa Verde Azul Café rojizo | Café/morado | Amarillo Amairillo con
Bl bandera desplazamiento del
aislada medio
del Azul Café/morado Amarillo con
Agar desplazamiento del
EMB medio
Cepa Verde Azul Café rojizo | Café/morado | Amarillo Amairillo con
Bl bandera desplazamiento del
aislada medio
del Verde con Café/morado Amarillo con
Agar una ligera coloracion rojiza en
Bilis coloracion el pico del agar
Rojo azul
Violeta
Cepa Verde Azul Café Café/morado | Amarillo Amairillo con
Bl bandera rojizo desplazamiento del
aislada medio
del Verde con Café/morado Amarillo con
Agar una ligera desplazamiento del
Mc coloracion medio
Conkey azul
Cepa Verde Azul Café rojizo | Café/morado | Amarillo Amairillo
C1 bandera Azul Café/morado Amarillo con
aislada desplazamiento del
del medio
agar
EMB
Cepa Verde Azul Café rojizo | Café/morado | Amarillo Amairillo
C1 bandera Verde Café/morado Amarillo con
aislada coloracion rojiza en
del el pico del agar
Agar
Bilis
Rojo
Violeta
Cepa Verde Azul Café rojizo | Café/morado | Amarillo Amairillo
C1 bandera Azul  con Café/morado Amarillo con
aislada una desplazamiento del
del coloracioén medio
Agar ligeramente
Mc verde
Conkey
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Al igual que en este trabajo, en un estudio realizado por Orozco Estrada et al en
2007, se determind la presencia de microorganismos mesofilos, hongos,
levaduras, coliformes, S. aureus y Salmonella en 41 muestras de tres diferentes
alimentos preparados, como son; arroz cocido (11 muestras), frijoles cocidos (16
muestras) y salsa roja (14 muestras), los cuales se almacenaron a temperatura
ambiente. De los tres alimentos analizados, el de mayor carga microbiana fue el
frijol, presentando valores mas altos en bacterias mesofilas, salmonella y

coliformes (Orozco Estrada E. et al. 2007).

Sin embargo, no se debe olvidar que los frijoles refritos han recibido un
tratamiento térmico durante su preparacion, por lo tanto, la descomposicion de los
alimentos que han sido tratados con calor, es posible que se deba a la
sobrevivencia de ciertos microorganismos termoresistentes, o bien, que otros
entren en ellos después del calentamiento, como es el caso de las enterobacterias
como los coliformes y coliformes fecales (Bibek and Arun 2010). O bien, la
descomposicién de los alimentos tratados térmicamente, se puede deber a
enzimas microbianas estables al calor, procedentes de microorganismos

presentes en el alimento antes del tratamiento térmico (Bibek and Arun 2010).

8.2 Evaluacion de los extractos de Hibiscus sabdariffa frente a bacterias
patdégenas

En la tabla 9 se observan los halos de inhibicion obtenidos durante la evaluacién
de los cuatro extractos de H. sabdariffa a una concentracion del 2% frente a S.
typhimurium, E. coli, S. aureus y L. monocytogenes, observandose mayor efecto
inhibitorio para el extracto acetonico, el cual presenté un halo de inhibicion de
21.84+0.36 mm para S. typhimurium, 23.42+1.11 mm para E. coli, 24.72+0.81 mm
para S. aureus y un halo de inhibicion 24.42+2.83 mm para L. monocytogenes,
seguido del extracto metandlico, el cual presentd halos de inhibicion de
15.89+£1.54, 13.97+0.07, 13.99+2.62 y 12.31+£3.50 mm respectivamente, mientras
que el extracto acuoso fue quien presentd menor inhibicion para las cuatro cepas

