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Resumen

Se evaluo el efecto antimicrobiano de treinta y un especies de plantas, utilizadas en
la herbolaria, contra bacterias patégenas tanto en medios de cultivo como en jamoén
cocido de cerdo. Para las pruebas de actividad antimicrobiana se utilizaron las
cepas de Salmonella Typhimurium, S. Choleraesuis, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Shigella flexneri, S. sonnei, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli O157: H7 y Vibrio cholerae O1, mediante la técnica de
difusion en disco. Posteriormente se realizO cromatografia liquida de la planta
denominada como B, que fue la que presentd mayor efecto antimicrobiano y se
elucidaron dos moléculas de compuestos termoestables mediante RMN. Finalmente
se agregaron extractos, colecciones y compuestos aislados de la planta B (tanto de
extractos acetonicos como metandlicos) a jamén cocido, para evaluar su actividad
antimicrobiana frente a S. Typhimurium y S. aureus, mediante la técnica de conteo
en placa. Solo G. inuloides, R. chalepensis, D. stramonium y las plantas Ay B
exhibieron efecto antimicrobiano. Las plantas A y B mostraron efecto antimicrobiano
contra todos los microorganismos ensayados. Los extractos de acetona y metanol
de la planta B mostraron el mayor efecto inhibitorio contra los microorganismos de
estudio. El tratamiento térmico (esterilizaciéon; 121 °C por 15 min) de los extractos
de acetona y metanol incrementd su efecto inhibitorio. Del extracto metandlico se
aislé e identifico el compuesto denominado como “uno” el cual es un éster y cuya
actividad antimicrobiana se presenta solo cuando recibe tratamiento térmico.
Mientras que del extracto de acetona se aisl6 el compuesto denominado como “dos”
(el cual también resulto ser éster pero distinto al del compuesto 1). Este compuesto
2 presento efecto antimicrobiano contra los microrganismos de estudio; dicho efecto
antimicrobiano también se incrementd cuando los extractos fueron esterilizados por
calor humedo. Finalmente, la incorporacién de extractos, fracciones o compuestos
puros aislados de la planta B no afectaron significativamente el comportamiento de

S. Typhimurium y S. aureus en jamoén cocido de cerdo.



I. Introduccién

El jamon, un producto carnico cocido curado, es uno de los alimentos de origen
animal mas consumidos en México. Este tipo de productos a pesar de que son
sometidos a procesos térmicos y de curacion no son productos estériles. El jamon
es un medio apropiado para el desarrollo de bacterias patdgenas, puesto que posee
una gran cantidad de agua, minerales, compuestos nitrogenados, carbohidratos

susceptibles a fermentacion y un pH favorable para el desarrollo microbiano.

Dos problemas relacionados con la inocuidad estéan relacionados con los embutidos:
los nitritos que contiene el producto y microorganismos patégenos esporulados que
sobreviven al tratamiento térmico o que llegan al producto después del tratamiento

térmico.

Cabe sefialar que los nitritos son adicionados a los embutidos por dos razones: para
proporcionar coloracion al producto y para inhibir el desarrollo de Clostridium
botulinum. No obstante, es sabido que los nitritos pueden formar nitrosaminas las

cuales se han identificado como precursoras de cancer.

En consecuencia, los problemas relacionados con la inocuidad de los embutidos
demandan la necesidad de establecer medidas de control opcionales para este tipo
de alimentos. Una de las opciones es el uso de antimicrobianos obtenidos de

plantas.

Actualmente existe un gran interés en todo el mundo por aislar e identificar
compuestos con actividad antimicrobiana a partir de plantas. Estos compuestos
podrian aplicarse a diferentes productos, como los embutidos, contribuyendo al
control de la inocuidad microbiana de los alimentos y disminuyendo el riesgo que

significa el uso de antimicrobianos quimicos, como los nitritos.

Las plantas usadas en la medicina tradicional representan una potencial fuente de
antimicrobianos. Ademas de que, la gran mayoria de tales plantas no han sido
evaluadas para comprobar su efecto antimicrobiano. En este trabajo se evaluo el

efecto antimicrobiano en medios de cultivo de laboratorio (estudios in vitro) de los



extractos de 31 especies de plantas utilizadas en la herbolaria tradicional del estado
de Hidalgo contra bacterias patdgenas transmitidas por alimentos, asi como el
efecto antimicrobiano de compuestos obtenidos de una planta directamente en
jamon cocido de cerdo (estudios in vivo).



II. Marco teérico
2.1 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) han sido definidas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como: “cualquier enfermedad de caracter
infeccioso o téxico causada por el consumo de alimentos o agua contaminada”
(Adams y Moss, 2005).

Por su parte Autio et al. (1999) mencionan que la incidencia de este tipo de
enfermedades se relaciona directamente con la calidad higiénico-sanitaria de los
alimentos y que su contaminacién ocurre probablemente durante su elaboracion, ya
que los patégenos se encuentran en materias primas y algunos de ellos estan
presentes en los entornos de fabricacion (Fonnesbech et al., 2001), lo cual
representa una amenaza mayor a la salud cuando se consumen alimentos

contaminados con microorganismos patogenos (Bibek, 2005; Adams y Moss, 2005).

Actualmente las enfermedades transmitidas por los alimentos son tal vez el
problema de salud mas abundante en el mundo. Prueba de ello es que las ETAs de
origen microbiano se han convertido en la preocupaciéon de la seguridad alimentaria
para la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y los organismos nacionales de

salud publica en distintos paises (Flint et al., 2005).

Cabe mencionar que el problema de las ETAs, se presenta en paises desarrollados
como en aquellos que son considerados como subdesarrollados. Enfermedades
que se han agudizado en las Ultimas décadas por diversos factores, tales como: el
incremento poblacional, el urbanismo creciente en paises desarrollados, la pobreza,
el incremento en el comercio internacional de alimentos, ademas de la aparicion de

patdgenos resistentes a los antibiéticos (Pérez et al., 2004).

Dicho problema no se limita simplemente en la salud y bienestar fisico de las
personas, sino también representa un impacto socioeconémico negativo para los
individuos, las familias, las comunidades, las empresas y los paises. Ya que, si una
persona llega a enfermar, esta representa un peligro como vector de contaminacion,

ademas de gue presenta una baja en el rendimiento de sus actividades laborales,



ausencia en el trabajo o estudio, lo cual frena la generacidn de riqueza, incurre en
gastos medicinales, con un impacto negativo que afecta sensiblemente la economia

nacional (Kopper et al., 2009).

A pesar de las actividades de investigacion y vigilancia, no hay una cifra exacta del
namero de enfermedades transmitidas por los alimentos que ocurren en un
determinado periodo de tiempo en una regidon en particular, como México, por
ejemplo; esto porque no todas las incidencias de ETAs son reportadas a las
autoridades de salud (Lopez-Palacios y Valdez-Martinez, 2000). No obstante, el
namero anual de enfermedades transmitidas por alimentos en los Estados Unidos
de Norteamérica se estima en 76,000,000 y 5,000 fallecimientos (Jay et al., 2005).
Mientras que para México, el nUmero de casos se ha estimado que asciende a los

200 millones de casos anuales (Fernandez-Escartin, 2000).

2.1.1 Microorganismos patégenos en alimentos

Los agentes patdgenos que son transmitidos por los alimentos y que son de interés
sanitario, incluyen parasitos multicelulares, protozoarios, hongos, virus y bacterias
(Fernandez-Escartin, 2000).

La mayoria de las enfermedades gastrointestinales, son causadas por el consumo
de alimentos contaminados con o sin la presencia de microrganismos. De acuerdo
con Prescott (2002), los microorganismos que contaminan el alimento y el agua,
pueden causar gastroenteritis aguda o inflamacion del estbmago y el revestimiento
intestinal. La gastroenteritis se puede producir de dos maneras. Una forma es
cuando los microorganismos colonizan primero el tracto digestivo y se multiplican
en su interior, para después invadir los tejidos del huésped o segregar toxinas.
Mientras que otra posibilidad es la intoxicacion alimentaria, donde el patégeno
secreta una exotoxina que contamina el alimento y posteriormente es ingerida, por
lo que no es necesaria la presencia de bacterias dentro del individuo para causar

enfermedad.

Si bien, es dificil identificar el alimento responsable de la gastroenteritis, existen

datos epidemiologicos que nos indican que los alimentos implicados con este tipo
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de enfermedades son de origen animal, ya que de forma general, los incidentes que
se registran con mayor frecuencia estan relacionados con alimentos a base de carne

y productos lacteos.

2.2 Carne y productos carnicos procesados

La industria de la carne asienta sus raices desde tiempos prehistéricos, prueba de
ello lo ratifican los hallazgos de huesos de bévido y cerdo en los asentamientos de
poblaciones de la edad de bronce, lo cual indica que estas especies eran
domesticadas y servian como recurso alimentario. Otro ejemplo es el de los
aborigenes de América los cuales desecaban carne; las técnicas de salazén y
ahumado eran conocidas antes del tiempo de Homero (afio 1000 a. C.); la
elaboracion y especiado de algunos tipos de embutidos eran comunes en Europa y
algunas zonas mediterraneas mucho antes de los tiempos de los cesares (Price y
Schweigert, 1994).

La carne es un medio util y eficiente de proteina, que proviene de musculos
esqueléticos de diversos animales que se caracteriza por su estructura fibrosa y su
textura suave (Galvez-Mariscal et al., 2006). Lawrie (1998), define a la carne como
el alimento procedente de la musculatura de los animales, aunque éste término se
amplia para abarcar ademas de la musculatura, érganos tales como higado, rifidn,

cerebro, ojos y otros tejidos comestibles.

Desde el punto de vista nutricional la carne aporta a la dieta humana un gran
porcentaje de proteinas, grasas y minerales. Los valores medios para la
composicion bruta y el contenido energético de la fraccidbn comestible de la carne
fresca son: proteina 17%; grasa 20%; humedad 62%; cenizas 1%; y calorias
250/100 g, esto en carnes con recubrimiento graso con 1 cm de espesor. Mientras
gue para los musculos magros que son mas uniformes en composicion: proteina
20%; grasa 9%; humedad 70%; cenizas 1%; y calorias 160/100 g (Schweigert,
1994).

Ademas se ha reportado que la carne aporta aminoacidos esenciales para el

cuerpo, especialmente durante el desarrollo del humano. De igual forma, se ha
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demostrado que el consumo de proteina de buena calidad esta relacionado con el
correcto funcionamiento del sistema inmunoldgico, por lo que a mayor calidad de
proteina, mejores seran las defensas del cuerpo humano. La carne también aporta
minerales tales como el hierro, zinc y fosforo, ademas de todas las vitaminas del
complejo B, encontrdndose en mayor proporcion la timina, riboflavina, niacina,

piridoxina y cobalamina (Velasco, 1996).

En el caso de las carnes curadas y procesadas, son también ricas en proteina y
otros nutrientes pero varian en su composicion dependiendo de la naturaleza de la
carne, los ingredientes y del método de preparacion (Schweigert, 1994). En
consecuencia el proceso de transformacion de la carne y las condiciones de
producto acabado deben mantener condiciones que impidan el crecimiento de

microorganismos patdgenos y que retrasen el desarrollo de los deterioradores.

Una vez que la carne se procesa, se permite disponer de una diversidad de
productos formulados y por tanto una mayor vida de anaquel comparada con la
carne que no es procesada. Los tratamientos pueden consistir en coccion,
fermentacién, ahumado, desecacion y curacion. Ademas de que la tecnologia actual
permite obtener productos de extension mediante la adicion de proteinas, féculas,

texturizantes y saborizantes (Fernandez-Escartin, 2000).

2.2.1 Productos curados

A lo largo de la historia el curado ha sido utilizado por diversas culturas con la
finalidad de preservar por mayor tiempo a los alimentos. Una forma simple de definir
al curado de la carne de acuerdo con Townsend y Olson (1994), es como un proceso
en el cual se lleva a cabo la adicion de sal, azUcar y nitritos y/o nitratos a la carne.
Para Prandl (1994), por curado también se entiende la adicion de productos
curantes (nitritos y nitratos) a la carne, esto con la finalidad de prolongar su
capacidad de conservacion, asi como para conferir sabores y aromas

caracteristicos, ademas de un color tipico de los productos curados.

Dentro de los productos carnicos curados podemos encontrar aquellos que son

crudos y por otra parte a los cocidos.



Los productos carnicos curados crudos son por lo general o bien curados (en seco),
es decir, frotados con una mezcla de sal comun, sustancias curantes, azucar y en
ocasiones condimentos, o0 bien se someten a un proceso combinado de secado y

curado humedo, para posteriormente ser ahumados y desecados.

Mientras que los productos cérnicos curados cocidos, son curados exclusivamente
en humedo, es decir se tratan con una solucién salina con sustancias curantes para

posteriormente tratarlos térmicamente (Fisher, 1994).

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-122-SSA1-1994, los productos
carnicos curados y cocidos, “son aquellos que se elaboran con carne de animales
de las especies declaradas aptas para consumo humano por la autoridad sanitaria,
sometidos a la accion de los agentes de curacion en seco o hiumedo y a coccion
hasta una temperatura de 68 °C en su centro térmico”. Dentro de los cuales se
pueden mencionar a jamones del tipo horneado, ahumado, tipo americano, tipo
Virginia, tipo holandés y tipo York; ademas de productos sujetos al mismo proceso

como lomos, tocinos, chuletas, entrecot y espaldilla.

Dentro de los productos céarnicos curados que se consumen en Meéxico se
encuentran los productos curados y madurados, productos carnicos troceados,

emulsiones carnicas y productos cocido-curados (Herendia y Garnica, 1994).

2.2.1.1 Productos curados y madurados

Este tipo de productos carnicos son elaborados a partir de cortes definidos de
especies aptas para consumo humano, los cuales se someten a curacion,
deshidratacion, pueden ser o no ahumados, y madurados por determinado tiempo
para asegurar su calidad sanitaria. Encontrando productos como jamén crudo,

jamon tipo westfalia y jamén serrano tipo espafiol (Herendia y Garnica, 1994).

2.2.1.2 Productos céarnicos curados troceados

Este tipo de productos son elaborados mediante el cortado o picado de carne hasta

lograr trozos, no menores a 2 mm a los que comanmente se incorporan aditivos,
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especias y sales curantes. Los productos que se encuentran dentro de esta
categoria son el salami, el queso de puerco, salchichones, butifarras, sobreasadas,
flambres y chorizo (Herendia y Garnica, 1994).

Este tipo de productos pueden consumirse en fresco o después de secado (baja
aw). Un claro ejemplo de este tipo de productos son los chorizos que en México su
consumo es fresco principalmente, ya que no tienen un proceso de maduracion y

fermentacion.

2.2.1.3 Productos carnicos curados emulsionados y cocidos

Estos productos se elaboran con carne de una o mas especies, viseras y otros
subproductos comestibles, los cuales pueden o no ser ahumados. Dentro de estos
productos podemos encontrar salchichas, pasteles mortadelas, salchichones,

bolognas y pates (Herendia y Garnica, 1994).

Este tipo de productos se caracterizan por tener una fase dispersa (en este caso
grasa) y una fase continua (conformada por agua, proteinas, y otros compuestos)
por lo que es necesario aplicar un emulsificante (proteinas solubles en agua como
sarcoplasmicas y miofibrilares) para estabilizar el sistema. El cocimiento de este tipo
de productos se aplica con la finalidad de que las proteinas coagulen y se forme
una masa constante como ocurre con las salchichas Viena y pastel de pollo

(Gonzalez-Tenorio y Soto-Simental, 2007).
2.2.1.4 Productos curados y cocidos

Este tipo de productos se elaboran con los cortes definidos y especificos de
especies animales como: suina, bovina, ovina y aves de corral autorizadas, los
cuales se someten a proceso de curacién y coccidén ya sea humeda o seca, con la
finalidad de alcanzar una temperatura interna de 68 °C. Los productos genéricos
son jamoén cocido, curado cocido y ahumado, curado horneado, jamén tipo
holandés, tipo york, tipo americano, tipo virginia, ademas de lomos, espaldilla,

tocino, chuletas y entrecot (Herendia y Garnica, 1994).



Productos como el jamon deben de tener como caracteristicas principales la
capacidad de retener agua y el ligado de los musculos. Los elementos musculares
que dan estas caracteristicas son las proteinas miofibrilares, ya que al ser extraidas
y solubilizadas forman el exudado. Este exudado permite que las proteinas retengan
agua a través de la formacion de redes. Para solubilizar este tipo de proteinas es
necesario someter a un proceso mecanico (tunbleado o malaxado) o quimico.
Posterior a estos procesos en los cuales se combinan aditivos e ingredientes asi
como la sal cura, se procede a la maduracion de la pasta a bajas temperaturas
(menor a 8 °C) durante un periodo de 12 h, para posteriormente embutir y cocer el
producto hasta alcanzar una temperatura interna minima de 68 °C, para finalmente
enfriar y refrigerar a 4 °C, con la finalidad de evitar el desarrollo de patdégenos y

deterioradores (Gonzalez-Tenorio y Soto-Simental, 2007).

2.3 Jamoén cocido

El jamon actualmente se consume en cantidades considerables a nivel mundial en
comidas frias y sandwiches principalmente (Varnam y Sutherland, 1998). En la
cocina mexicana, es comun encontrarlo en alimentos como quesadillas (tortilla
mexicana con queso y muchas veces jamén), los sandwiches y en combinacién con
huevo (en omelet). Un plato tipico mexicano con jamon es el “nifo envuelto”, lo cual
son rollos de pan, mayonesa, jamon y queso amarillo. Ademas, el jamén es un
ingrediente importante en platos preparados, sobre todo en ensaladas y pizzas,

ademas de ser consumido como bocadillo.

De acuerdo con la Norma oficial Mexicana el Nom-158-SCFI-2003. Se denomina
jamon, al producto alimenticio, elaborado exclusivamente con la carne de las
piernas traseras del cerdo (Sus scrofa domesticus), los cuales son declarados aptos

para el consumo humano por la autoridad responsable.

De forma general, el jamodn se fabrica actualmente con porciones de pierna de cerdo
con el minimo grasa, las cuales se masajean, posteriormente se inyectan con una
solucion de sales de curacion o se sumergen en ella, almacenando a bajas

temperaturas. Posteriormente se colocan en un empaque con cierre hermético para
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ser cocidos en un molde metalico a temperaturas que van desde los 75 °C a los 80
°C. Después del proceso de coccion se enfrian con chorro de agua friay se refrigera
(Fernandez-Escartin, 2000).

De acuerdo con la Norma oficial Mexicana el Nom-158-SCFI-2003 existen diversos
grados de calidad para el jamén y su comercializacion (Tabla 1).