de bacterias patdgenas evaluadas.
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Cabe mencionar que no se realizé algun estudio de inhibicién con los solventes
utilizados para la obtencién de los extractos de H. sabdariffa, sin embargo, de
acuerdo a un estudio realizado por Suarez Semour en 1979 se puede inferir que el
meétodo utilizado para la eliminacidén de los solventes de la matriz de los extractos
fue un método eficiente. En dicho estudio, se evalud el efecto antimicrobiano de
diferentes alcoholes ante el desarrollo de E. coli y S. aureus, entre ellos el alcohol
etilico y el alcohol metilico, cada ensayo partié de una concentracion inicial de 9
Log UFC de cada microorganismo y se evalué el efecto de los diferentes alcoholes
primarios a diferentes concentraciones en un tiempo de 15 min. Para el caso del
etanol se observd una reduccion total de E. coli con una concentracion de 4 M de
etanol y una reducciéon maxima de 3 Log UFC de S. aureus a una concentracion
de 7 M del etanol. Por otra parte para el metanol, se alcanz6é una reduccion
maxima de 5 log UFC para E.coli a una concentracion de 9 M del metanol,
mientras que para S. aureus se redujeron 3 Log UFC a una concentracion de 9 M,
observandose mayor efecto inhibitorio con el alcohol etilico que con el alcohol

metilico (Suarez Semour 1979).

Por otra parte, cabe mencionar que para la obtencion de los extractos de H.
sabdariffa se usaron los solventes grado reactivo y no soluciones de ellos, ademas
de que de los cuatro solventes utilizados para la obtencion de los extractos de H.
sabdariffa el de mayor efecto antimicrobiano es el etanol, por tanto si existiera
solvente en los extractos, el efecto mostrado ante los microorganismos evaluados
durante este estudio hubiese sido mayor para el extracto etandlico o al menos
mayor que el extracto metandlico y el extracto acuoso, pero como se puede
observar en la tabla 9, tanto el extracto metandlico como el etandlico presentaron
halos de inhibicion muy similares, por tanto podemos inferir que el método de
eliminacion de solvente en los extractos H. sabdariffa fue eficiente, y que la accion
antimicrobiana observada en este estudio se debe al extracto y no a la presencia

de solvente en el extracto de H. sabdariffa.

50

——
| —



Tabla 9. Halos de inhibicidon de los extractos de H. sabdariffa al 2% frente a

bacterias patogenas.

Extracto/ Acetdnico Etandlico Metanélico Acuoso
microorganismo (mm) (mm) (mm) (mm)

S. typhimurium 21.84+0.362 12.27+0.91° 15.89+1.54°  8.81+0.43°
E. coli 23.42+1.112  12.05+1.89°  13.97+0.07° 10.39+£1.09°
S. aureus 24.72+0.812  13.04+3.51° 13.99+2.62° 10.09+1.45°
L. monocytogenes  24.42+2.832  12.31+0.32° 12.31+3.50° 10.39+1.90°

a,b,c . . . . . . L e L
valores con letras diferentes en la misma fila por patégeno expresan diferencias significativas

con a=0.05, prueba de Tukey.

La actividad antimicrobiana de extractos de H. sabdariffa ha sido comparada con
las del ajo (Allium sativum L.) y el jengibre (Zingiber officinale Roscoe), ante el
desarrollo de especies de bacterianas resistentes a antibiéticos como E. coli, K.
pneumonia, S. aureus y P. aeruginosa, donde H. sabdariffa demostré ser un
potente antimicrobiano que inhibe el crecimiento de las especies bacterianas

mediante concentraciones de 25 hasta 200 mg/mL (Nahuatt et al. 2017).

Al igual que en este estudio, recientemente se ha demostrado el efecto
antimicrobiano de los calices de H. sabdariffa ante microorganismos patégenos.
Jaroni y Ravishankar (2012) reportaron que los calices de jamaica tienen efecto
antimicrobiano sobre bacterias patégenas (Nahuatt et al. 2017). Del mismo modo
Rangel-Vargas et al (2017) compararon el efecto antimicrobiano de extractos de
calices de jamaica en agua, acetato de etilo, metanol y acetona contra
desinfectantes de uso comun en la industria y los hogares mexicanos, como la
plata coloidal, acido acético e hipoclorito de sodio, los cuales se experimentaron
contra S. typhimurium, S. typhi y S. montevideo aisladas de cilantro, los cuales
presentaban resistencia a antibiéticos como amoxicilina, ampicilina, kanamicina,
neomicina, entre otros. Los extractos de jamaica fueron mas efectivos: redujeron
en promedio de 2 a 2.5 log UFC en relacion a la reduccion de los desinfectantes
de uso comun (aproximadamente 1 log UFC) (Rangel-Vargas et al. 2017).