Tabla 1. Especificaciones técnicas de Jamon

Clasificacién % PLG* % Grasa % Humedad % Proteina  %Carragenina % Fécula
comercial Minimo Maximo Maximo adicionada Maximo Maximo
Extrafino 18 6 75 0 15 0
Fino 16 6 76 2 15 0
Preferente 14 8 76 2 15 5
Comercial 12 10 76 2 15 10
Econdmico 10 10 76 2 15 10

* Proteina total libre de grasa, incluyendo en su caso la proteina adicionada.

2.3.1 Aditivos en jamén

Dentro de los principales aditivos (sustancias que se adicionan intencionalmente

con fines tecnoldgicos y organolépticos) utilizados en jamén se encuentran:
Colorantes

Este tipo de sustancias tienen como finalidad afiadir o devolver el color a un alimento
e incluyen componentes naturales de sustancias alimenticias y otras fuentes
naturales que no son consumidos normalmente como alimentos por si mismos y no
son habitualmente utilizados como ingredientes caracteristicos en alimentacién
(Madrid y Madrid, 2000).

El carmin de cochinilla, colorante que se caracteriza por ser estable a la luz, a la
temperatura y pero no a la variacion pH, ya que en condiciones alcalinas ofrece
tonos Rojo-azulados, mientras que en pH acido predomina la tonalidad roja (Cubero
et al., 2002). Es el mas utilizado ya que el color rosado que da al jamon es bastante

natural.
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El extracto de bija 0 annato que contiene sal sodica de la norbixina (carotenoide),
presenta tonalidades que van desde el naranja-amarillo hasta el naranja-rojo
intenso. Este colorante ha sido empleado para productos carnicos por su afinidad
por las proteinas (Cubero et al., 2002), sin embargo para jamoén cocido presenta

coloracién amarillenta y es poco estable a la luz (Anénimo, 2004).

La hemoglobina estabilizada, esterilizada y deshidratada se ha utilizado de igual
forma en este producto, sin embargo es poco estable a la luz y al oxigeno por lo que

tiende a dar un color marrén (Anénimo, 2004).

El nitrito es un conservador que da a la carne curada su sabor y color caracteristicos.
El nitrito no actla sobre la carne como tal, sino que la principal responsable de los
efectos producidos es la molécula de 6xido nitroso. Asi el 6xido nitroso el cual es
sumamente reactivo y reacciona parcialmente con la mioglobina formando
nitrosomioglobina pigmento responsable de la coloracién del jamon cocido (Lien y
Velazco, 2001)

El color normal de carnes curadas, depende principalmente de tres factores que
son: la concentracion de pigmentos en los tejidos, el grado de conversion del
pigmento nitrosilado y el estado de las proteinas de la carne. El color rosa
caracteristico del jamoén cocido y de las salchichas tipo Frankfurt, se debe
principalmente a que la concentracién de pigmentos es mucho menory las proteinas

estan desnaturalizadas por tanto son mas opacas (Jay y Fox, 1994).

En el tejido carnico existe una amplia variedad de compuestos enddgenos capaces
de reducir el nitrito tales como las cisteina, el nicotin adenin dinucle6tido reducido,
los citocromos y las quinonas. Sustancias reductoras que exceden por mucho a los
pigmentos hemo y a los nitritos afiadidos, por lo que son suficientes para producir
el color de la carne curada. Sin embargo puede ocurrir la perdida de estas
sustancias, por lo que es necesario afiadir vitamina C para acelerar el desarrollo del

color curado (Jay y Fox, 1994).

El nitrato es un aditivo que como tal no tiene accién nitrificante sobre la carne, si no

gue sus efectos son principalmente por su transformacion a nitritos por la accion de

11



lactobacterias y enterobacterias las cuales producen la enzima nitrato reductasa la
cual es responsable de dicha transformacion. Asi el nitrito que se forma a partir de
nitrato, permite una cierta regeneracion del color, por lo que en la practica habitual
de la fabricacion de jamon cocido es posible una curacidbn mixta empleando

mezclas de nitrato y nitrito (Anénimo, 2004).

El color es una de las caracteristicas mas importantes de la carne, ya que es el
principal atributo que se juzga por parte del consumidor al adquirir tanto carnes
frescas como curadas. Sin embargo la funcion en el color por parte de los nitritos y
nitratos no solo es cosmética. Ya que el complejo con éxido nitrico responde a
condiciones estresantes de una manera similar a como la hacen los pigmentos de
las carnes frescas; asi, el pigmento de la carne curada se convierte en un indicador
de la calidad de este tipo de productos. Un ejemplo de esto, son las carnes curadas
gue son expuestas al aire, particularmente bajo una luz intensa pierden el color y se
tornan pardas. No se ha hallado hasta ahora un sustituto para el nitrito de las carnes
curadas y los encontrados hasta ahora no cumplen con las funciones especificas

de esta sal curante (Jay y Fox, 1994).
Conservadores

Este tipo de sustancias tienen como principal objetivo prolongar la vida util de los
alimentos, protegiéndoles frente al deterioro causado por microorganismos (Madrid
y Madrid, 2000).

Si bien su uso se ha reducido gracias a la mejora en cuanto a tratamientos térmicos,
adecuada refrigeracion y condiciones de fabricacion, en algunos paises aun se
utilizan sorbato de potasio, benzoato de sodio, propionato de sodio, ademas de
soluciones de propil-parabenceno (Anénimo, 2006). Aungue los sorbatos son poco
efectivos al pH del jamdn cocido, inhiben el desarrollo de mohos, pero su efectividad
es mucho menor contra levaduras y bacterias. Mientras que los benzoatos su Unica
forma activa (acido benzoico) la presentan a pH inferior a 4, son menos eficaces

comparados con los sorbatos (Anénimo, 2004).
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Antioxidantes

Este tipo de aditivos prolongan la vida atil de los productos alimenticios
protegiéndolos frente al deterioro causado por la oxidacion, tales como el
enranciamiento de las grasas, cambio de color (Madrid y Madrid, 2000) sabor y

aroma (Anonimo, 2006).

Actualmente se utilizan principalmente L- ascorbato de sodio y su isomero el
eritorbato de sodio. El primero es un producto habitual en nuestra dieta conocido
como acido ascérbico o vitamina C, por lo que es aceptado en todas las
legislaciones, mientras que el segundo no es autorizado para su uso en algunos
paises. Ademas de que el ascorbato funciona como agente reductor frente al nitrito,
convirtiendo a este Ultimo en O6xido nitroso facilitando la formacion de la
nitrosomioglobina. De igual forma contribuye a la estabilidad del producto terminado
y a evita la formacion de nitrosaminas cancerigenas, bloqueando la formacion de

agentes nitrosantes (N203) a partir del 6xido nitroso (Anénimo, 2004).
Fosfatos

En el jaméon es comudn utilizar mezclas de tripolifosfato, pirofosfato vy
hexametafosfato, estos aditivos cumplen con dos funciones principales, una es
favorecer la solubilidad y extraccion de proteinas miofibrilares y por otro lado
aumentar la capacidad de retencion de agua durante su coccion evitando la

decoloracién del producto (Anénimo, 2004).
Estabilizantes y espesantes

Los estabilizantes son aditivos que posibilitan el mantenimiento del estado
fisicoquimico de un alimento. Dentro de estos se incluyen las sustancias que
permiten el mantenimiento de una dispersién homogénea de dos o mas sustancias
no miscibles en un alimento y también se incluyen aquellas sustancias que
estabilizan, retienen o intensifican un color. Mientras que los espesantes son
aguellas sustancias que tienen como principal funcion aumentar la viscosidad de un
alimento (Madrid y Madrid, 2000).
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En jamon cocido se utilizan comUnmente carragenatos, ya que sus mezclas
comerciales suelen estar constituidas por las tres fracciones lambda, capa e iota,
ademas de porciones pequefias de gomas y alguna sal (cloruro de potasio). Algunas
mezclas pueden utilizarse como espesantes de salmuera, mientras que otras
buscan el efecto de aprovechar la capacidad de retencion de agua de los

carragenatos (estabilizante) mediante su gelificacién (Anénimo, 2004).
Potenciadores de sabor

Estos aditivos potencian el sabor propio de la carne, ya que exaltan la percepcion
olfato gustativa de este sabor. EI mas utilizado de estos aditivos es el glutamato
monosédico el cual es utilizado en jamon cocido, aunque existen otros
potenciadores como el inosinato sodico y el guanilato sédico que presentan una
mayor potencia de sabor comparado con el glutamato, pero no se usan en jamon
cocido ya que tienen un precio mayor (Anénimo, 2004). Frecuentemente se utilizan
azucares (sacarosa o glucosa) y sales para potenciar el sabor en la preparacion de

productos curados como el jamon (Schweigert, 1994).

2.4 Patogenos en productos cérnicos

La carne es un alimento en el cual se pueden desarrollar bacterias y hongos
patégenos, ya que es un medio apropiado para su crecimiento, puesto que posee
una gran cantidad de agua, minerales, compuestos nitrogenados, carbohidratos
susceptibles a fermentaciéon y un pH favorable para el desarrollo de este tipo de

microorganismos (Fernandez-Escartin, 2000).

Los microorganismos patdgenos que se transmiten comunmente a través del
consumo de alimentos de origen animal y que se detectan con mayor frecuencia
son: E. coli, Salmonella enteriditis, Staphylococcus aureus, Shigella sp., Clostridium
botulinum, Listeria, Campylobacter y Bacillus cereus (Desdémona-Martinez et al.,
2000; L6pez- Palacios y Valdez-Martinez, 2000).

En el caso de las carnes cocidas y curadas como el jamoén, no son productos

estériles pero es posible elaborarlos con un minimo de carga microbiana una vez
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gue se empacan se restringe su desarrollo mediante refrigeracion (Fernandez -
Escartin, 2000). Ademas de que existen limites establecidos por la Norma Oficial
Mexicana NOM-213-SSA1-2002 para productos carnicos procesados donde se

estipulan los limites permitidos de microorganismos (Tabla 2).

Tabla 2. Limites establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-213-SSA1-2002 para
productos carnicos.

Producto Mesofilos aerobios Coliformes Salmonella Trichinella Cisticercos
(UFC/g) fecales spp spiralis
(NMP/g) en25¢g
Cocidos 10,000* <3 Ausente N.A N.A
60,0007
Crudos N.A. N.A. Ausente Ausente® N.A
Curados N.A. <3 Ausente N.A N.A
Marinados o en N.A. <3 Ausente N.A N.A
salmuera
Fritos N.A. N.A. N.A. N.A Ausente
1 = En planta

2 = En punto de venta
3 = No aplica a madurados crudos
N.A. = No aplica

A pesar de que existen este tipo de normas, cabe mencionar que es frecuente la
presencia de patdgenos en este tipo de productos. A continuacion se describen
algunas de las bacterias asociadas con enfermedades transmitidas por este tipo de

alimentos.

2.4.1 Salmonella

El género Salmonella es un miembro de la familia Enterobacteriaceae, se
caracterizan por ser bacilos Gram negativos, no esporulados, los cuales miden
aproximadamente de 1 a 2 um. La mayoria de las salmonellas son méviles (excepto

S. pullorum y S. gallinarum) ya que presentan flagelos peritricos (Bhunia, 2008).

Crecimiento: son mesofilas, con temperatura de crecimiento Optima entre 35 °C a
37 °C, aunque generalmente tienen un rango de crecimiento de 5 °C a 46 °C (Bibek,
2005). Son capaces de crecer a pH bajo y generalmente son sensibles a

concentraciones elevadas de sal. Salmonella forma cadenas filamentosas cuando
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crece a las temperaturas extremas de 4 °C, 8 °C o0 44 °C y también cuando crece a
pH de 4,4 a 9,4 (Bhunia, 2008).

Habitat: Las salmonellas son habitantes naturales del tracto gastrointestinal del
humano asi como de animales domésticos y silvestres. Esta bacteria es liberada al
medio ambiente cuando se expulsa por las heces fecales por lo que también han
sido aislados de suelo, agua y de aguas residuales contaminadas con materia fecal
(Fernandez-Escartin, 2000; Bibek, 2005).

Los alimentos de origen animal se han asociado con un gran niumero de brotes de
salmonelosis, estos incluyen carne de res, pollo, pavo, cerdo, huevos, leche y
productos derivados, destacando: mayonesa casera, helados, leche en polvo,
muslos de pollo, sdndwiches de atin y salmén, jamén, huevas de bacalao, carne
asada, ademas de manzana, ensalada de col, harina de pescado, mariscos,

langostinos y granos de cacao (Adams y Moss, 2005).

2.4.2 S. aureus

Son cocos Gram positivos de forma esférica a las células ovoides miden
aproximadamente 1 um de diametro. Son inmoviles no formadores de espora,
catalasa positiva, oxidasa negativa, anaerobios facultativos. La divisién celular se
produce en mas de un plano, por lo que las células forman generalmente racimos

similares al de uvas (Adams y Moss, 2005).

Crecimiento: Son microorganismos mesofilos, con un rango de temperatura de
crecimiento de 7 °C a 48 °C con crecimiento bastante rapido entre 20 °C y 37 °C.
Pueden crecer en aw relativamente bajo (0,86), pH bajo (4,8) y concentraciones altas
de sal y azucar (15 %), ademas de poder desarrollar en presencia de NO:2 (Bibek,
2005).

Habitat: frecuentemente son aisladas de piel, nariz, garganta y cabello de los seres
humanos sanos, también se han detectado en materia fecal tanto de nifios como de
adultos. En animales, se ha detectado en piel, cloaca, faringe y ojos de aves,

mientras que en bovinos se han aislado de pelo y ubres (Fernandez-Escartin, 2000).
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La intoxicacion alimentaria estafilocécica, considera una de las enfermedades mas
frecuentes de transmision alimentaria en todo el mundo, es causada por las toxinas
de S. aureus que pueden encontrarse en alimentos como: jamon, cecina,
salchichén, tocino, carne a la parrilla, ensaladas, productos de pasteleria que
contienen crema, salsas, quesos, carne de cerdo, carne de res, pavo, pollo, huevo,
hongos enlatados, helado, salsa holandesa, arroz, leche, leche en polvo y leche con
chocolate (Bibek, 2005; Adams y Moss, 2005; Prescott, 2002).

2.4.3 L. monocytogenes

Bacilos, Gram positivos de aproximadamente 0.4 - 0.5 um de diametro y 0.5 - 2.0
um de longitud, algunas veces pueden tener forma cocoide, apareciendo como
células individuales o cadenas cortas. Estos microorganismos son anaerobios
facultativos, no esporulados, mdviles entre 20 © a 25 °C, ya que presentan de 3 a 4
flagelos periféricos los cuales carecen de movilidad a 37 °C (Sanchez-Rodriguez et
al., 2009).

Crecimiento: L. monocytogenes es un psicrétrofo y crece entre 1 °y 44 °C, con
crecimiento Optimo de 35 © a 37 °C. De 7 ° a 10 °C, se multiplica de forma
relativamente rapida. Las células son relativamente resistentes a la congelacién, al
secado, a concentraciones salinas elevadas, pH 5,0 y por encima de este valor
(Bibek, 2005).

Habitat: es una bacteria comun en el medio ambiente, su habitat primario es la tierra
y la materia vegetal, en donde persiste como un saprofito (Fernandez-Escartin,
2000). Se aisla a partir de los contenidos intestinales de los animales domesticados
y aves. Los seres humanos también pueden transportar los microorganismos en el

intestino sin ningun sintoma (Bibek, 2005).

Considerando su amplia ubicuidad de L. monocytogenes la podemos encontrar en
alimentos como: ensalada de col, apio, tomates, lechuga, leche cruda y
pasteurizada, queso suizo, queso camembert, productos carnicos como salchicha
de cerdo, salchichas de pavo, carne de pollo, lenguas de cerdo. Cabe mencionar

gue este patdgeno es resistente a ingredientes de curado ya que se ha encontrado
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en una variedad de embutidos como el salami, carne de res, queso de puerco y

jamon envasado al vacio (Adams y Moss, 2005).

2.4.4 E. coli

E. coli es un bacilo Gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae.
Esta bacteria no esporulada, anaerobia facultativa, es normal habitante del tracto
intestinal de humanos y animales de sangre caliente y aves. Debido a que
normalmente esta presente en un nivel muy alto en el intestino grueso, durante
mucho tiempo se ha utilizado como un organismo indice para la posible
contaminacion fecal y la presencia de patdgenos entéricos en alimentos y agua
(Bibek, 2005; Adams y Moss, 2005).

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli
causantes de diarrea se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica también conocidas como productoras de toxina vero o toxina
semejante a la Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC),
enteropatdgena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC)
(Prescott, 2002; Rodriguez-Angeles, 2002).

Las cepas pertenecientes a ETEC producen dos enterotoxinas, las cuales son
causantes de la tipica diarrea del viajero (Madigan et al., 2004). La enterotoxina LT
es una proteina termolabil que se destruye a 60°C en 30 minutos, mientras que las
toxinas ST (termoestable) pueden soportar 100 °C durante 15 minutos. Estas cepas
se adhieren al intestino delgado y lo colonizan por medio de los antigenos fimbricos
factores de colonizacion (CFA), los cuales son codificados por plasmidos. El
sindrome se caracteriza por diarrea acuosa no sanguinolenta sin exudados

inflamatorios en las deposiciones (Jay et al., 2005).

Las cepas EHEC producen una verotoxina, enterotoxina similar a la producida por
Shigella disenteriae, la toxina Shiga. La verotoxina producida por E. coli O157: H7
causa diarrea hemorragica y fallo renal (Madigan et al., 2004). En los ultimos 20
afos, E. coli O157: H7 (Enterohemorragica, EHEC) ha sido considerado como un

patdgeno emergente de gran impacto en la salud publica. Esta bacteria ha sido
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identificada como una cepa causante de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA) a nivel mundial, principalmente por alimentos de origen bovino (Narvéaez-
Bravo et al. 2007).

Las cepas EIEC son causantes de enfermedades invasivas en el colon produciendo
diarrea con sangre (Madigan et al., 2004). Este patégeno generalmente no produce
enterotoxinas, pero penetran y se multiplican en las células epiteliales del colon y
después se propagan a la células continuas, ya que poseen plasmidos
enteroinvasores (pINV). Este tipo de cepas han sido aisladas en personas que
presentan diarrea del viajero y se ha comprobado que estos organismos son

frecuentes en deposiciones diarreicas de infantes (Jay et al., 2005).

Las cepas EPEC causante de diarreas en nifios y recién nacidos, no producen
enfermedades invasivas o toxinas (Madigan et al.,, 2004). Su adherencia a la
mucosa intestinal es gracias a que poseen factores de adherencia mediados por
plasmidos. Los sintomas de la infeccion son malestar general, vomito y diarrea con

deposiciones que contienen moco pero rara vez sangre (Jay et al., 2005).

Las cepas EAEC presentan un tipo de adherencia Unica a las células HEp-2
mediante fimbrias que se producen mediante un plasmido de 60 MDa y una proteina
especifica de membrana externa (OMP). Este tipo de cepas no son causa principal
de la diarrea de los viajeros, sin embargo, producen una diarrea persistente que
dura méas de 14 dias principalmente en nifios (Jay et al., 2005).