Por otra parte, Gutiérrez-Alcantara et al (2016), efecto

antimicrobiano de los extractos acuoso, acetdnico, metandlico y acetato de etilo de

comprobaron el
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H. sabdariffa frente a cepas de Salmonella resistentes a antibidticos aisladas de
zanahorias y comparando su efecto antimicrobiano con hipoclorito de sodio, acido
aceético y plata coloidal, en el cual se observaron halos de inhibicion de 10 mm
para el extracto acuoso, halos de entre 10 y 12 mm para el extracto de acetato de
etilo, 10 a 13 mm para el extracto de metanol y 13 a 15 mm para el extracto
acetonico de H. sabadariffa, demostrando que el efecto de los extractos de H.
sabdariffa era mayor pues presentaron una mayor reduccion (2 log) en la
concentracion de Salmonella resistente a antibioticos, mientras que el hipoclorito
de sodio y el acido acético mostraron una reduccion de 1 log de la concentracion
de Salmonella y la plata coloidal una reduccion de 0.1-0.5 log de la concentracion
inicial de Salmonella (Gutiérrez-Alcantara et al. 2016). De acuerdo con los
resultados obtenidos en este estudio se puede observar que se obtuvieron halos
de inhibicion semejantes a los reportados por Gutiérrez Alcantara et al (2015) para
el extracto acuoso de H. sabdariffa, mientras que para el extracto metandlico y
acetonico de H. sabdariffa se obtuvieron mayores halos de inhibicion que los

reportados por (Gutiérrez-Alcantara et al. 2016).

Gracias a los estudios que se han realizado a los calices de H. sabdariffa, en los
ultimos anos, han tenido un uso potencial en el area farmacolégica debido a los
beneficios que se han aportado, como propiedades antipiréticas, antibacterianas,
diuréticas, entre otras; las cuales se han asociado a la presencia de moléculas con
actividad antioxidante tales como polifenoles, quercetina, acido L-ascérbico y
antocianinas (Morales, Herrera, and Monica 2014). De acuerdo a estas
propiedades que se le han atribuido a H. sabdariffa y a los resultados obtenidos
durante este analisis, se puede atribuir a que dependiendo del tipo de solvente del
cual se trate, se pueden extraer diferentes compuestos de los calices de H.
sabdariffa y que de estos dependera su poder antimicrobiano, asi como también

de la especie de planta de la cual se trate.

En un estudio citado por Da Costa Rocha et al en 2014 reportan que el extracto
acuoso de H. sabdariffa presenta compuestos tales como acidos organicos entre

los cuales se encuentra el acido hidroxicitrico, acido hibiscus y derivados de acido
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hibiscus; antocianinas como la delfinidina-3 sambubiésido y la cianidina3-
sambubidsido, flavonoides y acido fendlicos como el &acido galico, acido
clorogénico, acido protocatéquico y derivados de él, quecetina-3-sambubidsido,

quercetina-3-rutindsido, entre otros compuestos.