El grupo DAEC se puede aislar tanto de personas sanas como en personas con
diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 afios. Los principales sintomas
gue se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos. Este tipo de cepas,
no forman micro colonias cuando se adhieren a células Hep-2, ya que se caracteriza
por presentar una fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada en el
fendbmeno de adherencia difusa. Los genes que codifican para esta fimbria se

pueden encontrar en el cromosoma o en un plasmido (Rodriguez-Angeles, 2002).

Crecimiento: E. coli es un mesofilo tipico que crece de 7 °C a 46 °C con

un Optimo alrededor de 37 °C, aunque se ha informado de algunas
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cepas ETEC que crecen a temperaturas tan bajas como 4 °C. Puede sobrevivir en
refrigeracion o congelado durante largos periodos. El pH neutro es 6ptimo para el
crecimiento, pero el crecimiento es posible a pH 4,4 bajo condiciones Optimas. Su

aw minima, para crecimiento es 0.95 (Adams y Moss, 2005).

Este patdgeno se encuentra relacionado con diversos alimentos tales como: quesos
frescos, agua, ensalada de papa, sustituto del café, sushi, carne molida, leche
cruda, carne de cerdo, pollo y cordero, hamburguesas, lechuga, jugo de manzana,

salchichas y mayonesa (Bibek, 2005; Adams y Moss, 2005).

2.4.5 B. cereus

B. cereus son bacilos Gram positivos formador de esporas, movil, aerobio pero
crece bien en anaerobiosis. Se caracteriza por causar diarrea y vomitos. La diarrea
es producida principalmente por una enterotoxina producida durante su crecimiento
vegetativo en el intestino delgado, mientras que la toxina emética se produce en el

alimento (Zamudio-Maya, 2010).

Crecimiento: Los limites de temperatura para el desarrollo de este tipo de
microorganismo estan entre 10 ° y 50 °C, siendo su 6ptima de 30 °C. Puede crecer
en rangos de pH que van desde los 4.4 a 8.8, aunque su optimo es de 6 a 7. La
minima aw para su desarrollo es de 0.91, teniendo un Optimo crecimiento a 0.95
(Martinez -Gonzélez et al., 2002).

B. cereus se desarrolla bien después de la coccion y durante el enfriamiento por
debajo de los 48 °C. El tratamiento térmico activa la germinacion de las esporas

ademas de eliminar competencia (Zamudio-Maya, 2010).

Habitat: Las bacterias de este género son de vida libre, ya que no tienen un huésped

adaptado y sus esporas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza.

Este microorganismo se encuentra distribuido ampliamente en los alimentos, tales
como: leche, carne, cereales, almidon, especias. Alimentos que especialmente han

sido cocinados y procesados en los que el tratamiento antibacteriano aplicado
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(coccion) deja una flora residual de esporas o bien alimentos que han estado en

contacto con el polvo (Martinez-Gonzalez et al., 2002).

2.4.6 Clostridium botulinum

Estos microorganismos son Gram positivos, esporulados anaerobios. Existen siete
tipos antigénicos de toxina producidos por diferentes cepas de esta especie, y se
identifican como serologicamente como tipos A-G. De las siete cepas mencionadas
los tipos A, B y E son los mas importantes para el humano. Este tipo de toxinas son
proteinas termolabiles, por lo que se inactivan a una temperatura de 85 °C durante
15 min. Mientras que las esporas son termoestables a excepcion del tipo E (Niven,
1994; Madigan et al., 2004).

Crecimiento: para los tipos A y B la temperatura minima de desarrollo es de 10 °C
con una optima de 35 °C y la maxima de crecimiento es de 50 °C. Para C. botulinum
tipo E su temperatura optima de crecimiento es de 28 © a 30 °C, con una minima de
3 %y 3.3 °C para la formacién de toxina. El pH minimo para el crecimiento de este
patégeno es de 4.5, la aw que estos microorganismos requieren es de 0.94 para los
tipos A y B, mientras que para el tipo E se requiere de 0.97 para su crecimiento
(Fernandez-Escartin, 2000).

Habitat: Las esporas de C. botulinum son ampliamente distribuidas en el suelo y las

aguas tanto dulces como saladas (Madigan et al., 2004).

El botulismo es considerado una de las enfermedades mas graves de las
intoxicaciones alimentarias (Niven, 1994). Esta enfermedad se ha relacionado con
el consumo de alimentos los cuales no han sido cocinados después de haber sido
procesados, por ejemplo pescado fresco y ahumado empaquetados al vacio,
vegetales envasados domésticamente como maiz y legumbres, asi como carnicos
enlatados (Madigan et al., 2004).
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2.4.7 C. jejuni

Bacilo Gram negativo, no esporulado, con forma alargada y curvada, que presenta
movilidad mediante uno o dos flagelos polares (Niven, 1994). Esta bacteria es
causante de infecciones intestinales en el hombre, sin embargo, puede estar
presente en el tracto digestivo de los animales y no causar dafio. La enfermedad
causada por este patdgeno se presenta como una enteritis febril similar a la causada
por salmonelosis. Sin embargo es comuUn que aparezcan complicaciones en
diversos drganos, sobre todo artritis y meningitis. Mientras que en nifios puede

presentarse septicemia (Sinell, 1994)

Crecimiento: Requiere bajas tenciones de oxigeno para crecer (Madigan et al.,
2004). La atmosfera ideal para su desarrollo es de 5% de oxigeno y 10 % de COs..
Crece a temperaturas razonablemente altas, siendo su Optimo de alrededor de 42
°C (Niven, 1994).

Habitat: este microorganismo es ubicuo en la naturaleza y es frecuentemente
localizado en el intestino de los animales de sangre caliente. Es causante de abortos
en ovejas, hepatitis en pollos, ademas de gastroenteritis e infeccién urinaria en el
hombre (Niven, 1994).

Los vehiculos responsables de la transmisién de este patdgeno en el humano son
principalmente el agua, la leche cruda, asi como las carnes de cerdo y pollo (Niven,
1994), almejas crudas y otros bivalvos, 0 en aguas superficiales no sujetas a
cloracion (Madigan et al., 2004).

2.4.8 Shigella

Las bacterias pertenecientes a este género son bacilos Gram negativos inmaviles,
aerobios facultativos. Consiste de cuatro especies, todas ellas patégenas para el
humano. Se distinguen por algunas caracteristicas bioquimicas y serolégicas
(antigenos O lipopolisacaridos): S. dysenteriae, subgrupo A; S. flexneri, subgrupo

B; S. boydii, subgrupo C; y S. sonnei, subgrupo D (Fernandez-Escartin, 2000).
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Crecimiento: su rango de temperatura de crecimiento es de 6 ° a 46 °C, aunque su

Optima es de 43 °C (Fernandez-Escartin, 2000).

Habitat: Shigella es generalmente considerado como organismo mas bien fragil que
no sobrevive fuera de su habitat natural, que es el intestino de los seres humanos y

otros primates (Adams y Moss, 2005).

Estas bacterias se han encontrado en verduras y leche cruda, de igual forma se ha
reportado que sobreviven en frutas como papaya y jicama, quesos no fermentados,
leche pasterizada, huevo, almejas y ostiones (Ferndndez-Escartin, 2000).

2.5 Adicion de antimicrobianos a productos carnicos

Para evitar el desarrollo de microorganismos patégenos en alimentos destinados al
consumo humano, algunas sustancias bacteriostaticas son bien aceptadas, ya que,
incrementan la presidbn osmética, reducen la aw por debajo de los minimos de
desarrollo bacteriano. Dos compuestos de uso comun son la sal y el azacar (Niven,
1994).

En los productos carnicos, la sal es un conservante muy utilizado, siendo el
componente mas importante en la preservacion carnes curadas. Mientras que el
azucar, los fosfatos y otros aditivos, favorecen caracteristicas como el color del
curado, la textura y el sabor, pero no contribuyen a la estabilidad microbiol6gica del
producto (Niven, 1994).

Dentro de los ingredientes que inhiben el crecimiento bacteriano en carne y

productos carnicos procesados se encuentran:

Sales como el cloruro de sodio (NaCl) que induce plasmdlisis o deshidratacion
celular. Dentro de las sales mas comunes se encuentran los lactatos (calcio, sodio
y potasio), los benzoatos (sodio y calcio), los sorbatos (potasio, sodio y calcio) y
propionatos (sodio y calcio) que en solucion se transforman en acido lactico, acido

benzoico, acido sorbico y acido propiénico respectivamente (Rocha, 2001).
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El lactato es una de las sustancias que se aplica en gran variedad de carnicos con
0 sin nitritos. Estos compuestos actian como bacteriostaticos, inhibiendo el
crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas de la flora alterante y
patogena de la carne. El mecanismo de accion sobre las bacterias es la acidificacion
celular, interferencia de protones a través de la membrana celular, ademas de
reducir la actividad de agua. Dentro de las ventajas que lactato presenta es el pH
neutro, por lo que ayuda a mantener a este paradmetro estable y por tanto ayuda a
reducir la formacién de exudados. Ademas este compuesto presenta un suave perfil
aromatico, por lo que hacen al lactato un antimicrobiano adecuado para una amplia

variedad de aplicaciones alimenticias (Rodriguez-Jerez, 2006).

El peréxido de hidrégeno, puede dafiar proteinas, lipidos, DNA y membrana
celular cuando se acumula dentro de una célula bacteriana. En experimentos
realizados en la universidad de Nebraska se encontré que, cuando se combinaba
peroxido de hidrégeno al 3% con &cido acético al 1%, se reducian a 3.79 Logio UFC
para Listeria inocua (Pszczola, 2002).

La formulacion de lactoferrina activada puede aumentar la inocuidad de la carne y
sus productos derivados, ya que inhibe bacterias patdégenas tales como E. coli
0157:H7, Campilobacter y Salmonella. Este compuesto aprobado por el
departamento de agricultura de Estados Unidos en 2002, ademas de inhibir

patégenos, ayuda durante el proceso de la carne a dar frescura (Pszczola, 2002).

El clorito de sodio acidificado por &cido citrico, es usado en productos carnicos
de todas las especies, incluso para frutas, hortalizas y productos marinos. Su
mecanismo es principalmente oxidativo; ataca enlaces disulfuro (S-S) y los
aminoacidos de algunas células bacterianas. Presenta un amplio espectro ya
destruye bacterias, virus, hongos, levaduras y algunos protozoarios (Velazco,
2001).

En los Ultimos afios se han utilizado agentes antimicrobianos gaseosos o0
vaporizados, destacando compuestos como el diéxido de cloro, ozono, éxido de

etileno y peroxido de hidrogeno vaporizado o acido aceético (Pszczola, 2002).
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El nitrito es una sustancia natural que brinda sabor, olor y color a los productos
carnicos, ademas de prevenir el desarrollo de C. botulinum y evitar la putrefaccion
y el deterioro en estos productos. Es una sustancia que naturalmente se encuentra
en vegetales tales como cilantro, rabano y betabel, ademas de estar presente en
suelo, agua, aire e incluso la saliva humana. Originalmente fue descubierto como
unaimpureza en la sal que se uso por miles de afios para curar las carnes (Andénimo,
1995).

2.6 Antimicrobianos naturales de origen vegetal

Las plantas han desempefiado un papel importante en la vida del humano, desde
los inicios de la humanidad, se han utilizado para suplir necesidades como alimento,

vivienda, vestido, medicina e incluso en actos rituales.

En los diferentes sistemas de medicina tradicional del mundo, las plantas han sido
utilizadas como fuente para tratar diversas enfermedades. El uso de las plantas
medicinales hasta le fecha no ha perdido vigencia e incluso en la actualidad registra
un auge y en el futuro su importancia sera mayor (Villavicencio-Nieto y Pérez-
Escandon, 2006). Prueba de ello es que muchas enfermedades infecciosas, se sabe
que son tratadas por medio de las plantas curativas, las cuales siguen
desempefiando un papel importante en la atencion primaria de salud en paises en

vias de desarrollo (Henao et al., 2009).

Actualmente los investigadores buscan alternativas de agentes antimicrobianos
contra patdégenos y deterioradores principalmente (Pszczola, 2002). A través de los
afos ha existido una tendencia a desarrollar agentes antimicrobianos naturales, ya
gue los consumidores exigen alimentos libres de aditivos, mas frescos y que
mantengan al mismo tiempo su inocuidad. El uso de compuestos antimicrobianos

naturales, son por lo tanto de interés para la industria alimentaria.

Se estima que a nivel mundial existen de 250,000 a 500,000 especies de plantas y
solo una décima parte de ellas se ha explorado hasta ahora (Negi, 2012). Sin

embargo, gran numero de estas plantas de todo el mundo han sido reportadas como
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fuentes potenciales de agentes antimicrobianos. Por ello cientos de articulos
cientificos han sido publicados en los dltimos 20 afios, los cuales muestran la
actividad antimicrobiana de compuestos naturales contra microorganismos
patogenos y deterioradores. Sin embargo, todavia hay poca informacion disponible
acerca del uso de plantas medicinales como una fuente de sustancias

antimicrobianas con usos potenciales en los alimentos (Roller, 2003).

En México, una amplia variedad de plantas se utilizan para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales y diarreas infecciosas en las zonas rurales (INEGI,
2012). De las aproximadamente 3,500 plantas utilizadas en la medicina tradicional
de México, cerca de 800 son de uso general por la gente del estado de Hidalgo,
para tratar una variedad de problemas de salud. Sin embargo, la mayoria de las
especies de plantas utilizadas en la medicina tradicional en México, incluidas las
utilizadas en Hidalgo, no han sido evaluadas para identificar y confirmar sus posibles

efectos terapéuticos o beneficiosos, tales como la accién antimicrobiana.

Las sustancias naturales con efecto antimicrobiano se pueden encontrar en muchas
plantas. Este tipo de compuestos se localizan en diferentes partes de la planta tales

como semillas, raices, hojas, tallos y frutas.

Mas de 1.300 especies de plantas se han reportado para producir compuestos
quimicos con actividad antimicrobiana, muchos de los cuales han sido aislados y se
utilizan en muchos campos, incluyendo la industria de alimentos (Burt, 2004,
Tajkarimi et al., 2010).

La actividad de compuestos antimicrobianos derivados de plantas contra diferentes
microorganismos se ha ensayado individualmente por métodos in vitro (Nychas y

Skandami, 2003), informacion que esta bien documentada (Tabla 3).
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Tabla 3. Algunas plantas con actividad antimicrobiana

Nombre comdn

Achiote Cilantro Menta
Albahaca Comino Mostaza
Almendra Curcuma Naranja

Anetol Cymbopogon Nuez moscada
Angélica Eneldo Orégano

Anis Enula Palmarosa
Asafetida Estragén Paprika
Abedul Eucalipto Perejil
ajenjo Flor de Naranjo Pimienta
Ajo Flor de lima Pimienta de jamaica
Anis estrellado Gale Pimienta negra

Anisilllo Gardenia Rabano picante

Almistle Geranio Ravensara

apio Goma de lentisco Rosa

Artemisa Hierba Buena Regaliz
Bergamota Hinojo Romero

Cajeput Jasmin Sabila

Calamo Gengibre salvia

Cardamomo Laurel Senecio

Cebolla Lavanda Tomillo

Cedro Limén Tuberosa
Cenizo Lima Vainillla
Chile Mandarina Valeriana
Canela Manzanilla Verbena
Clavo Mejorana zanahoria

Fuente: Nychas y Skandami (2003).

Dentro de las plantas con efecto antibacterial, es importante mencionar a las hierbas
y especias que son utilizadas ampliamente como saborizantes y fragancias en la
industria de los alimentos, sin embargo, también se podrian utilizar como
conservadores de alimentos, ya que algunas, como las especias, han mostrado
efecto antimicrobiano en medios de cultivo, no obstante, su uso es limitado debido
a que pueden conferir aromas y sabores a los alimentos, lo que afecta los niveles

organolépticos del producto (Rocha, 2001).

En el comercio se presentan especias molidas, puras o0 mezcladas unas con otras.
El efecto antimicrobiano se debe principalmente a los aceites esenciales, alcaloides
y taninos que contienen. Hasta ahora solo se conocen algunos compuestos

guimicos de las sustancias antimicrobianas de las especias (Tabla 4).
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Tabla 4. Antimicrobianos contenidos en especias

Especia Componentes activos

Anis Cresol, Aldehido Anisinico, Acido benzdico

Clavo Aceite de clavo, Eugenol, Acido benzéico

Pimentén Capsaicina

Ajo Alicina, Alistatina, Acroleina

Comino a-Terpineno, y- Terpineno, Carvona

Nuez moscada Aceite de pimienta, Piperina, Piperidina, y Citral.

Pimienta de Jamaica Eugenol y Citral.

Tomillo y- Terpineno, Timol, Carvacrol.

Canela Aceite de canela, Aldehido cinamico, Acido benzoico, Eugenol y
Citral.

Cebolla Alocina

Fuente: Mller, G., 1981

Si bien, algunas de las especias no matan a los microrganismos, si inhiben su
crecimiento. Es de importancia resaltar que el éxito de controlar el desarrollo de
bacterias depende de factores como el tipo de extracto, granulos y polvo, la
composicién y concentracion de las especias, las especies y niveles de

microorganismos, la composicion del sustrato y las formulaciones (Rocha, 2001).

2.6.1 Aceites esenciales

Como se menciond, los aceites esenciales pueden presentan actividad
antimicrobiana considerable. Estos compuestos son liquidos aceitosos, los cuales
pueden ser obtenidos a partir de diferentes partes de las plantas como flores,
yemas, semillas, hojas, ramas, corteza, madera, frutos y raices (Muller, 1981; Burt,
2004). De acuerdo a sus caracteristicas quimicas, son mezclas complejas de
esteres, aldehidos, cetonas, y terpenos, que ademas de ser compuestos muy

olorosos, son muy solubles en alcohol y poco solubles en agua (Nychas, 1995).

Se ha estudiado el efecto antimicrobiano de aceites esenciales obtenidos de plantas
de diferentes paises, como por ejemplo, plantas de américa del sur (molle, muna,

cedroncillo y arrayan) contra diferentes microrganismos como E. coli O157:H7, L.
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monocytogenes, S. enteriditis y S. aureus y diferentes plantas han mostrado una

fuerte actividad antimicrobiana (Pszczola, 2002).

El aceite de orégano es efectivo contra E. coli, Listeria y Staphylococcus, ya que
inhibe su desarrollo. Por otra parte, el aceite de cilantro y albaca inhibe el
crecimiento de E. coli O157:H7. Asi mismo, los aceites de anis, orégano, cilantro y

albahaca inhibieron el desarrollo de mohos (Rocha, 2001).