Por otra parte en un estudio realizado por Camelo Méndez en (2013) en 4
variedades de calices de H. sabdariffa, reporté la presencia de compuestos
similares a los referenciados por Da-Costa-Rocha et al en 2014 en el extracto
acuoso de H. sabdariffa. Entre los compuestos reportados por Camelo Méndez en
2013 se encuentra el acido hibiscus (1.97-3.18 mg/100g), acido protocatéquico
(65.04-134.20 mg/100 g), acido clorogénico (0.3-0.52 mg/100g), derivados del
acido hibiscus (5.64-7.54 mg/100g), antocianinas como la quercetina-3-
sambubidsido, quercetina-3-rutindsido, delfinidina-3-sambubidsidoentre otros
compuestos. Del mismo modo reporta compuestos similares en el extracto
metanodlico de H. sabdariffa pero con mayor contenido de ellos, como el acido
hibiscus (10-16 mg/100g) , acido protocatéquico(134-302 mg/100g), acido
clorogénico (2.07-7.52 mg/100g), derivados del acido hibiscus (16.94-29.89
mg/100 g), antocianinas como la quercetina-3-sambubidsido, quercetina-3-
rutindsido, delfinidina-3-sambubidsidoentre otros compuestos (Camelo Méndez
2013).

8.3 Evaluacion de los extractos de Hibiscus sabdariffa al 2% y 10% frente

a bacterias deterioradoras de frijol

Se llevd a cabo la evaluacion de los extractos acetdnico, acuoso, metandlico y
etandlico de H. sabdariffa frente a bacterias deterioradoras asiladas de frijol, a una
concentracion del 2% y 10%. Se observé que los cuatro extractos de H. sabdariffa
evaluados al 2% no presentaron efecto inhibitorio frente a las dos cepas de
bacterias deterioradoras evaluadas, sin embargo, los extractos de H. sabdariffa al
10%, si presentaron efecto inhibitorio frente a las dos cepas de bacterias
deterioradoras de frijol, tal y como se muestra en la tabla 10, en la cual se observa
que el extracto acetdnico fue el que presentd mayor efecto inhibitorio obteniendo

un halo de inhibicién de 8.11+0.60 mm para la cepa B1 y 9.11+£3.35 mm para la
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cepa C1, seguido del extracto acuoso y por ultimo los extractos metandlico y
etandlico, los cuales solo presentaron actividad antimicrobiana para la cepa B1
con 7.08+1.47 mm vy 7.37+£0.76 mm respectivamente pero no presentaron ningun
efecto inhibitorio para la cepa C1.

Tabla 10. Halos de inhibicién de los extractos de H. sabdariffa al 10% frente a
bacterias deterioradores aisladas de frijoles refritos.

Cepa Extracto Extracto Extracto Extracto
Acetbnico Etandlico Metandlico Acuoso
(mm) (mm) (mm) (mm)

CepaBl 8.1110.602 7.37 £0.762 7.08 £1.47° 6.47 +0.862

CepaCl 9.11#3.352  S/A S/A 2.78 +3.92°

*S/A (sin actividad inhibitoria)

a,b,c . . . . . . T
valores con letras diferentes en la misma fila por patégeno expresan diferencias significativas

con a=0.05, prueba de Tukey.

Dentro de los cuatro extractos de H. sabdariffa evaluados en este estudio, se
observo que el extracto acetonico fue quien presenté mayor efecto antimicrobiano
tanto con las bacterias patdgenas (tabla 9) como con las cepas de bacterias
deterioradoras aisladas de frijol (tabla 10). Del mismo modo, en un estudio
realizado por Gomez-Aldapa et al en 2018 se observd un mayor efecto
antimicrobiano del extracto aceténico de H. sabdariffa evaluado ante el desarrollo
de bacterias patégenas. En dicho estudio se evalu6 el efecto de cuatro extractos
de calices de H. sabdariffa (agua, metanol, acetona y acetato de etilo) comparado
con hipoclorito de sodio, plata coloidal y acido acético ante el desarrollo de 13
cepas de bacterias patégenas transmitidas por los alimentos (L. monocytogenes,
Shigella flexneri, S. aureus, S. Typhimurium, S. Typhi, S. Montevideo, V. cholerae
01 y seis patotipos de Escherichia coli) inoculadas en fresas, en la cual, la plata
coloidal no mostré ningun efecto significativo en cuanto a la reduccion de las
bacterias patdgenas, mientras que el hipoclorito de sodio y el acido acético
mostraron reducciones entre 0.8 y 1.4 logig UFC / g en la concentracion de
bacterias patégenas, mientras que los extractos acuoso y de acetato de etilo

mostraron resultados similares al hipoclorito de sodio y acido acético y el extracto
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metandlico y aceténico presentaron reducciones de entre 1.8 y 3.8 logyo CFU/g en

la concentracion de bacterias patdgenas (Gomez-Aldapa et al. 2018).