Se ha observado que aceites de clavo, pimiento, canelay romero a razén de 1/100
de dilucion inhibieron el crecimiento de microorganismos Gram negativos como
Pseudomona fluorescens y Serratia liquefaciens. Esto gracias a que la canela
contiene cinamaldehido, el clavo presenta eugenol, y el romero metaboliza alcanfor,

este Ultimo compuesto también inhibe mohos y micotoxinas (Rocha, 2001).

Estudios realizados por Dussault et al. (2014), reportan actividad antimicrobiana en
un modelo in vitro de los aceites esenciales Isotiocianato de alilo, canela china,
orégano, tomillo rojo y la oleorresina de canela, contra S. aureus, L. monocytogenes,
B. cereus, E. coli, S. Typhimurium, P. aeruginosa. En este mismo estudio L.
monocytogenes resulté ser sensible al aceite de orégano y canela, observando que
la adicion de 500 ppm a jamén inhibi6 su desarrollo en un 19 y 10%,

respectivamente para cada compuesto.

Mientras que Zhang et al. (2009), evaluaron actividad antimicrobiana de los
extractos etandlicos de clavo (Eugenia caryophyllata), orégano (Origanum vulgare),
romero (Rosemarinus officinalis), pimiento (Capsicum spp.), nuez moscada
(Myristica fragrans Houltt), regaliz (Glycyrrhiza glabra), la carcuma (Curcuma longa),
anis (Pimpinellaa anisum), corteza de canela (Cinnamomum cassia), hinojo
(Foeniculum vulgare), el fresno espinoso (Zanthoxylum americanum), cardamomo
redondo (Elettaria Cardamomum ), raiz de Dahurian angelica (Angelica dahurica) y
de angélica (Angelica venenosa) contra L. monocytogenes (NICPBP 54002), E. coli
(ATCC 25922), P. fluorescens (AS1.1802) y L. sake (AS1.80). Encontrando que los
extractos individuales de clavo de olor, romero, corteza de cassia y regaliz contiene
una fuerte actividad antimicrobiana, pero la mezcla de romero y extractos de regaliz

fue el mejor inhibidor contra las bacterias probadas en el estudio in vitro, al igual
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que en los estudios realizados en carne de cerdo y jamon donde reducen el

desarrollo de L. monocytogenes.

Por su parte Gill et al. (2002) evalian la capacidad de aceite de cilantro para
controlar el crecimiento de L. monocytogenes en jamén empacado al vacio; se
observé que las concentraciones minimas inhibitorias de aceite de cilantro
determinado por los ensayos in vitro dependia de las cinco cepas L. monocytogenes
probadas, con valores que oscilan entre 0,074 % y 0,018 %. Sin embargo, el aceite
de cilantro no parece ser un agente adecuado para el control de L. monocytogenes
en jamon ya que la adicion al 6 % de este aceite a jamon empacado al vacio y
almacenado a 10 °C durante 4 semanas no reduce el crecimiento de esta bacteria.

No obstante, se ha reportado que L. monocytogenes es sensible al aceite de
romero, especialmente al a- pineno. Se ha observado que la adicion de romero
deshidratado en polvo (0.5%) o la adicion de aceite de romero (1%) a salchichas de
higado de porcino, retardo el crecimiento de bacterias durante su almacenamiento

en refrigeracion (Rocha, 2001).

Extractos naturales de semilla de uva, corteza de pino, antocianinas de zanahoria,
flavonoides de romero y salvia, muestran beneficios antimicrobianos cuando se
aplican a carne precocida y refrigerada. Mientras que el puré de ciruela seca es
efectivo inhibiendo bacterias patégenas como E. coli y Salmonella en productos de

carne molida (Pszczola, 2002).

Aunque muchos condimentos e ingredientes de alimenticios contienen sustancias
antimicrobianas, pueden presentar una elevada tasa de microorganismos, y es
frecuente, que la alteracion presentada en alimentos se deba a estos
microorganismos aportados por los condimentos especialmente cuando se trata de
embutidos y otros productos céarnicos. Las esporas de Bacillus subtilis asi como de
las pertenecientes al género Clostridium suelen estar presentes en pimienta,
mejorana, la ajedrea, el tomillo y cilantro, por lo que se relacionan con el
abombamiento de las conservas de jamon y productos carnicos (Muller,1981). Las
especias contienen con frecuencia también bacterias no esporuladas, ya que en

productos carnicos se pudo comprobar la presencia de E. coli y Salmonella. Rara
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vez se encuentran levaduras, sin embargo de la pimienta negra, el pimenton y el
pimiento rojo picante, se han aislado Aspergillus glacus y A. restrictus, A. flavus y

A. achraceus, de las cuales algunas cepas forman aflatoxinas (Muller, 1981).

2.7 Extraccién de metabolitos secundarios de origen vegetal

La extraccion es el proceso de pasar un soluto de una fase a otra, cuyo proposito
es aislar, concentrar o separar un analito de una especie o sistema (Harris, 2009;
Skoog et al., 2001).

Actualmente los métodos de extraccion de metabolitos secundarios de plantas con
actividad Bioldgica se basan en la polaridad (solubilidad relativa en disolventes
organicos), solubilidad en agua, y diferentes solubilidades alteradas a base de sales
y pH (acidez o alcalinidad relativa). Estos métodos proporcionan un mayor grado de

resolucién de los tipos de metabolitos presentes en muestras de plantas.

Los métodos de extraccidn que se elijan deben basarse en el conocimiento de varias
propiedades fisicoquimicas del compuesto de interés. Estos incluyen coeficientes
de particion en agua o disolventes organicos, la polaridad relativa de la molécula, la
estabilidad de la molécula en luz u oscuridad, asi como la temperatura empleada
durante el proceso de extraccion. Si el compuesto de interés es altamente soluble
en agua, se emplea este liquido caliente o frio para obtener un extracto acuoso. Si
por otra parte, el compuesto es altamente soluble en un disolvente particular

organico, se emplea un disolvente organico (Cseke et al., 2006).

2.7.1 Cromatografia

La cromatografia se utiliza para separar componentes de diversas mezclas, ademas

de que indica el nimero de compuestos, asi como la porcion de cada uno de ellos.

Un rasgo caracteristico de la cromatografia es la presencia de dos fases, dispuestas
de manera que mientras una permanece estacionaria dentro del sistema, la otra

(fase movil) se desplaza a lo largo de ella (Skoog et al., 2001).
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En cromatografia la fase movil (el disolvente que desciende a través de la columna)
es un liquido o un gas. Mientras que la fase estacionaria la que se encuentra fija en
el interior es normalmente un liquido viscoso enlazado quimicamente a las paredes
internas de un tubo capilar o a la superficie de las particulas sélidas empaquetadas
dentro de la columna. Asi, la clave de separacion en cromatografia es que la
velocidad con que se mueve cada sustancia depende de su afinidad relativa por
ambas fases (Harris, 2009).

Los compuestos mas afines a la fase estacionaria (mas retenidos) avanzan
lentamente, mientras que aquellos que son mas afines a fase mévil se desplazan
con mayor rapidez. Asi el método cromatogréafico funciona como un control de la

velocidad de cada sustancia logrando la separacion entre ellos (Skoog et al., 2001).

La cromatografia se divide en cinco categorias de acuerdo al mecanismo de

interaccidn del soluto con la fase estacionaria (Harris, 2009; Cseke, 2006).

Cromatografia de adsorcion: se utiliza una fase estacionaria solida y una fase movil
liguida o gaseosa. El soluto se adsorbe en la superficie de las particulas solidas.

Cuando mas fuerte se adsorbe un soluto mas lentamente atraviesa la columna.

Cromatografia de reparto: utiliza una fase estacionaria, en forma de una fina pelicula
de alto punto de ebullicion, sobre la superficie de un soporte solido, que en
cromatografia de gases es, tipicamente, la cara interna de una columna de
cromatografia de silice. El soluto esta en equilibrio entre el liquido estacionario, y la

fase mévil que es el gas en cromatografia de gases.

Cromatografia de intercambio i6nico: en cromatografia de intercambio i6nico, la
separacidén se basa en interacciones idnicas de los componentes individuales de
una mezcla con una fase estacionaria que es una superficie de carga ionica de
carga opuesta a los iones de la muestra. La fase movil es un tampdn acuoso, donde
se utilizan tanto el pH y la fuerza i6nica para controlar el tiempo de elucién. Cuanto
mas fuerte es la carga en la muestra, mas fuerte sera atraido a la superficie ionica,
y por lo tanto, mas tiempo se necesita para que se produzca la elucion de la

columna.
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Cromatografia de exclusion molecular: la separacion de mezclas se basa
estrictamente en el tamafo. La columna se rellena con un gel con poros de tamafio
estrictamente controlados, asi las moléculas pequefias tardan mas tiempo en salir
ya que penetran dentro del gel, mientras que las moléculas de mayor tamafio eluyen

mas rapido, ya que no entran en los poros.

Cromatografia de afinidad: El principio de esta técnica se basa en el hecho de que
algunas proteinas tienen una afinidad muy alta para los grupos quimicos especificos
(ligandos) unido covalentemente a un material de lecho cromatografico (la matriz).
Solo las proteinas con una alta afinidad para el ligando se puede unir a la matriz de
la columna. Otras proteinas, por el contrario, eluyen a través de la columna, debido
a gue son incapaces de unirse al ligando. Las proteinas unidas se puede eluir de la
columna por una solucion que contiene una alta concentracion de la forma soluble

del ligando.

2.7.1.1 Cromatografia en capa fina

En este tipo de cromatografia la mezcla de compuestos que se va a separar, se
aplica en forma de pequenfias gotas de solucién cerca del borde de un soporte plano,
ya sea lamina de vidrio, plastico o aluminio los cuales estan recubiertos por una
capa delgada de gel de silice (SiOz) y la alumina (Al203), ambas adsorbentes de
caracter polar. El proceso de adsorcion se debe a interacciones intermoleculares de
tipo dipolo-dipolo o enlaces de hidrogeno entre el soluto y el adsorbente. Estas
placas con las muestras se sumergen en un disolvente que actia como fase movil
o eluyente, el cual sube por la placa por capilaridad. El eluyente puede ser un
disolvente Unico o dos miscibles de distinta polaridad (Tabla 5). En cromatografia
en capa fina, el grado con que eluyen las sustancias depende tanto de su propia
polaridad como de la polaridad del eluyente utilizado (Fox y Whitesell, 2000).
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Tabla 5. Eluyentes empleados en cromatografia en capa fina

Disolventes

Eter de petréleo Cloruro de metileno
N-hexano Acetato de etilo
Ciclohexano Acetona
Tolueno Iso-propanol
Dietil-éter Etanol
T-butil-éter Metanol
Cloroformo Acido acético

Actualmente las placas de cromatografia llevan un indicador fluorescente que
permite la visualizacion de los compuestos activos a la luz ultravioleta (254 nm). En
el caso de compuestos que no absorben luz UV, la visualizacion (o revelado) del
cronograma requiere utilizar un agente revelador los cuales poder ser vapores de
yodo o con la aplicacion de una mezcla de agua/H2SOa (1:1) sobre la placa y su
posterior calentamiento (Sharapin, 2000).

2.7.1.2 Cromatografia en columna

En la cromatografia de liquidos se utiliza una columna empaqguetada con una fase
estacionaria utilizando normalmente alimina o gel de silice (que son en realidad
polimeros de subunidades de AlsOs y SiOz). Mientras que la fase movil son los
eluyentes, los cuales fluyen al fondo por efecto de la gravedad. Asi los componentes
gue se adhieren fuertemente a la fase solida o estacionaria son compuestos polares
ya que la alimina y el gel de silice son 6xidos metalicos polares cuyas superficies
estan recubiertas por grupos hidroxilo (OH). Ademas de que requieren de un mayor
namero de disolventes para poder eluir, por lo que se forman bandas y la mezcla de

compuestos se separa en sus componentes (Fox y Whitesell, 2000).
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2.8 Métodos de determinacién estructural

La determinacion de la estructura de los compuestos organicos obtenidos a partir
de plantas es una parte importante dentro de la quimica organica. Actualmente los
investigadores tratan de encontrar nuevos compuestos que presenten actividad
fisiolégica, de los cuales una vez localizados deben aislarse y posteriormente

determinar su estructura (Yurkanis, 2008).

Actualmente se cuentan con técnicas instrumentales diferentes para la
determinacién de estructura de los compuestos organicos. Estas técnicas se
caracterizan por ser rapidas y se necesitan pequefias cantidades de un compuesto
a analizar (Yurkanis, 2008).

Dentro de estas técnicas se pueden encontrar a:

Espectrometria de masas: la cual permite determinar la masa molecular y la forma
molecular de un compuesto asi como de algunas caracteristicas estructurales (no

emplea radiacién electromagnética por ello espectrometria)

Espectroscopia de infrarrojo: esta técnica emplea radiacion electromagnética e

indica las clases de grupos funcionales que tiene un compuesto.

Espectroscopia Violetalvisible: esta técnica emplea radiacion electromagnética y
proporciona informacion sobre aquellos compuestos organicos con enlaces dobles

conjugados.

2.8.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de RMN ayuda a identificar la estructura de carbonos e
hidrogenos en un compuesto organico. La ventaja de la espectroscopia de RMN es
gue no sélo hace posible identificar la funcionalidad en un carbono especifico sino
que también permite conectar carbonos vecinos. En muchos casos se puede usar

la RMN para determinar toda la estructura de una molécula (Yurkanis, 2008).

Esta técnica se basa principalmente en el hecho de que algunos nucleos atémicos

son intrinsecamente magnéticos. Solo un nimero limitado de isotopos presenta esta
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propiedad, conocida como spin (rotacion), de los mas importantes se citan en la
Tabla 6.

Tabla 6. Nucleos de importancia biolégica que dan sefiales de RMN

Nucleo Abundancia natural (% en el peso del elemento)
1H 99,984
2H 0,016
BC 1,108
1N 99,635
BN 0,365
o) 0,037

ZNa 100,0
Mg 10,05
sip 100,0
Cl 75,4
K 93,1

Fuente: Stryer, L., Berg J.M. y Tymoczko J.L., (2004)

El ejemplo mas sencillo es el ntcleo de hidrégeno (* H) que es un protén. La rotacion
de un protén genera un momento magnético. Cuando se aplica un campo magnético
externo, este puede adoptar una de dos orientaciones o estados de spin (llamados
a y B). La diferencia de energia entre estos dos estados es proporcional a la fuerza
magnética aplicada. El estado a tiene una energia ligeramente mas baja, por ello
esta poblado porque esta alineado con el campo. Asi un proton en estado a puede
elevarse al estado (3 si se aplica (un pulso de radiacién electromagnética un pulso
de radiofrecuencia, o FR), siempre y cuando la frecuencia corresponda a la
diferencia de energia entre los estados a y B y se obtendra una resonancia. Asi un
espectro de resonancia para una molécula se puede obtener variando el campo
magnético a frecuencia constante de la radiacion electromagnética, o manteniendo
el campo magnético constante y variando la radiacidén electromagnética (Stryer et
al., 2004).
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2.8.2 Espectroscopia infrarroja (IR)

Espectroscopia infrarroja analitica (IR) abarca varios métodos que se basan en la
absorcién de radiacion electromagnética con longitudes de onda en el rango de 1 a
1000 micras. Esta gama espectral es tipicamente dividido en el infrarrojo cercano
(1 a 2,5 um), infrarrojo medio (2,5 a 25 pm) e infrarrojo lejano (mayor de 25 um). El
IR medio es el rango que es mas rico en informacion estructural y es el mas facil de
acceder. Este rango espectral no sélo se utiliza para determinar los grupos
funcionales de una molécula, sino que también proporciona regiones caracteristicas
gue se pueden utilizar para identificar compuestos. Para las mediciones de IR, es

comun reportar longitudes de onda (u) o frecuencia (cm™).

Resulta que la espectroscopia de IR se puede utilizar facilmente como un método
para analisis estructural semiempirico, ya que se observlo que existe una buena
correlacion entre la posiciébn de la bandas y grupos funcionales organicos o
caracteristicas estructurales (Vogler y Setzer, 2006).Las bandas tipicas de
absorcion del infrarrojo que suelen encontrarse en los productos naturales estan

listados en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de absorcién en el infrarrojo de algunos grupos funcionales

Tipo de grupo funcional Posicion de la banda (cm™) Intensidad de absorcién

Alcanos, grupos alquilo

C-H 2850-2960 Media a fuerte
Alquenos

=C-H 3220-3100 Media

c=C 1640-1680 Media
Alquinos

=C-H 3300 Fuerte
—C=C— 2100-2260 Media

Halogenuros de alquilo

C-CL 600-800 Fuerte
C-Br 500-600 Fuerte
C-l 500 Fuerte
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Alcoholes

O-H 3400-3650 Fuerte, ancha
C-O 1050-1150 Fuerte
Aromaticos
§ \ 3030 Débil
c-H
Vi
c“%~¢ o
I Il 1660-2000 Débil
cC _C
~ 1450-1600 Media
Aminas
N-H 3300- 3500 Media
C-N 1030-1230 Media

Compuestos carbonilo 2
Cc=0 1670-1780 Fuerte

Acidos carboxilicos

O-H 2500-3100 Fuerte, muy ancha
Nitrilos
C=N 2210-2260 Media

Compuestos Nitro
NO; 1540 Fuerte

Fuente: McMurry, 2005. @ Acidos carboxilicos, ésteres, aldehidos y cetonas.

2.9 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC por sus siglas en inglés), reporta el flujo
de calor como una funcion de la temperatura es una excelente herramienta para la
medicién del calor especifico y fase de transicion dependientes de la temperatura
(Sahin y Sumnu, 2007).

Esta técnica termoanalitica, es utilizada para monitorear los cambios en la energia
asociados con las transformaciones fisicas o quimicas de los materiales en funcién
de la temperatura (Fonseca-Florido, 2013). Dicha técnica nos permite determinar
la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando es mantenida a

temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es calentada o
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enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de temperaturas
(Surifach et al., 1992).

De acuerdo con Surifiach et al. (1992), entre las diversas utilidades de la técnica

DSC se pueden destacar:

Medidas de capacidad calorifica aparente.

e Determinaciéon de temperaturas caracteristicas de transformacion o de
transicion tales como: transicion vitrea, transicion ferrro-paramagnética,
cristalizacion, transformacion polimorfica, fusién, ebullicion, sublimacion,
descomposicion, isomerizacion.

e Estabilidad térmica de los materiales.

e Cinética de cristalizacion de los materiales.
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[ll. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano de treinta y un especies de plantas contra
diferentes bacterias patdégenas en medios de cultivo y el efecto de s6lo una planta

en jamon cocido de cerdo.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto antimicrobiano de los extractos acuosos o metanélicos o
etandlicos o cetonicos o hexanoicos de 31 especies de plantas contra 10

diferentes especies de bacterias patdégenas.

e Obtener fracciones y colecciones cromatograficas de los extractos que

presenten mayor actividad antimicrobiana.

e Evaluar el efecto antimicrobiano de las colecciones de fracciones

cromatograficas en medio de cultivo.

e l|dentificar parcialmente con apoyo de la Resonancia Magnética Nuclear

algunos compuestos con actividad antimicrobiana presentes en las plantas.

e Determinar el comportamiento de S. Typhimurium y S. aureus en jamon
cocido de cerdo adicionado con y sin extractos, fracciones cromatogréaficas y

compuestos puros, con actividad antimicrobiana.
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IV. Materiales y métodos

4.1 Metodologia general
La estrategia metodoldgica desarrollada en este proyecto se muestra de manera

general en la Figura 1.

Extraccidon por maceracion (Agua,
Metanol, Etanol, Acetato y Hexano)

v

Extractos secos

> Extractos con mayor efecto
antimicrobiano

v

v Separacion por cromatografia L
Evaluacién
del efecto l Elaboracién de
antimicrobiano . . jamon y evaluacién
(Técnica de <+——| Fracciones cromatograficas del efecto
difusion en antimicrobiano
placa) —__,| Fracciones con mayor efecto —*| (Técnica de conteo
A antimicrobiano en placa)

l A

Separacion por cromatografia

'

Compuestos aislados

Compuestos aislados con mayor
efecto antimicrobiano

‘

Identificacion por RMN

v

Figura 1. Diagrama de la metodologia general
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4.2 Materiales
4.2.1 Material bioldgico (plantas)

Treinta y un plantas utilizadas en la medicina tradicional de Hidalgo fueron
analizadas (Tabla 8). De cada planta utilizo solo la parte o partes a las cuales se les
atribuye el efecto medicinal (por ejemplo raiz, hoja, etc). Se obtuvo
aproximadamente 500 g de cada planta; y estas fueron secadas en un horno a 50
°C con recirculaciéon de aire (Lab-Line, Ambi Hi Low Chamber, USA). Las plantas
secas se guardaron en bolsas de plastico, se cerraron herméticamente y se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta su uso. Cabe sefalar que las plantas
denominadas como A y B en la tabla 8, son las que mostraron el mayor efecto
antimicrobiano y con ellas se estan elaborando formulaciones de aditivos vy
soluciones desinfectantes que se buscara protegerlas como patente, por lo que, el
nombre de tales plantas no se mencionara a lo largo de la tesis y se referira a ellas

como planta Ay B.

4.2.2 Material biolégico (Cepas bacterianas)

Las bacterias empleadas fueron: S. Typhimurium (ATCC 14028), S. Choleraesuis
(ATCC 10708), L. monocytogenes (ATCC 19115), S. aureus (ATCC 25923), S.
epidermidis (ATCC 12228), S. flexneri (ATCC 12022), S. sonnei (ATCC 25931), P.
aeruginosa (ATCC 27853), E. coli O157: H7 (E09 donada por E. F. Escartin de la
Universidad Autonoma de Querétaro, México ) y Vibrio cholerae O1 (87151,serotipo
inaba, donada por E. F. Escartin). Todas las cepas fueron resistentes al antibiético
rifampicina (R+). Las cepas se mantuvieron en tubos inclinados con Agar Soya
Tripticaseina (TSA; Bioxon, Becton Dickinson, México) en refrigeracion (3-7 °C)

hasta su uso.
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4.2.3 Medios de cultivo

Agar para Métodos Estandar (Bioxon, Becton Dickinson, México), Agar de Soya
Tripticaseina (Bioxon, Becton Dickinson, México), Caldo de Soya Tripticaseina
(Bioxon, Becton Dickinson, México) y Peptona de Caseina (Bioxon, Becton

Dickinson, México).

4.2.4 Reactivos y disolventes

Agua destilada, Solucién Salina Isotonica (SSI), Rifampicina, Acetato de etilo (J.T.
Baker, USA), Hexano (J.T. Baker, USA), Acetona (J.T. Baker, USA), Metanol (J.T.
Baker, USA), Etanol (J.T. Baker, USA).
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Tabla 8.Plantas medicinales utilizadas en las pruebas antimicrobianas

Nombre cientifico Nombre comun Partes de la planta utilizadas  Uso tradicional Forma Via de
por la poblacién de uso administracién
Alternathera repens (L.) kuntze Tianguis Parte aérea Diarrea hervir Oral
Anethum graveolens Eneldo Hojas Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Brickellia veronicifolia (HBK.) Gray Peishto Raiz Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Brickellia squarrosa (Cav.) Robins Prodigiosa Raiz Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Buddleja perfoliata Salvia real Hojas Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Conyza schiedeana (Less.) Crong. Simonillo Raiz Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Datura stramonium L. Toloache Parte aérea Lesiones de la piel, erupciones e infecciones cutaneas hervir Cutaneo
Eugenia capulini Piste Hojas Diarrea y disenteria hervir Oral
Eupatoruim petiolare Yolochichitl Raiz Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Grindelia inuloides var. Glandulosa Arnica Tallos, hojas y flores Diarrea hervir Oral
Hemiangium excelsum Cancerina Tallos Diarrea hervir Oral
Hesperozygis marifolia (Brig.) Epling. Hierba blanca Parte aérea Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Hypericum silenoides Tlahuauquelite Parte aérea Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Lepidium virginicum L Lentejilla Parte aérea Diarrea y trastornos estomacales hervir Oral
Lippia graveolens HBK Oregano Tallos, hojas y flores Dolor de estémago hervir Oral
Matricaria chamomilla L. Manzanilla Tallos, hojas y flores Cdlicos y dolor de estbmago hervir Oral
Medicago polymorpha var. vulgaris Carretilla Flores, hojas y tallos Diarrea y vomito hervir Oral
Montanoa tomentosa Zopacle Flores, hojas y tallos Dolor de estémago hervir Oral
Prunus serotina Ehrh. Capulin Hojas y tallos Diarrea hervir Oral
Psidium guajava L. Guayaba Tallos y hojas Diarrea hervir Oral
Ruta chalepensis Ruda Tallos y hojas Colico y dolor de estbmago hervir Oral
Sanvitalia procumbens Lam. Ojo de gallo Raiz Diarrea hervir Oral
Sigesbeckia jorullensis HBK. Flor de arafia Raiz Diarrea hervir Oral
Silvia prostrata Benth Tripa de gallina Flores Diarrea y disenteria hervir Oral
Solanum rostratum Dun. Duraznillo Raiz Lesiones infectadas hervir Oral, cutaneo
Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip. Santa Maria Raiz Diarrea hervir Oral
Terminalia catappa L Almendro Tallos Diarrea hervir Oral
Thymus vulgaris L. Tomillo Raiz Cdlico y dolor de estbmago hervir Oral
Turnera difusa Willd Hierba del moro Raiz Diarrea y antihelmintico hervir Oral
Planta A Parte aérea Diarrea y dolor de estbmago hervir Oral
Planta B Tallos, hojas y flores Diarrea hervir Oral
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4.2.5 Equipo

Autoclave eléctrica (Yamato, SM 200, Japon), Agitador Vortex (scientific,
industries, USA), Balanza analitica (OHAUS, USA), Bomba de vacio (BUCHI,
Vacuum Pump V- 700, Suiza), Incubadora bacteriolégica (Lab-Line, Ambi Hi Low
Chamber, USA), Campana de flujo laminar (LABCONCO, USA), Cuenta colonias
(American Optical Quebec, USA), Parrilla eléctrica (Cimarec, USA), Refrigerador
(Vendo, México), Evaporador rotatorio (BUCHI, Rotavapor R-215, Suiza),
Lampara de luz ultravioleta (Entela U.V., U.S.A), Espectrometro de resonancia

magnética nuclear (Varian NMR, 400 MHz).

4.3 Métodos
4.3.1 Obtencion de Extractos

Acuoso: las muestras (25 g) de cada parte de la planta seca (Tabla 8) se pesaron
y se colocaron asépticamente en matraces estériles. Se afiadié agua destilada
(225 ml) a cada matraz, posteriormente los matraces se calentaron a ebullicién

durante 10 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Para los extractos organicos con metanol, etanol, acetona y hexano: las
muestras (25 g) de cada parte de la planta seca se pesaron y se colocaron en
frascos de vidrio estériles por separado. Dependiendo del tratamiento, se
agregaron a cada frasco, 225 ml de etanol al 96 %; 225 ml de metanol; 225 ml
de acetona y 225 ml de hexano. Los matraces se almacenaron a temperatura
ambiente durante siete dias con agitacion manual (una vez al dia). Después de
este periodo de extraccion, la fase liquida se filtr6 a través un embudo Bichner
al cual se le un coloco papel de filtro Whatman N° 4. Lo mismo se realiz6 con los

extractos acuosos.

Todos los extractos, por separado, se concentraron en un rotaevaporador (Buchi,
rotavapor R-215). Los disolventes se eliminaron por completo de los
concentrados, colocandolos en una estufa con recirculacion de aire (Lab-Line,
Ambi Hi Low Chamber, USA) durante 2 horas a 50 £ 2 °C. Los extractos

obtenidos (considerdndolo como extracto concentrado) se colocaron en un
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frasco para su posterior utilizacion en pruebas antimicrobianas mediante técnica

de difusion en placa.

4.3.2 Efecto antimicrobiano por técnica de difusién en placa con discos

Para la preparacion del inoculo, tubos con 3 ml de Caldo de Soya Tripticaseina
(TSB, Bioxon, Becton Dickinson, México) se inocularon con cada una de las
cepas mencionadas y se incubaron a 35 °C durante un periodo de 18 h. Los
cultivos se lavaron dos veces en solucién salina isotonica estéril (ISS; 0.85% de
NaCl) por centrifugacibn a 3500 g durante 20 min y los precipitados se
resuspendieron en agua peptonada estéril. Posteriormente se realizaron
diluciones de los cultivos lavados para producir una concentracion final de 108
UFC/ml.

Se prepararon soluciones de los extractos en una relacion 1:10, para el caso de
los acuosos, extracto seco:agua, y para los otros extractos secos,
extracto:solucién de agua-tween al 20%.

En la evaluacién del efecto antimicrobiano, se empled la técnica de difusion en
agar empleando discos de papel (Lopez-Malo et al., 2005; CLSI, 2009). Donde
100 pl de cada cultivo bacteriano (a una concentraciéon aproximada de 1x10’
UFC) se inocularon en placas de Agar métodos cuenta estandar con rifampicina
100 mg /L (Sigma —Aldrich, USA) y fueron distribuidos en el agar por la técnica
de extensién en superficie. Posteriormente se colocaron discos de papel filtro (5
mm de diametro) en la superficie de cada placa de agar. Alicuotas 10 pl de cada
solucion de extracto se colocaron a continuacion en cada disco (dosis finales por
disco: 1 mg de extracto). Se utilizaron como control positivo cloranfenicol (discos
con 25 pg) y gentamicina (discos con 25 pg) para P. aeruginosa. Una vez que
los extractos se absorbieron por el agar, las placas se incubaron de forma
invertida durante 24 h a 35 °C + 1 °C. Transcurridas las 24 h, se midio la zona
de inhibicién resultante para cada extracto (Figura 2). Cada experimento se
realizd por cuadruplicado y se calcularon los valores promedio para cada

extracto.
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4.3.3 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de determinar la concentracion mas baja
de los extractos a la cual toda via se observa sensibilidad de los
microorganismos. Para ello se utilizé el método de dilucion en caldo (Vanden y
Vlietinck, 1991). Se prepararon tubos con caldo de soya tripticaseina, como
medio base, a los cuales se les agregardn los extractos a diferentes
concentraciones (100 a 1 mg/ml). Los tubos fueron inoculados con una
suspension de microorganismos (10° UFC / ml). Todos los tubos inoculados se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Considerando como CMI la ultima dilucion del
extracto que inhibidé el crecimiento bacteriano después de este tiempo. Los
antibiéticos cloranfenicol y gentamicina fueron utilizados como control. Se

realizaron cuatro repeticiones por experimento.
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Figura 2. Técnica de difusion en placa con discos
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4.3.4 Separacion de los extractos en fracciones por cromatografia en

columna

Los extractos que presentaron actividad antimicrobiana se separaron en
fracciones por medio de cromatografia en columna. Para ello, cada extracto
concentrado se mezclé con silica gel (Sigma Aldrich, suiza) con el fin de eliminar

humedad.

La silica gel previamente fue activada mediante un proceso que consistié en
colocarle a temperatura de 120 °C durante una hora en una estufa de secado
con recirculacién de aire, con la finalidad de retirar la humedad presente y evitar

que la polaridad de la silica se modificara.

Posteriormente se empagueto la columna mediante el método descrito por Fox
y Whitesell (2000), para esto, se colocé un trozo de algodon en el fondo de la
columna con ayuda de una varilla de vidrio con la finalidad de evitar que sea
expulsada la fase estacionaria (gel de silice) al abrir el robinete de la columna.
La columna se coloc6 en soporte universal asegurando que quedara recta. El
paso siguiente fue mezclar la silica gel con hexano en un vaso de precipitado,
hasta obtener una pasta fluida, la cual fue vertida en la columna, posterior a esto
se adiciono hexano para evitar que la silica se secara, esto se dejo en reposo
por un periodo de 18 a 24 h con la finalidad de que salieran burbujas de aire
atrapadas en la silica, después de este periodo se agregd la mezcla extracto-
silica, y encima de este se coloc6 una pequefia capa de sulfato de calcio
(secante), para finalmente colocar una trozo de algodon que sirvio para
amortiguar la caida del disolvente al ser agregado y evitar la dispersién del
sulfato de calcio y el extracto. Después de este procedimiento se lleno la columna
con disolvente (hexano) y se comenzaron a recuperar o eluir o a “bajar” las
fracciones con las diferentes mezclas de disolventes utilizando Hexano, hexano-
Acetato, acetato, Acetato-metanol y metanol (Tabla 9), recuperando las
fracciones en volimenes de 50 ml. Los eluatos fueron evaporados con rota
evaporador y concentrados de aproximadamente 5 ml de cada fraccion se

colocaron en viales, considerando cada una de estos como una fraccion.
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Tabla 9. Mezclas de disolventes utilizadas en cromatografia en columna

Disolvente (s) Concentracién
Hexano 100%
- Hexano-Acetato 90%-10%
Hexano-Acetato 80%-20%
Hexano-Acetato 70%-30%
Hexano-Acetato 60%-40%
Hexano-Acetato 50%-50%
Hexano-Acetato 40%-60%
Hexano-Acetato 30%-70%
Hexano-Acetato 20%-80%
Hexano-Acetato 10%-90%
(@) 0
< Acetato 100%
a
Y Acetato-Metanol 90%-10%
<
—
O Acetato-Metanol 80%-20%
o
Acetato-Metanol 70%-30%
Acetato-Metanol 60%-40%
Acetato-Metanol 50%-50%
Acetato-Metanol 40%-60%
Acetato-Metanol 30%-70%
Acetato-Metanol 20%-80%
Acetato-Metanol 10%-90%
v
+ Metanol 100%

Para cambiar la mezcla de solventes, se realiz6 cromatografia en placa fina, y al
encontrar diferencias visuales en los cromatogramas entre fracciones, la mezcla
se cambié de menor a mayor polaridad. La metodologia empleada para la
cromatografia en placa fina fue la utilizada por Martinez- Angeles (2006); donde
en una placa de Silica gel (TLC Silica Gel 60 F2s4, Merk, Alemania) de 5 x 3.5 cm
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se trazaron dos lineas de 0.5 cm por encima del borde superior e inferior de la
placa. Posterior a esto, con ayuda de un capilar se colocaron las muestras sobre
la linea inferior de la placa. En un vaso de precipitado se agregaban las mezclas
de disolventes eluyentes, teniendo cuidado de que el nivel del eluyente en el
vaso fuera menor que la distancia entre el borde inferior de la placa. Posterior a
esta preparacion las placas eran colocadas cuidadosamente dentro del vaso y
se tapaban con una caja Petri de cristal (figura 3). Una vez que el eluyente
alcanzaba la linea superior trazada por debajo del final de la placa, se extraia la
placa del vaso y se visualizaba con ayuda de una lampara de luz ultravioleta (254
nm) o yodo elemental. Si el desplazamiento era nulo se repetia el procedimiento,
haciendo el cambio de polaridad del eluyente, con la finalidad de observar una

mejor separacion.

Figura 3 Colocacidon de muestras en placa de silica gel

La reunién de las fracciones obtenidas en la cromatografia en columna se llevé
a cabo mediante de cromatografia en placa fina en base al Rf, que es la relacion
entre la distancia alcanzan los compuestos bioactivos y la distancia que alcanza
el disolvente de cada fraccion. Donde todas aquellas fracciones que presentaran
el mismo comportamiento (desplazamiento al mismo nivel de la placa) se reunian
para formar un grupo de fracciones al que se denomind coleccion. El disolvente
de cada coleccion fue eliminado completamente en un horno a 50 °C con

recirculacion de aire.
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Una vez obtenidas las colecciones secas, se evaluo el efecto antimicrobiano de
cada coleccion mediante la técnica de difusion en placa con discos; para ello, se
prepararon soluciones de las colecciones secas con una solucion de agua-tween

al 20% en una relacion 1:10 (coleccion: agua-tween al 20%)

4.3.5 Aislamiento y purificacion de compuestos antimicrobianos

Una vez realizadas las pruebas antimicrobianas de las colecciones
cromatograficas, se eligieron aquellas que presentaron un mayor efecto
inhibitorio y se procedié a separar los compuestos por recromatografia en
columna (segunda cromatografia) y cromatografia en capa fina. Se determiné el
efecto antimicrobiano de los compuestos aislados mediante la técnica de difusién

en agar tal como se ha descrito arriba.

4.3.6 Determinacion estructural
4.3.6.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Previo al andlisis de RMN, se realizaron pruebas de solubilidad de los
compuestos para determinar el disolvente a utilizar en la preparacion de las
muestras. Para ello se tomaron pequefias muestras con ayuda de una espatula
y se colocaron en viales por separado a los cuales se les agregaba 1 ml del
disolvente (metanol, acetona, cloroformo o dimetilsulfoxido) y se sometian

agitacion con la finalidad de observar en cual solubilizaba la muestra.

Las muestras elegidas para RMN, completamente secas, se solubilizaron
nuevamente con disolventes deuterados, los cuales son especiales para este
tipo de analisis. Para ello, en cada vial se colocaron 3 ml del disolvente el cual
fue mezclado con ayuda de una pipeta Pasteur buscando la mayor solubilizacién
de los compuestos de cada vial. Después de esto, se utilizé una pipeta Pasteur
con un trozo de algodon para filtrar la muestra la cual fue depositada dentro de
un tubo para el equipo de RMN. Finalmente se cerr6 el tubo y la muestra se
colocé en el equipo de RMN; para el analisis se determiné el espectro del protén
dicho analisis dura aproximadamente 3 minutos, tiempo en el que el campo
magnético intenso hace que se alineen los nlcleos *H en la molécula, en una de

las dos orientaciones posibles, y a continuacion se irradiara la muestra con
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energia de radiofrecuencia. Si la frecuencia de esta irradiacion se mantiene
constante y se hace variar la intensidad del campo magnético aplicado, cada

ndcleo entrara en resonancia en una intensidad de campo ligeramente diferente.