Por otra parte, otro de las evaluaciones realizadas en este trabajo, fue la
evaluacion del efecto antimicrobiano de los extractos de H. sabdariffa adicionados
con acido lactico. En la industria alimentaria se suele utilizar el acido lactico como
acidulante y conservante (Serna and Rodriguez 2005), debido a que reduce el pH
del medio, produciendo un efecto inhibitorio de bacterias Gram positivas y Gram
negativas (Ramirez et al. 2011) . Es por ello que en este estudio, se utilizé el acido
lactico para observar si existe sinergismo con los extractos de H. sabdariffa para
inhibir el desarrollo de las bacterias deterioradores de frijol. En la tabla 11, se
observan los halos de inhibicién obtenidos durante la evaluacion de los extractos
de H. sabdariffa a una concentracién del 10% y adicionados con acido lactico al
0.5%, frente a bacterias deterioradoras de frijol, observandose los mejores
resultados de inhibicion para el extracto aceténico frente a las bacterias
deterioradoras evaluadas, con un halo de inhibicién de 13.3+0.29 mm para la cepa
B1y 12.88+0.57 mm para la cepa C1, seguido del extracto etandlico con halos de
inhibicién de 10.98+0.33 mm y 5.77+8.16 mm respectivamente y del extracto
acuoso, el cual presentd un halo de inhibicidon de 5.11+£7.22 mm para la cepa B1 'y
5.11+7.22 mm para la cepa C1, mientras que para el extracto metandlico solo se

observo efecto inhibitorio para la cepa B1.

Tabla 11. Halos de inhibicion de los extractos de H. sabdariffa al 10% adicionado

con 0.5% de acido lactico frente a bacterias deterioradores aisladas de frijoles

refritos.

Cepa Extracto Extracto Extracto Extracto
Acetbénico Etandlico Metanoélico ACUOSO
(mm) (mm) (mm) (mm)

CepaBl 13.3+0.29° 10.98 +0.33° 3.97 +5.60° 5.11 +7.22°

CepaCl 12.88 +0.57% 5.77 +8.16° SIA® 511 +7.22°

*S/A (sin actividad inhibitoria)
ab.64 ) alores con letras diferentes en la misma fila por patdégeno expresan diferencias significativas
con a=0.05, prueba de Tukey.
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Como se puede observar en la tabla 11, los halos de inhibicién obtenidos para el
extracto aceténico al 10% adicionado con acido lactico a una concentracion de
0.5% presentaron valores significativamente mayores que los obtenidos con el
extracto acetonico al 10% sin adicion de acido lactico como se muestra en la tabla
10, presentando halos de inhibicion de 13.3+0.29 mm para la cepa B1 y
12.88+0.57 mm para la cepa C1. Por otra parte, el extracto acuoso y el extracto
etandlico al 10% y adicionados con acido lactico al 0.5% presentaron halos de
inhibicion mayores para la cepa cristalina aislada de frijol con 5.11+7.22 mm y
5.77+8.16 mm respectivamente que los obtenidos con los extractos de H.
sabdariffa al 10% sin adicién de acido lactico, pero presentaron halos de inhibicién
menores para la cepa B1 que los obtenidos con los extractos de H. sabdariffa sin

adicion de acido lactico.

El mecanismo de accion del acido lactico, es que la forma no disociada del acido
lactico penetra con mayor facilidad la pared celular de las bacterias, donde el pH
del contenido celular promueve la disociacion, dando lugar a la liberacidn de iones
hidrogeno y el anién correspondiente, de modo que, ambos iones interfieren en el
metabolismo celular e inhiben el crecimiento microbiano (Ramirez et al. 2011). Es
por ello que la adicion de acido lactico a los extractos de H. sabdariffa mostré un
aumento significativo en el potencial antimicrobiano de H. sabdariffa ejercido

contra los microorganismos deterioradores de frijol.

8.4 Evaluacién del deterioro de frijoles cocidos adicionados con extracto

acetonico al 2% y 10%, evaluado durante un periodo de 72 horas

En la tabla 12 se observan las UFC obtenidas durante la evaluacion del deterioro
de frijoles cocidos adicionados con extractos acetonico al 2% y 10% durante 72
horas de incubacién a 37°C, en la cual se puede observar que el extracto
acetonico al 10% presentd un mejor efecto antimicrobiano en los frijoles refritos,
debido a que al tercer dia de incubacién, la muestra de frijoles con el extracto
acetonico al 2%, presentd signos de deterioro como produccion de gas y

formacion de pelicula blanca en la superficie, mientras que la muestra con frijoles
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refritos adicionado con extracto acetonico al 10% no presento muestra de
descomposicion.
Tabla 12. Recuento de UFC/g de bacterias en frijoles cocidos adicionados con

extracto aceténico de H. sabdariffa al 2% y 10% evaluado por 3 dias a 37°C.

Dia de Concentracion del
_ UFCl/g
almacenamiento extracto
Control Incontable
1 E. Acetdnico al 2% 4.9X10°
E. Acetonico al 10% 2.4X10°
Control Incontable
2 E. Acetdnico al 2% 1.3X10° valor estimado
E. Acetodnico al 10% NA
Control Incontable
3 E. Acetodnico al 2% Incontable
E. Acetdnico al 10% 2.8X10°

NA: no aplica, control: muestra de frijol sin adicién de extracto de H. sabdariffa.

Los extractos obtenidos de los célices de H. sabdariffa han demostrado efectos
antibacterianos frente a bacterias Gram positivas y negativas, como E. coli, P.
aeruginosa y S. aureus, esto es dependiente de los compuestos activos que se
encuentran presentes en los calices de la flor de H. sabdariffa (Vivas-Leguizamon
2014) como lo son algunos acidos fendlicos como el acido protocateico, acido
pelargonidico, eugenol, catequina, acido cafeico, rutina, acido galico y algunos
esteroles como el B—sitoesterol, y ergosterol, también se ha reportado la presencia
de compuestos fitoquimicos como el acido ascérbico, B—caroteno, compuestos
fendlicos y antocianinas y algunos acidos organicos como acidos succinico,

oxalico, tartarico y malico (Morales-Angel 2005).

En un estudio realizado por Rodriguez-Gonzélez and Fernandez Rojas en 2015,
observaron que los métodos de conservacion mas utilizados para frijoles cocidos
en zonas rurales y urbanas era el hervido diario, la refrigeracion y la congelaciéon
de estos. Los resultados mostraron que existe relacion entre el método utilizado
para la conservacion y la duracion de los frijoles. En las familias que utilizaban el
hervido frecuente de los frijoles, la duracion en promedio era de entre cuatro y

cinco dias, mientras que en las familias que utilizaban la congelacion como
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meétodo de conservacion, la duracidn de los frijoles era de entre seis y ocho dias y
el método de conservacion en refrigeracion, la duracién en promedio era de 5.5

dias.

Si bien, la conservacién en refrigeracién y congelacion son practicas adecuadas,
ya que permite mantener a los frijoles en buenas condiciones y la retencién de los
nutrientes es muy alta, un proceso de descongelamiento y recalentamiento
inadecuado puede ocasionar pérdidas en el contenido de nutrientes. Por el
contrario, conservar los frijoles utilizando el hervido diario va en contra de la
calidad nutricional de los frijoles, ya que estan expuestos al calor por mas tiempo,
al menos dos veces al dia, por el periodo de duracién de los mismos, ademas de
ser un meétodo que las personas realizaban solo por costumbre y por desconocer
los efectos adversos que tiene este método en relacion con la calidad nutricional

del frijol (Rodriguez-Gonzalez and Fernandez-Rojas 2015).