Un ordenador recoge la intensidad respecto al tiempo y se mostrara el espectro
resultante. Tras la obtencion de los espectros, se procedio al andlisis de estos

para establecer el tipo de moléculas presentes en las muestras.

4.3.6.2 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Para este tipo de espectroscopia, las muestras solidas de los extractos se
molieron en un mortero con la finalidad de reducir el tamafio de particula y
aumentar la superficie de contacto. Posteriormente, se analizaron los espectros
de infrarrojo de los compuestos aislados del extracto metandlico y acetonico,
utilizando un espectrofotometro de infrarrojo (Perkin EImer System 200 FT-IR)
equipado con un sistema de reflectancia total atenuada (ATR) a una temperatura
de 25+2 °C. Para cada muestra se colectaron 48 barridos con una resolucion de
4 cm? y de estos se obtuvo un valor promedio. Se trabaj6 en la region de 400 a
4.000 cm,

4.3.6.3 Calorimetria diferencial de barrido

Para determinar el punto de fusion de los compuestos obtenidos de la separacion
por cromatografia liquida, se utilizé un calorimetro diferencial de barrido (DSC
Modelo 822E. Mettler Toledo, Griefensee, Zurich Sz). Para ello el equipo se
calibro de acuerdo a los manuales de operacion, utilizando como estandar para
la temperatura y el flujo de calor, indio (In) (To= 156.6 °C, AH = 28.4 J/g). Para
montar las muestras se emplearon crisoles de aluminio estandar de 40 L, se
colocaron aproximadamente 5 mg de muestra y se evaluo en el intervalo de 25
°C a 150 °C empleando una velocidad de calentamiento de 5 °C/min (pruebas se

realizadas por duplicado).
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4.3.7 Estudios en jamo6n cocido de cerdo

Los extractos, fracciones y compuestos aislados de la planta B de estudio que
presentaron mayor actividad antimicrobiana, fueron empleados a una
concentracion de 5% en la elaboracién de jamon, con la finalidad de observar su

efecto antimicrobiano en este producto carnico.

4.3.7.1 Ingredientes y aditivos en la elaboracidn del jamén

Pierna trasera de cerdo (Jamon), Aislado de soya, Dextrosa, Carragenina,
Condimento para jamén 001R, Condimento para jamon 2000-11, Condimento
para jamon 851, Eritorbato de sodio, Fosfato de sodio, Glutamato monosaédico,
Hielo, Sal cura, Sal fina, Sorbato de Potasio, PVH, Agua.

4.3.7.2 Equipo utilizado en la elaboracion de jamoén

Agitador de salmuera, Cuchillos, Chairas, Deposito de acero 06 plastico,
Embutidora, Engrapadora, Funda termoencogible, Molino (cedazo 5.0 mm),

Tablas para picar, Tumbler de vacio, Tinas de acero.

4.3.7.3 Procedimiento en la elaboracién de jamén

Para la elaboracion del producto se siguio la metodologia de Gonzéalez-Tenorio
y Soto-Simental (2007), brevemente, se compré pierna de cerdo y en el
laboratorio se deshuesd y se separd la carne magra del tendén y grasa
excedente. La carne se moli6 con los cedazos necesarios se peso.
Posteriormente se preparo la solucion de salmuera con agua/hielo (1:1) y agito
hasta disolver completamente los aditivos utilizados (Tabla 10). Una vez
preparada la salmuera se depositd junto con la carne en un bombo de vacio para
masajear hasta observar una buena extraccion de proteina (3200 a 3600 golpes).
Después del proceso de masaje la pasta se dejo en refrigeracion y vacio por un
periodo de 18 h. Posteriormente se embutid y cocié el jamon hasta alcanzar una
temperatura interna minima de 68 °C a 72 °C. Finalmente se enfrié y refrigeré a
4 °C (Figura 4). Se preparo jamon conteniendo y no, extracto metandlico de la
planta de estudio, asi como colecciones de fracciones cromatograficas del

extracto metandlico y compuestos puros obtenidos de la planta de estudio. Estos
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compuestos se agregaron al jamon después de la etapa de curaciéon (18 h en

refrigeracion) y antes de embutir y moldear para la coccion.

Tabla 10. Aditivos empleados para la elaboracion de jamén (Rendimiento 50%)

Aditivo cantidad Formulacion Formulacién( g) Ord_elj,de
(Kg) (kg) adicion

Aislado de soya 0.006 0.0315 315

Dextrosa 0.01 0.0525 52.5

C. P/ jamén 2000-1I 0.005 0.02625 26.25

C.P/jam6n 001R 0.005 0.02625 26.25

Rojo Carmin 0.0001 0.000525 1

Carrag. FA -414 0.003 0.01575 15.75

Eritorbato de sodio 0.001 0.00525 5.25

Fosfato de sodio 0.005 0.02625 26.25

Glutamato (pVH) 0.001 0.00525 5.25

Sal de curacion 0.005 0.02625 26.25

Sal 0.015 0.07875 78.75

Benzoato 0.0005 0.002625 2.625

Total de aditivos 0.29715 297.625

Agua/ hielo 1.45285 1452.85

Carne magra 3.5 3500

Total 5.25 5250.475
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Figura 4. Proceso de elaboracion de jamén
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4.3.7.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano en jamén
4.3.7.4.1 Preparacion del indculo

Tubos con 3 ml CST se inocularon con S. Typhimurium y S. aureus resistentes
al antibiotico rifampicina (R+) y se incubaran a 35 £ 1 °C durante 18 h, los cultivos
se lavaron dos veces en solucion salina isotonica estéril (ISS; 0,85% de NaCl)
por centrifugacion a 3500 g durante 20 min, y los precipitados se re suspendieron
en agua de peptona estéril. La concentracion de cada cepa fue de
aproximadamente 1x10° UFC/ml. Finalmente, cada cepa se diluyo en diluyente

de peptona hasta una concentracion de 1x10% UFC/m.

4.3.7.4.2 Preparacion del material de ensayo (jamon)

Para estas pruebas se siguié la metodologia descrita por Cruz-Galvez (2012),
brevemente, de cada tipo de jamon (conteniendo y no extractos, fracciones y
compuestos puros obtenidos de la planta de estudio) se cortaron trozos de jamoén
de aproximadamente 2.5 x 2.5 cm y se colocaron en un recipiente limpio; de
manera independiente, cada trozo se inoculo con 10 pl de una suspensién de los
patégeno (1x10% UFC/ml). Los trozos de jamén inoculados se dejaron reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente y se empacaron al vacio empleando
empaques especiales para ello. Los trozos inoculados y empacados al vacio se
almacenaron en refrigeracion. Periédicamente, se tomaron al azar trozos
inoculados con cada microorganismo patdgeno y se efectué el recuento de los
patdgenos. Para esto, los trozos de jamon se colocaron en bolsas de plastico
conteniendo 20 ml de diluyente peptona. Posteriormente, los materiales fueron
frotados manualmente por la parte exterior de la bolsa por 1 minuto. Del
contenido de la bolsa se tomo6 1ml y se colocé en una caja Petri. Se realizé una
dilucion decimal, se agito y colocé 1ml de esta diluciébn en una segunda caja
Petri. Se agreg06 agar para métodos cuenta estandar (con rifampicina 100 mg/L)
en cada caja de petri inoculada y se realizaron movimientos circulares para
homogenizar la distribucion de la muestra con el agar, posteriormente se incubo

a 37 °C durante 24 h. Una vez transcurrido este tiempo se realiz6 el conteo de
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UFC con ayuda de un cuenta colonias (Figura 5). El conteo se realizo para cada

tipo de muestra por triplicado, alos 0, 2, 4, 7, 14, 21, 28 y 35 dias.

(NN

1ml 1ml 1ml
Cepa Patdgena

WA URC/ml  IX10PUFC/ml  1x107UFC/ml 110" UFC/ml

10l

L L4 v L ] L ] W L
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+cepa patdgena.

1 Reposar 30 min,

Bolsa con: 20 ml
Diluyente de peptona
D + Jamdn (frotar
manualmente).

1ml 1ml
Tubo con 9 ml Diluyente de peptona

| |

Adicionar AMCE e incubar a 379C/24h | +— Ej

l

Conteo

Figura 5. Evaluacion de efecto antimicrobiano en jamon
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V Resultados y Discusion

Se utilizaron bacterias patdgenas resistentes a la rifampicina (R +), un antibiético
de amplio espectro contra bacterias, debido a que los extractos de plantas no
son estériles. El uso de rifampicina (RIF) inhibié completamente (<10 UFC) las

bacterias nativas de las plantas bajo estudio.

5.1 Efecto Antimicrobiano de las plantas utilizadas en la medicina

tradicional de Hidalgo

De las 31 plantas utilizadas, sélo G. inuloides, R. chalepensis, D. stramonium y
las plantas de estudio denominadas como A y B exhibieron un efecto
antimicrobiano contra al menos uno de los microorganismos de estudio (Tabla
11). Los extractos de aquellas plantas que no mostraron efecto sobre cualquier
microorganismo no se muestran en las tablas. Los extractos acuosos de planta
A tuvieron un efecto antimicrobiano contra las diez bacterias probadas y G.
inuloides contra ocho. El S. epidermidis fue el Unico microorganismo sensible a
tres extractos acuosos de las plantas evaluadas (Tabla 11). La CMI para los
cuatro extractos acuosos fue de 4 mg/ml, que estd dentro de los valores
reportados para diferentes plantas medicinales con un efecto antimicrobiano
(Hammer et al., 1999; Salvat et al., 2001; Hernandez et al., 2003; Castillo-Juarez
et al., 2009).

Las plantas examinadas se utilizan de forma tradicional para hacer infusiones o
tés, destinados al tratamiento de las infecciones gastrointestinales, piel o
garganta. La mayoria de las plantas analizadas no tuvieron efecto antimicrobiano
contra las bacterias comunmente asociados con enfermedades
gastrointestinales en México. Sin embargo, esas plantas podrian tener un efecto
terapéutico contra las infecciones bacterianas a través de otros mecanismos,
tales como la estimulacién del sistema inmune. Para identificar estos posibles
mecanismos, se necesitan realizar mas investigaciones en torno a mecanismos
distintos de la actividad antimicrobiana o evaluar distintas partes de las plantas

gue no exhibieron efecto antimicrobiano.
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Tabla 11. Plantas

medicinales con efecto antibacterial®

L. S. S. E. coli V. cholerae P.
Nombre de la planta S. aureus S. epidermidis monocytogenes  Typhimurium  Choleraesuis 0157:H7 S. flexneri S. sonnei o1 aeruginosa
18 +0.81 23 18 +1.15 18 +0.81 25+1.41 26 +0.81 18 £1.15 17 £0.81 19 +1.41 23+0.81 18 #1.15°
Cloramfenicol
0.001 0.002 0.002 0.002 0.002 0.003 0.003 0.003 0.003 0.002
CMI
10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81

Planta A

4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
CMI

10+0.81 10+0.81 4 10+0.81 10+0.81 _ 10+0.81 10+0.81 10+0.81 12+0.81

Grindelia inuloides

4 4 _ 4 4 4 4 4 4 4
CMI

_ 10+0.81 _ _ _ _ _ _ _ _
Ruta chalepensis L.

_ 4 _ _ _ _ _ _ _ _
CMI

B B 10+0.81 _ _ _ _ _ _ _
Datura stramonium

4

CMI

1 Extracto acuoso; 2 Promedio de 4 repeticiones = SD; 3 milimetros; MIC: concentracion minima inhibitoria (mg/ml); # Sin efecto antimicrobiano, > Gentamicina
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A continuacion se discuten los resultados obtenidos por otros investigadores que
incluso reportan actividad antimicrobiana para algunas de las plantas que

nosotros examinamos y que no mostraron efecto antimicrobiano.

El extracto acuoso de la planta Alternanthera repens (L.) Kuntze (conocida
comunmente como Tianguis), el cual es considerado de importancia en
etnobotédnica ya que las partes aéreas se emplean principalmente para tratar
problemas digestivos, como es el dolor estbmago, infeccién intestinal y diarrea,
no presento actividad antimicrobiana frente a los patdégenos evaluados,
resultados que concuerdan con lo reportado por Zavala et al. (1998), quienes
evaluaron la actividad antimicrobiana contra Sarcina lutea (ATCC 40322),
Proteus bulgaris (ATCC 6059), Staphylococcus aureus (ATCC 6538P), y
Escherichia coli (ETECS 1552), sin observar inhibicion para los extractos de
hexano, cloroformo, metanol y agua. Sin embargo la actividad como antidiarreico
del extracto acuoso de esta planta, ha sido reportada por Astudillo-Vazquez et
al. (2008), quienes mencionan que su administracion por via oral, inhibe el

avance del contenido gastrointestinal en roedores.

La planta Anethum graveolens (conocida tradicionalmente como Eneldo)
perteneciente a la familia Apiaceae, es utilizada principalmente para tratar
padecimientos estomacales como lo es el dolor de estémago y diarrea. Por ello
se realizé un extracto acuoso de las hojas de esta planta y se evalu6 el efecto
antimicrobiano, no observandose tal efecto contra las bacterias patégenas
evaluadas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Sonali y
Shekhawat (2010), quienes evaluaron el efecto antimicrobiano de la decoccion
de las hojas de esta planta contra las bacterias Escherichia coli HB101 (MTCC-
82), Bacillus subtilis (MTCC-441), Bacillus cereus (MTCC-1306) y Micrococcus
luteus (MTCC-2452) mediante el método de difusién en pozo, y no se observo
efecto con esta técnica; sin embargo, estos mismos autores reportan efecto
inhibitorio para E. coli y Bacillus cereus cuando se emplea el método de difusion
en disco.

La planta Brickellia squarrosa (Cav.) B.L. Robinson, perteneciente a la familia
Asteraceae, conocida comunmente como Prodigiosa y teniendo usos
medicinales contra afecciones del estbmago y diarrea, no presento actividad
antimicrobiana al utilizarse la decoccion de la raiz perteneciente a esta planta.
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Sin embargo su uso podria tener un efecto analgésico, ya que Garcia-Sanchez
et al. (2011), han reportado que en el estado de Michoacan se utiliza en la
medicina tradicional para tratar dolor cabeza y dolor muscular, asi como

inmunoestimulante.

Conysa schiedeana (Lees) crong., planta conocida como Simonillo, no presento
efecto antimicrobiano, al ser probada la decoccién de la raiz de esta planta contra
los diez patdgenos utilizados en las pruebas de inhibicién. Por su parte Leon-
Villanueva (2000), reporté que el extracto de acetato de etilo de la raiz de C.
schiedeana presento6 actividad antimicrobiana contra S. Typhimurium, mientras
que el extracto hexanico de esta planta presenté actividad antimicrobiana contra
Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, S. Typhimurium y S. aureus.

La infusion de raiz de la planta Eupatorium petiolare (conocida tradicionalmente
como Yolochichitl), utilizada cominmente para tratar diarreas y enfermedades
digestivas tampoco presentd actividad antimicrobiana. Sin embargo Castillo-
Juarez et al. (2009) reportaron actividad antimicrobiana moderada contra

Helicobacter pylori utilizando la decoccion de partes aéreas de esta planta.

La planta Hemiangium excelsum (conocida tradicionalmente como Cancerina),
cuya infusion de los tallos es utilizada para tratar diarrea, no mostré actividad
antimicrobiana. Sin embargo los estudios realizados por Alanis et al. (2005),
reportan actividad antimicrobiana contra E. coli, Shigella sonnei, S. flexneri y
Salmonella Sp., esto aplicando extractos acuosos y metandlicos de raiz a una
concentracion de (8 mg/ml). Castillo-Juarez et al. (2009), reportan la actividad
antimicrobiana nula contra Helicobacter pylori, esto al utilizarse la infusion de una
combinacion de corteza y raiz de esta planta. Cabe mencionar que el extracto
acuoso de la raiz de esta planta presenta un efecto gastroprotector en roedores
(Navarrete, Trejo y Reyes, 2002), no obstante, es muy posible que el mecanismo
de proteccion sea por factores distintos a los relacionados con los

antimicrobianos.

Al emplearse la infusion de las partes aéreas de planta conocida
tradicionalmente como Hierba blanca (Hesperozygis marifolia Briq. Epling.), no
mostro efecto antimicrobiano. Sin embargo existen reportes como el de Castillo-

Juarez et al. (2009) quienes mencionan actividad antimicrobiana baja contra
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Helicobacter pylori, esto al emplear una decoccion de las partes aéreas de dicha

planta.

El extracto acuoso de las partes aéreas la planta conocida como Lentejilla
(Lepidium virginicum L.), no presento efecto antimicrobiano en esta
investigacién, resultados que concuerdan con los obtenidos por Meléndez y
Capriles (2006), quienes no observaron halos de inhibicion en cultivos de E. coli
y S. aureus al emplear un extracto metandlico de esta planta. Mientras que
Gutiérrez-Lugo et al. (1996), reportan que no existe actividad antimicrobiana al
emplearse todas las partes de esta planta, contra S. aureus, Bacillus subtilis, E.
coli, y P. aeruginosa, dichos resultados no concuerdan con lo reportado por Avila,
Mufioz y Marinez (1993), quienes mencionan que esta planta inhibe al desarrollo
de E. coli, S. typhiy S. boydii.

El extracto acuoso de Lippia graveolens HBK, conocido tradicionalmente como
orégano, no presento efecto antimicrobiano contra los diez patégenos que
evaluamos en el presente estudio, esto al utilizar la decoccion de tallos, hojas y
flores cuyas partes han sido reportadas para tratar dolor de estobmago. Sin
embargo existen estudios como el de Castillo-Juarez (2009) quien reportd bajo
efecto antimicrobiano contra Helicobacter pylori al utilizar la decoccion de las

partes aéreas de esta planta.

La planta Matricaria chamomilla L., conocida en la medicina tradicional como
manzanilla, utilizada como infusién para tratar célicos y dolor de estbmago, no
presento efecto inhibitorio contra los patégenos evaluados, esto al usar el
extracto acuoso de tallos hojas y flores de esta planta. Estudios realizados por
Roby, Sarhan, Selim, y Khalel (2013) reportan actividad contra E. coli, S. tyhpi,
B. cereus y S. aureus de los extractos de flores obtenidos con metanol, etanol,

éter y hexano.