Es por ello y de acuerdo con estos resultados obtenidos, se puede observar que la
utilizacion de extractos de H. sabdariffa, en especial el extracto acetdénico a una
concentracion del 10% muestran un gran potencial para la conservacion de
frijoles. Esto es un hecho de gran importancia, ya que, en la actualidad, se estan
investigando nuevas tecnologias o alternativas de conservacion no térmica de
alimentos, en las cuales se trata de mantener las propiedades naturales del
alimento sin tener modificaciones en su composicion. Sin embargo, aunque
algunas de estas tecnologias son eficaces para inactivar los microorganismos mas
comunes relacionados con las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), no
son eficaces contra las esporas que algunos de ellos producen (Nahuatt et al.
2017).

8.5 Evaluacién del efecto del extracto aceténico al 10% sobre la vida atil
de frijoles refritos almacenados a temperatura ambiente a las 0, 8, 24,
48y 72 horas

Posterior a la evaluacién del extracto aceténico a una concentracion del 10% en

frijoles refritos almacenados a temperatura ambiente, no se mostré crecimiento
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microbiano a las 0, 8 y 24 horas de almacenamiento, mientras que a las 48 y 72
horas de almacenamiento solo se mostré el crecimiento de 1 cepa de bacterias,
sin en cambio de acuerdo con la NOM-092-SSA1-1994 este dato no es
representativo ya que, después de la incubacion, se deben de contar las placas
que se encuentren en el intervalo de 25 a 250 colonias (NOM-092 1995).

El resultado obtenido en este estudio mostré un gran efecto del extracto acetonico
sobre la vida util de los frijoles preparados, ya que cabe mencionar que para que
se produzcan cambios durante el deterioro del alimento, tanto en el color, olor y
textura en los alimentos, asi como la formacién de lama o gas y la acumulacién de
exudados, los microorganismos deterioradores deben haberse multiplicado hasta
alcanzar concentraciones elevadas de ellos, que oscila entre 10° y 10® UFC/g, mL
o cm?. Aunque esta concentracion varia dependiendo del alimento del cual se trate
y del tipo de microorganismo, las bacterias y levaduras tienen que proliferar desde
un nivel normal, hasta alcanzar una concentracién de alrededor de 10’ UFC/g, mL
o cm? Sin en embargo, la descomposicién asociada a la formacion de H.S,
algunas aminas y formaciéon de H,;O,, se pueden detectar a concentraciones
menores (Bibek and Arun 2010).

Sin embargo, uno de los mayores inconvenientes de la adicion de los extractos de
H. sabdariffa a las muestras de frijoles preparados, es que modifican tanto el color
como sabor de los frijoles tomando una apariencia rojiza, lo cual puede deberse a
la presencia de antocianinas en los extractos como la delfinidina y antocianinas
basadas en cianidina, como lo es la delfinidina-3-sambubidsido (hibiscina),
cianidina-3-sambubidsido (gosipicanina), cianidina-3,5-diglucésido, delfinidina
(antocianidina) y otros (Da-Costa-Rocha et al. 2014). Por otra parte, los frijoles
refritos toman un sabor acido, lo cual puede deberse a la presencia de acidos
organicos en los calices de H. sabdariffa, entre los cuales se encuentran el acido

citrico, malico, tartarico e hibisco (Morales et al. 2014).
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9. Conclusiones

Los extractos de Hibiscus sabdariffa mostraron actividad antimicrobiana contra
microorganismos deterioradores de frijol refrito mostrando halos de inhibicion

comparados a los observados contra microorganismos patégenos.

El extracto acetdnico mostr6 una mayor actividad antimicrobiana contra los

microorganismos deterioradores de los frijoles preparados.

La adicion de acido lactico a los extractos de H. sabdariffa incrementa de manera
significativa la actividad antimicrobiana de los extractos contra las cepas

deterioradoras obtenidas.

El extracto acetonico de H. sabdariffa incrementan el tiempo de conservacion de

los frijoles preparados, aun en condiciones de temperatura ambiente (3 dias).
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