La decoccion de las flores, hojas y tallos de planta Medicago polymorpha var.
vulgaris, conocida tradicionalmente como Carretilla, no presenté efecto
antimicrobiano contra ninguna de las bacterias patdogenas evaluadas. Dentro de
los estudios realizados para evaluar efecto antimicrobiano de otras especies
pertenecientes al género Medicago se encuentra el de Avato et al. (2006),

quienes al utilizar un método de extraccion y purificacién de saponinas, reportan
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efecto antimicrobiano de las plantas Medicago sativa, M. arborea y M. arabica
contra Bacillus cereus, B. subtilis, Staphylococcus aureus y Enterococcus

faecalis.

La decoccion de las hojas y tallos de Prunus serotina Ehrh., la cual es utilizada
de forma tradicional para tratar diarrea, no mostro actividad antibacterial. Por su
parte Omar et al. (2000), utilizaron un extracto etandlico de la corteza de este
arbol, encontraron efecto antimicrobiano contra S. aureus, pero no para E. coli,
P. aeruginosa y S. Typhimurium, resultados que concuerdan con los obtenidos

en nuestro trabajo para estos ultimos tres patdgenos.

La decoccién de los tallos y hojas de la planta Psidium guajava L., utilizada
tradicionalmente para tratar diarrea, no presenté efecto antimicrobiano. No
obstante, Abdelrahim et al. (2002), reportaron actividad antimicrobiana del
extracto acuoso de la corteza de esta planta contra Bacillus subtilis, S. aureus,
E. coli y P. aeruginosa. Mientras que Geidam, Ambali y Onyeyili (2007),
observaron que el extracto acuoso de las hojas de esta planta, inhibio el
crecimiento de S. typhi y Klebsiella pneumoniae, pero no tuvo efecto sobre
Streptococcus faecalis, E. coli y S. aureus, resultados que coinciden con los

obtenidos en nuestro estudio para los dos ultimos microorganismos.

La infusion de la raiz de la planta conocida como Ojo de gallo (Sanvitalia
procumbens Lam.), no mostro efecto antimicrobiano contra las bacterias
patégenas evaluadas. Sin embargo Rodriguez-Pérez et al. (2006), reportaron
actividad antimicrobiana para la infusion de las hojas de esta planta contra S.
typhi, S. flexneri y S. sonnei, mientras que para E. coli dichos autores no

observaron actividad antibacteriana.

La decoccion de la raiz de la planta conocida tradicionalmente como Flor de
arafia (Sigesbeckia jorullensis HBK.), no presento efecto antibacteriano. Por lo
gue su uso pudiese estar relacionado con la posible inhibicién del avance del
contenido intestinal en el caso de diarreas, que es para lo que la gente la utiliza

tradicionalmente (Villavicencio-Nieto y Pérez Escandon, 2006).

La decoccién de las flores de la planta conocida en la medicina tradicional como
Tripa de gallina (Silvia prostrata, Benth), no presento efecto antimicrobiano en el

presente estudio, por lo que su uso para tratar diarreas (Pérez-Escandon et al.,
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2003), no se relaciona con el efecto antimicrobiano o al menos no para los diez

patbgenos empleados en nuestro trabajo.

La planta Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip., utilizada en la medicina
tradicional para tratar diarrea, no presento efecto antimicrobiano, esto al realizar
la decoccion de la raiz de la planta. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Castillo-Juarez et al. (2009), quienes mencionan actividad
antimicrobiana nula contra Helicobacter pylori.

La decoccion de los tallos de la planta Terminalia catappa L, no tuvieron efecto
antimicrobiano contra ninguna de las bacterias patdgenas evaluadas en la
investigacion realizada. De acuerdo con lo reportado por Nair y Chanda (2008),
el extracto acuoso de las hojas de esta planta, no presenta efecto antimicrobiano
contra las bacterias S. epidermidis, S. Typhimurium, E. coli y P. aeruginosa, con

excepcion de S. aureus la cual se ve afectada por la infusion de esta planta.

La planta Thymus vulgaris L., tradicionalmente conocida como Tomillo, no
presento actividad antimicrobiana al evaluarse la decoccién de la raiz. Sin
embargo, Essawi y Srour (2000), reportaron actividad antimicrobiana del extracto
acuoso de las partes aéreas de dicha planta contra S. aureaus y P. aeruginosa,

pero no asi para E.coli.

Estas discrepancias observadas entre nuestro estudio y los reportados por
diferentes investigadores, pueden explicarse por diferentes causas, por ejemplo,
la variabilidad en la susceptibilidad de las cepas individuales dentro y entre los
géneros, y las diferencias entre variedades de plantas dentro del mismo género
y / 0 especie. Ademas, la actividad antimicrobiana de un compuesto de la planta
puede ser afectada significativamente por el genotipo, el medio ambiente,
temporada de cosecha, las condiciones de almacenamiento, las condiciones de
la ubicacion geografica, altitud y el tipo de extraccion, entre otros factores (Brandi
et al., 2006; Proestos et al., 2008.; Silva et al., 2007).

Los resultados para las cuatro plantas que mostraron actividad antimicrobiana
(planta de estudio A, G. inuloides, R. chalepensis, y D. stramonium) sugieren que
las bebidas o infusiones preparadas con ellos podrian tener un efecto
antimicrobiano contra las bacterias probadas cuando se administran en los seres

humanos. En otras palabras, una bebida acuosa hecha de cualquiera de las
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plantas estudiadas en una proporcion de 1:10 (es decir, cerca de las
concentraciones ensayadas) podria ayudar en el control de enfermedades
causadas por las bacterias evaluadas en este estudio. Sin embargo, seria
necesaria una amplia investigacion para determinar los posibles efectos toxicos
de los extractos acuosos contra los consumidores en estas dosis 0 proporciones
(1:10), y es necesario realizar estudios con modelos animales para confirmar

cualquier efecto antimicrobiano in vivo de estos extractos.

En la literatura también se ha reportado actividad antimicrobiana en medio de
cultivo para las plantas que nosotros también observamos efecto antimicrobiano:
R. chalepensis (Al-Bakri y Afifi, 2006) y D. stramonium (Reddy, 2010; Shagal et
al., 2012), aunque la actividad antimicrobiana de las plantas y microorganismos

susceptibles difieren un tanto de los reportados aqui (Tabla 11).

En otros estudios se ha reportado que R. chalepensis no tiene efecto
antimicrobiano (Céaceres et al, 1990; Hernandez et al., 2003). Estas diferencias
pueden explicarse como se mencion6 antes por la variabilidad de las cepas de
los patdgenos y las diferencias entre el genotipo de las plantas, las condiciones
de almacenamiento, y el tipo de extraccion. Teniendo en cuenta esto, hay que
hacer investigaciones sobre el efecto antimicrobiano de las plantas utilizadas en
la medicina tradicional (con o sin efecto reportado), tomando en cuenta las
regiones donde se cultivan y utilizan, ya que diversos factores pueden influir en

la presencia y cantidad de los compuestos activos.

5.2 Efecto antimicrobiano de extractos flores, hojas y tallos obtenidos con

diferentes disolventes a partir de las plantas con efecto antimicrobiano.

La actividad antimicrobiana observada en los extractos de plantas ensayadas se
puede atribuir a la presencia de compuestos con un efecto antimicrobiano en las
plantas. Estas sustancias antimicrobianas se pueden localizar en toda la planta
0 concentrarse en una parte especifica de la planta, como la epidermis, el tallo,
corteza, flores, hojas o raices (Beuchat et al., 1994; Tajkarimi et al, 2010). Se
sabe que las moléculas activas presentes en las plantas incluyen terpenos,
fenoles, taninos, entre muchos otros (Beuchat et al, 1994; Tajkarimi et al., 2010).

Estos compuestos tienen diferentes polaridades, lo que afecta su solubilidad en
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agua. Como resultado, es posible que las plantas estudiadas contengan

sustancias antimicrobianas de baja polaridad que no se extrajeron con agua.

Sabiendo de la polaridad de los compuestos activos y su ubicacion en las partes
de la planta que los contienen, es posible que cantidades mas grandes puedan
ser extraidas de manera mas eficiente con disolventes de distinta polaridad que
la del agua. Por ello, se realizo el analisis para probar el efecto antimicrobiano
de los extractos obtenidos con disolventes de diferente polaridad a partir de
diferentes partes de la planta de estudio A y de G. inuloides. Los extractos se
hicieron usando disolventes de diferentes polaridades, incluyendo agua. Los
extractos de la planta A y G. inuloides exhibieron un efecto antimicrobiano alto
(Tabla 12). Los extractos de las flores normalmente mostraron actividad
antimicrobiana mas alta. Las hojas también tienen actividad antimicrobiana en
ambas plantas. Sin embargo, la planta A tenia la actividad mas alta (Tabla 12).
Tanto el extracto metandélico como el acuoso de la planta A inhibieron ocho de
los diez tipos de microorganismos probados, con la excepcion de L.
monocytogenes y P. aeruginosa. La actividad antimicrobiana de extractos de
metanol de ambas plantas fue mayor que los extractos acuosos. Los resultados
sugieren la presencia de compuestos antimicrobianos en la planta A con

diferentes polaridades.
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Tabla 12. Efecto antimicrobiano de los extractos de flores, hojas y tallos obtenidos con diferentes disolventes?

Planta Parte de la Tipo de S. aureus . S. - L. .S' . S. . E. coll S. flexneri S.sonnei V. cholerae P.'
planta extracto? ' epidermidis monocytogenes Typhimurium Choleraesuis  0157:H7 ' ’ ' aeruginosa
A 10+0.81 34 10+0.81 - 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81 -
Flores Me 15+0.81 15+0.81 - 15+0.81 17+0.81 15+0.81 15+0.81 16+0.81 14+0.81 -
Et -5 14+0.81 - - - - 14+0.81 10+0.81 10+0.81 -
He - - - 14+0.81 14+0.81 - - - - -
A - — - 10+0.81 10+0.81 — 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81
Planta A Hojas He - — - 12+0.81 12+0.81 — 12+0.81 12+0.81 11+0.81 -
Ac - - - - - - 10+0.81 10+0.81 10+0.81 15+0.81
A - — 10+0.81 — - — 10+0.81 10+0.81 — 10+0.81
Tallos Me - — 13+0.81 — - — 14+0.81 12+0.81 — -
Ac - - - - - - - - - 15+0.81
A 10+0.81 - - - - - 10+0.81 10+0.81 10+0.81 10+0.81
Me - - - - - - 12+0.81 11+0.81 12+0.81 12+0.81
Flores Ac - - - - - - 12+0.81 10+0.81 — -
Et 13+0.81 - - - - - - - - -
G. inuloides A - — - — - — 10+0.81 10+0.81 — -
Hojas Ac - - - - - - 16+0.81 16+0.81 — -
A - 10+0.81 - 10+0.81 10+0.81 — — - - -
Tallos
Me - 12+0.81 - 12+0.81 14+0.81 - - - — -

1Los extractos de plantas sin efecto sobre cualquier microorganismo no se reportan en la tabla; 2 agua (A), etanol (Et), metanol (Me), acetona (Ac), hexano

(He); ® promedio de cuatro repeticiones = SD, # milimetros, > No hay efecto antimicrobiano.



Este es el primer informe de un efecto antibacteriano de G. inuloides contra
bacterias transmitidas por los alimentos. Los resultados apoyan la posible
aplicacion de los extractos de la planta de estudio A, para controlar bacterias
patdgenas. Sin embargo, se necesita mas investigacion para evaluar el efecto
antibacteriano de la combinacién de los extractos de la planta de estudio A y de
G. inuloides contra diferentes bacterias transmitidas por los alimentos, tales
como S. Typhimurium, E. coli O157:H7, S. flexneri y S. aureus. Ademas, se
necesitan evaluaciones de la eficacia antimicrobiana de los extractos de la planta
de estudio A y G. inuloides en diferentes sistemas alimentarios, 0 como agentes
antimicrobianos activos de peliculas comestibles o como soluciones
desinfectantes de frutas y hortalizas. Los extractos de estas dos plantas son

prometedores como agentes antimicrobianos naturales en los alimentos.

5.3 Efecto antimicrobiano de la planta de estudio B

La planta de estudio B fue la que presenté desde los estudios preliminares el
mayor efecto antimicrobiano, mostrando en ocasiones hasta el doble de efecto
antimicrobiano que el observado con la planta A. Es por ello que en la tesis se
discute de manera separada. Y ademas, es con esta planta B con la que se

profundizé en los estudios en este trabajo.

La planta B mostr6 efecto antimicrobiano contra E. coli O157:H7 y S.
Typhimurium (Tabla 13) al emplearse los extractos acuoso, metandlico,
acetonico y de acetato de etilo, tanto sin tratamiento térmico como con extractos
sometidos a esterilizacion (121 °C, 15 m, 15 Lb/in?).

Los extractos de mayor actividad antimicrobiana fueron los acetodnicos, los
cuales mostraron halos de inhibicion con un didmetro en promedio de 11.49 mm
para el extracto sin tratamiento térmico y 15.53 mm para los extractos sometidos
a esterilizacion, esto para E. coli, mientras que para S. Typhimurium el diametro
de los halos fueron de 11.99 mmy 17.97mm respectivamente. Para los extractos
metandlicos se observaron halos de inhibicion de 11.5 mm y 13.0 mm (sin y con
tratamiento térmico) para E. coli 0157:H7, mientras que para S. Typhimurium se
observaron halos de inhibicion de 10.88mm y 12.27 mm (sin y con tratamiento

térmico). El extracto acuoso sin tratamiento térmico, presento menor actividad
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antimicrobiana con halos de inhibicién de 7. 6 y 7.8 para E. coli O157:H7 y S.
Typhimurium, mientras que con tratamiento de esterilizacién mostraron halos de

8.34 mm y 8.37 mm respectivamente.

Tabla 13. Efecto antimicrobiano de los extractos de la planta B

Extracto E. coli O157:H7 S. Typhimurium
Acuoso 7.6050.07%2 7.89+0.08
Acuoso estéril 8.34+0.14 8.37+0.25
Metandlico 11.5+0.28 10.88 +0.59
Metanolico estéril 13.0+0.34 12.27 £0.26
Acetona 11.49+0.44 11.99+0.32
Acetona estéril 15.53+0.93 17.97+0.72
Acetato de etilo 7.88+0.10 9.19+0.14
Acetato de etilo estéril 8.58+0.08 9.740.10

1Promedio de los halos de inhibicién de cuatro repeticiones + SD, milimetros.

Los resultados de actividad antimicrobiana concuerdan con lo reportado por
Cruz-Galvez (2012), quien observo actividad antibacterial para los extractos
acetonicos con halos de inhibicién de 22 mm y 24 mm para E. coli O157:H7 y S.
Typhimurium, mientras que para los extractos metandlicos reportd halos de 23
mmy 25 mm, y para los extractos acuosos observo halos de inhibicion de 12 mm
y 10 mm respectivamente para ambas bacterias.

Si bien los extractos acuoso y de acetato de etilo mostraron una menor actividad
antibacterial comparada con los aceténicos o metandlicos, esto puede ser debido
a la polaridad de los disolventes, ya que se ha comprobado que la extraccion de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana esta influenciada por la
polaridad del disolvente utilizado (Muthuvelan y Balaji, 2008; Nostro et al., 2000),
ya que estos presentan caracteristicas quimicas y estructurales que ayudan a
solubilizar diferentes compuestos bioactivos de las plantas (Villar del Fresno,
1999). Esto, en parte esta relacionado de igual forma con la cantidad de extracto
obtenido, ya que para el metandlico se obtuvo un rendimiento de 247.88 g por
Kg de planta seca, 25,8 g/kg del extracto de acetona y 4.54 g/kg del extracto de

acetato de etilo.
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Debido a que los extractos metandlico y aceténico presentaron mayor actividad
antimicrobiana y rendimiento, en los siguientes estudios sélo se trabajo con los

extractos metandlico y acetonico.

5.4 Separacion en fracciones de la planta B por cromatografia liquida

(Extracto metandlico)

Para realizar la separacion del extracto metandlico de la planta de estudio B, se
realizd la mezcla de 30 g extracto con 25 g de silica para quitar la humedad
existente y asi poder separar por cromatografia liquida, recuperando 50 ml por
fraccion, los cuales fueron evaporados en rota evaporador y posteriormente se
depositaron en viales de cristal. Para esta primera cromatografia en columna se
obtuvieron 524 fracciones utilizando distintas combinaciones de los disolventes
Hexano, Acetato de etilo y Metanol (Tabla 14). De las fracciones obtenidas se
procedio a realizar cromatografia en capa fina para determinar su semejanza,
obteniendo 30 colecciones de las cuales se probd su efecto antimicrobiano

mediante la técnica de difusion en placa empleando discos (Tabla 15).

Tabla 14. Fracciones obtenidas en primera cromatografia de la planta de estudio B

Fraccion Concentracion de disolvente
1-26 Hexano 100%
27-50 Hexano 70% : Acetato de etilo 30%
51-128 Hexano 30% : Acetato de etilo 70%
129-192 Hexano 20% : Acetato de etilo 80%
193-224 Hexano 10% : Acetato de etilo 90%
225-302 Acetato 100%
303-337 Metanol 10% : Acetato de etilo 90%
338-505 Metanol 20% : Acetato de etilo 80%
506-524 Metanol100%
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Tabla 15. Algunas caracteristicas de las colecciones obtenidas por cromatografia en placa fina de la
planta de estudio B

Coleccion Fraccién en cromatografia en placa fina Caracteristicas en Actividad
vial (color) antimicrobiana
| No se observan compuestos Transparente No presenta
Il Verde No presenta
Compuestos suben al mismo nivel de la placa con
] Verde No presenta
Hexano 70%: acetato 30%
\Y Verde No presenta
\Y, Se observa un compuesto que se desplaza hasta Ambar Presenta
¥ de la placa con Hexano 30%: acetato 70%
\ El desplazamiento es a % de la placa pero se Ambar Presenta
observan al menos dos compuestos en la parte
baja
Vil Ambar Presenta
El desplazamiento de los compuestos se observa
Vil a mitad de la placa con la combinacién Acetato Ambar Presenta
90%: metanol 10% 3
IX Ambar Presenta
X Desplazamiento a % de la placa con tres Ambar No presenta
compuestos observables con la combinacion de
Acetato 90%: metanol 10%
Xl Desplazamiento a mitad de la placa observando 4 Ambar Presenta
compuestos con la combinacion de Acetato 90%:
metanol 10%
Xl Desplazamiento a mitad de la placa observando al Ambar Presenta
menos 6 compuestos con la combinacion de
Acetato 90%: metanol 10%
Xlll Desplazamiento a % de la placa observando al Ambar Presenta
menos 6 compuestos con la combinacién de
Acetato 90%: metanol 10%
XV El desplazamiento de uno de los compuestos llego Ambar No presenta

casi a la linea superior de la placa, sin embargo se }
XV . Ambar No presenta
observan dos compuestos en la parte baja, esto al

XVI ser subidas con Acetato 90%: metanol 10% Ambar No presenta

XV Uno de los compuestos fue desplazado hasta ¥ de Ambar No presenta
la placa, mientras que tres quedaron en el primer
cuarto de la placa, esto utilizando Acetato 80%:

metanol 20%
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XVl

XIX

XX

XXI

XXl

XXl

XXIV

XXV

XXVI

XXVII

XXVIII

XXIX

XXX

Uno de los compuestos se observa muy marcado
en el ¥ de la placa mientras que tres quedaron en
el primer cuarto de la placa, esto utilizando Acetato
80%: metanol 20%

Uno de los compuestos observa muy marcado en
el ¥ de la placa mientras que tres quedaron en el
primer cuarto de la placa, esto utilizando Acetato
80%: metanol 20%

Se observa el desplazamiento a %2 de la placa pero
no es muy marcado y se observan dos
compuestos tenues en la parte baja de la placa,

esto utilizando Acetato 80%: metanol 20%

Se observa el desplazamiento a % de la placa pero
no es muy marcado y se observan tres
compuestos en el primer cuarto de la placa, esto

utilizando Acetato 80%: metanol 20%

Se observa el desplazamiento de cuatro
compuestos, uno de ellos muy marcado a % de la
placa dos mas se observan a la mitad de la placa
y el dltimo aparece a ¥4 de la placa, esto utilizando
Acetato 80%: metanol 20%

A ¥ de la placa se observa un compuesto muy
marcado, y debajo de este se encuentran tres
compuestos mas, esto utilizando Acetato 80%:

metanol 20%

Desplazamiento tenue de un compuesto a % de la
placa y otro a la mitad, utilizando Acetato 60%:

metanol 40%

Desplazamiento marcado de un compuesto a ¥ de
la placa y otro a la mitad, utilizando Acetato 60%:
metanol 40%

Desplazamiento tenue de un compuesto a %2 de la
placa y otro a la mitad, utilizando Acetato 60%:

metanol 40%

Desplazamiento tenue de un compuesto a %2 de la
placa y otro a la mitad, utilizando Acetato 60%:

metanol 40%

Desplazamiento tenue de un compuesto a ¥z de la

placa, utilizando Acetato 60%: metanol 40%

Ambar

Ambar

Ambar

Ambar

Ambar

Ambar

Ambar

Ambar oscuro

Ambar oscuro

Ambar oscuro

Rojo intenso
Rojo intenso

Rojo intenso

Presenta

Presenta

No presenta

No presenta

Presenta

Presenta

Presenta

Presenta

No presenta

No presenta

No presenta
No presenta

No presenta
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De las 30 colecciones obtenidas 14 tuvieron efecto antimicrobiano contra E. coli
0157:H7 y S. Typhimurium (Tabla 16). Se observaron halos de inhibicion de
hasta 16 mm para E. coli O157:H7 y 12 mm para S. Typhimurium. Dichas
fracciones con actividad antibacterial se obtuvieron con las combinaciones de los
disolventes Hexano 30%: Acetato de etilo 70%, Hexano 20%: Acetato de etilo
80%, Hexano 10%: Acetato de etilo 90%, Acetato 100%, Metanol 10%: Acetato
de etilo 90% y Metanol 20%: Acetato de etilo 80%, polaridades que concuerdan

con estudios previos realizados en nuestro laboratorio por Cruz-Galvez (2012).

Tabla 16. Promedio de los halos de Inhibicién (mm) de las colecciones cromatograficas
de la planta de estudio B

Coleccion E. coli O157:H7 S. Typhimurium Coleccion E. coli O157:H7 S. Typhimurium
| 0 0 XVI 0 0
1] 0 0 XV 0 0
11l 0 0 XV 10 10
\Y 0 0 XIX 10 10
\Y, 11 9 XX 0
\| 11 9 XXI 0

Vi 11 9 XXII 10 10
VIl 10 9 XX 10 9
IX 9 10 XXIV 10 9
X 0 0 XXV 9 9
Xl 16 12 XXVI 0 0
Xl 8 11 XXVII 0 0
Xl 9 XXVII 0 0
XIV 0 0 XXIX 0 0
XV 0 XXX 0 0

5.4.1 Segunda cromatografia de la planta B (extracto metandlico)

Para la segunda parte de la cromatografia en columna, se juntaron todas las
colecciones activas contra los dos patdégenos probados, obteniendo 8.25 g de
rendimiento de dicha unién de compuestos con actividad antimicrobiana. Estos
compuestos se sometieron al mismo procedimiento cromatografico para
continuar aislando los compuestos activos, para tenerlos puros o completamente
separados. De esta segunda cromatografia se obtuvieron 960 fracciones,
utilizando distintas combinaciones de los disolventes Hexano, Acetato de etilo y
Metanol (Tabla 17). A las fracciones obtenidas se les realizé cromatografia en
capa fina para determinar su semejanza, agrupandose en 19 colecciones de

fracciones a las que se les probo su efecto antimicrobiano (Tabla 18).
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Tabla 17. Fracciones obtenidas en la segunda cromatografia de la planta de estudio B

Fraccion

Concentraciéon de disolvente

1-21
22-42
43-64

65-188

189-278

279-366

367-441

442-503

504-555

556-594

595-631

632-710

711-750

751-802

803-823

824-848

849-895

897-917

918-927

928-950

950-960

Hexano 100%

Hexano 90% :

Hexano 80% :

Hexano 70% :
Hexano 60% :
Hexano 50% :
Hexano 40% :

Hexano 30% :

Hexano 20%

Hexano 10% :

Acetato de etilo 10%

Acetato de etilo 20%
Acetato de etilo 30%

Acetato de etilo 40%
Acetato de etilo 50%
Acetato de etilo 60%

Acetato de etilo 70%

: Acetato de etilo 80%

Acetato de etilo 90%

Acetato 100%

Acetato de etilo 90%

Acetato de etilo 80% :
Acetato de etilo 70% :
Acetato de etilo 60% :
Acetato de etilo 50% :
Acetato de etilo 40% :

Acetato de etilo 30%

Acetato de etilo 20% :

Acetato de etilo 10% :

: Metanol 10%

Metanol 20%
Metanol 30%
Metanol 40%
Metanol 50%
Metanol 60%

: Metanol 70%

Metanol 80%
Metanol 90%

Metanol 100%

Tabla 18. Algunas caracteristicas de

cromatografia en placa fina de la planta de estudio B

las colecciones obtenidas en la segunda

Coleccion Fraccion en cromatografia en placa fina Caracteristicas en vial Actividad
(color) antimicrobiana

| No se observan compuestos Transparente No presenta

1l Se observan compuestos por debajo de la linea Verde No presenta
superior al utilizar la combinacién de disolventes
Hexano 70%: Acetato 30%.

] El desplazamiento de los compuestos se observa a Amarillo No presenta
% de la placa al utilizar la polaridad con la
combinaciéon Hexano 70%: Acetato 30%.

\ El desplazamiento de los compuestos se observa a Amarillo No presenta

¥ de la placa al utilizar la polaridad con la
combinacion Hexano 50%: Acetato 50%.
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VI

Vil

VIl

Xl

Xl

XMl

XV

XV

XVI

XV

XV

XIX

El desplazamiento de los compuestos se observa a
% de la placa, con al menos cinco compuestos
debajo, al utilizar la combinacion Hexano 50%:
Acetato 50%.

El desplazamiento de los compuestos se observa a
% de la placa, con al menos cinco compuestos
debajo, al utilizar la combinacion Hexano 50%:
Acetato 50%.

El desplazamiento de los compuestos se observa a
% de la placa, con 2 compuestos debajo, al utilizar la

combinacién Hexano 50%: Acetato 50%.

El desplazamiento de los compuestos se observa a
% de la placa, con 2 compuestos debajo, al utilizar la
combinacion Hexano 50%: Acetato 50%.

El desplazamiento de un compuesto se observa a ¥
de la placa, con 2 compuestos debajo, al utilizar la
combinacion Hexano 50%: Acetato 50%.

Se observa un compuesto tenue a % de la placa, al

utilizar la combinacién Acetato 80%: Metanol 20%.

Se observa un compuesto marcado a ¥z de la placa,

al utilizar la combinacion Acetato 80%: Metanol 20%.

Se observa un compuesto tenue a % de la placa, al
utilizar la combinacion Acetato 80%: Metanol 20%.

Se observa un compuesto tenue a % de la placa, al
utilizar la combinacion Acetato 80%: Metanol 20%.

Se observa un compuesto tenue a % de la placa, al

utilizar la combinacién Acetato 80%: Metanol 20%.

Se observa un compuesto tenue a % de la placa, al
utilizar la combinacion Acetato 80%: Metanol 20%.

Se observa un compuesto a 3/4 y otro a % de la
placa, al utilizar la combinacion Acetato 80%:
Metanol 20%.

Se observa un compuesto a 3/4 y otro a % de la
placa, al utilizar la combinacion Acetato 80%:
Metanol 20%.

Se observa un compuesto a 3/4 y otro a % de la
placa, al utilizar la combinacion Acetato 80%:
Metanol 20%.

Se observa un compuesto a 3/4 y otro a % de la
placa, al utilizar la combinacion Acetato 80%:
Metanol 20%.

Amarillo intenso

Amarillo

Ambar

Ambar

Ambar

Ambar

Café

Café

Café

Café oscuro

Café oscuro

Café

Café

Café claro

Café claro

No presenta

No presenta

presenta

Presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

presenta

presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta
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De las 19 colecciones obtenidas en la segunda cromatografia sélo cuatro (VII,
VIII, X1V 'y XV) mostraron efecto antimicrobiano empleando el método de difusion
placa, contra E. coli 0157:H7 y S. Typhimurium. Para las colecciones VIl y VIl
las cuales eluyeron de la columna con la combinacion de los disolventes Hexano:
Acetato de etilo, se observaron halos de inhibicién en promedio de 10 mm de
diametro para ambos patégenos. Mientras que para la coleccion XIV que se
obtuvo con la combinacion de los disolventes Hexano: Acetato de etilo, se
obtuvieron halos de 8 mm de didmetro para E.coliy 9 mm para S. Typhmurium.
Para la coleccion XV que se obtuvo con Acetato de etilo: Metanol, se observaron

halos de inhibicion de 9 mm de didmetro para ambos patégenos.

5.4.2 Separacion de extractos acetdnicos de la planta de estudio B por

cromatografia liquida.

Para estos estudios, se realizé la mezcla de 20 g de extracto acetdnico con 10 g
de silica para poder separar por cromatografia liquida. Para esta cromatografia
se recuperaron 100 ml por fraccién, los cuales fueron evaporados en rota
evaporador y posteriormente se depositaron en viales de vidrio. Se obtuvieron
500 fracciones utilizando distintas combinaciones de los disolventes Hexano,
Acetato de etilo y Metanol (Tabla 19). De las fracciones obtenidas se procedié a
realizar cromatografia en capa fina para determinar su semejanza, obteniendo
11 colecciones (Tabla 20) de las cuales se probd su efecto antimicrobiano

mediante la técnica de difusion en placa con discos.

Tabla 19. Fracciones obtenidas del extracto acetonico de la planta de estudio B

Fraccién Concentracién de solvente
1-21 Hexano 100%

22-54 Hexano 90% : Acetato de etilo 10%
55-122 Hexano 80% : Acetato de etilo 20%
123-162 Hexano 70% : Acetato de etilo 30%
163-206 Hexano 60% : Acetato de etilo 40%
207-280 Hexano 50% : Acetato de etilo 50%
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281-314

315-341

342-382

383-410

411-455

456- 500

Hexano 40% : Acetato de etilo 60%

Hexano 30% : Acetato de etilo 70%

Hexano 20% : Acetato de etilo 80%

Hexano 10% : Acetato de etilo 90%

Acetato 100%

Acetato de etilo 90% : Metanol 10%

De las 11 colecciones obtenidas del extracto aceténico solo tres mostraron
actividad antimicrobiana (V, VI y VII) contra E. coli O157:H7 y S. Typhimurium.
La coleccion V presento halos de inhibicion en promedio de 10.5 mm para E. coli
0157:H7, mientras que para S. Typhimurium se observaron halos de 10.17 mm
de diametro. Para la coleccion VI se observaron halos de inhibicion de 15.9 mm
y 15.3 mm en promedio, mientras que para la coleccion VIl se obtuvieron halos

de inhibicion de 16.1 mm y 15.2 mm respectivamente para E. coli O157:H7 y S.

Typhimurium (Tabla 21).

Tabla 20. Algunas caracteristicas de las colecciones obtenidas del extracto aceténico de

la planta de estudio B

Coleccion Fraccion en cromatografia en placa fina Caracteristicas en Actividad
vial (color) antimicrobiana
| No hay compuestos visibles No hay color No presenta
Il Desplazamiento de compuestos a tres cuartos de Grasa No presenta
la placa con la polaridad 90% Hexano: 10% Acetato
de etilo.
1 Se observa el desplazamiento de cinco Precipitado Blanco No presenta
compuestos hasta a tres cuartos de la placa,
empleando la polaridad 80% Hexano: 20% Acetato
de etilo.
\Y El desplazamiento a mayor distancia observado fue Liguido Amarillo No presenta

a tres cuartos de la placa, ademas de otros tres que
se observan por debajo del primer cuarto, esto con

la polaridad 80% Hexano: 20% Acetato de etilo.
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\% Con la polaridad 80% Hexano: 20% Acetato de Amarillo presenta
etilo, se observa un compuesto a tres cuartos de la

placa y otros dos por debajo del primer cuarto.

\ Se observa un compuesto en el tercer cuarto de la Ambar presenta
placa y dos compuestos por debajo del primero,
cuando se utiliza la polaridad 70% Hexano: 30%

Acetato de etilo.

VIl Empleando la polaridad 70% Hexano: 30% Acetato Ambar presenta
de etilo se observan dos compuestos a la mitad de

la placa y un tercero aparece en el primer cuarto.

Vi En el primer tercio de la placa se observan tres Ambar No presenta
compuestos, con la polaridad 70% Hexano: 30%

Acetato de etilo.

IX Se observan cuatro compuestos en el primer tercio Ambar No presenta
de la placa con la polaridad 30% Hexano: 70%

Acetato de etilo.

X Son observables tres compuestos por debajo de la Ambar No presenta
mitad de la placa cuando se emplea acetato de

etilo.

Xl Al emplearse la polaridad 90% Acetato: 10% Ambar No presenta
Metanol, se observan cuatro compuestos por

debajo de la primera mitad de la placa.

Tabla 21. Promedio de los halos de Inhibicién (mm) de las colecciones cromatogréficas
de la planta de estudio B (extracto aceténico)

Coleccion E. coli S. Typhimurium

| 0 0

Il 0 0

] 0 0

v 0 0

\% 10.5+0.18 10.17+0.27
\Y| 15.9+0.56 15.34+1.60
Vii 16.1+0.51 15.21+0.55
VIl 0 0

IX 0 0

X 0 0

Xl 0 0
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El efecto antimicrobiano que presentaron tanto los extractos como las distintas
fracciones cromatograficas de metanol y acetona, puede ser debido a un gran
ndamero de compuestos posiblemente distintos. No se ha reportado cuales son
los compuestos especificos responsables del efecto antimicrobiano de la planta
de estudio B; tampoco se conoce con exactitud todos los compuestos quimicos
que contiene la planta de estudio B. Es por ello que se planteé como objetivo el
identificar alguna de las moléculas responsables del efecto antimicrobiano

observado en la planta B.

5.5 Identificacion de compuestos activos por RMN

Inicialmente se obtuvieron los espectros de los extractos metandlico y de
acetona, donde las sefiales aparecen como desplazamientos quimicos respecto
a un estandar (generalmente el TMS que aparece en cero ppm), la escala esta
representada en la escala & (delta), donde un & equivale a 1 ppm (partes por
millén). La escala donde aparecen mayoria de las sefiales de protones (*H)
varian entre 0 y 12 ppm, mientras que el intervalo para el carbono (*3C) es mas

grande, de 0 a 250 ppm.

5.5.1 Espectro del extracto metandlico de la planta B en estudio

En el espectro de RMN de *H a 400 MHz del extracto metandlico de la planta B
(Figura 6), se observa a 2.5 ppm como un quinteto la sefial correspondiente al
disolvente (DMSO-ds). Cerca de 1.2 ppm se observa una sefial de protones de
alcanos (metilos y metilenos), aunque por la intensidad parece ser parte de la
grasa de la planta. Cerca de 2 ppm aparece una sefial simple intensa
caracteristica de metilos de cetonas, mientras que las sefiales pequefias
observadas en la region de 2.5 a 3.0 ppm pertenecen a hidrégenos cercanos a
carbonilos o bien en carbonos base de hidroxilos. Para la region de 3 a 4 ppm
aparecen sefales caracteristicas de los hidrégenos en carbono unido a oxigeno
(H-C-OR) donde generalmente aparecen los carbohidratos y las cinco sefales

que aparecen de 4.5 a 6.5 ppm corresponden a los protones de alquenos.
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5.5.1.1 Espectro de RMN de 'H de la coleccion VI del extracto metandlico
de la planta B

En el espectro de RMN de proton correspondiente a la coleccién VI del extracto
metandlico de la planta B (Figura 7), se observa a 2.5 ppm la sefial del disolvente
(DMSO-ds), mientras que se observa un par de sefiales dobles en la region de
2.6 a 3.2 ppm pertenecientes a hidrogenos cercanos a carbonilos y
caracteristicas de un sistema AB. Las sefiales que aparecen cerca de 3.7y 3.8
ppm pertenecen a los protones de metilos ya que se observan como sefiales
simples intensas. Por ultimo cerca de 5.2 ppm se distinguen sefiales simples

propias de protones vinilicos.

5.5.1.2 Espectro de RMN de 3C de la coleccion VI del extracto metanélico

de la planta B

En el espectro de RMN de 3C que corresponde a la colecciéon VI del extracto
metandlico de la planta B (Figura 8) se observa la sefial que se presenta como
un septeto a 39.5 ppm pertenece al disolvente de referencia (DMSO-ds). Las
sefales que aparecen en 41.5 ppm, 52.4 ppm, 53.1 ppm, 77.9 ppm y 81.9 ppm
pertenecen a carbonos cuaternarios, terciarios, secundarios o primarios, los
cuales pueden estar unidos a oxigeno, Nitrdgeno o Azufre. Mientras que las
sefales que aparecen en 166.1 ppm, 170.8 ppm y 172.7 ppm pertenecen a
grupos carbonilo de éster, amida o &cidos.
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Figura 6. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en DMSO-ds del extracto metandlico de la Planta B
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en DMSO-ds de la coleccion VI del extracto metanélico de la planta B
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Figura 8. Espectro de RMN de **C a 400 MHz en DMSO-dsde la coleccidn VI del extracto metandlico de la planta B
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5.5.1.3 Espectro de RMN de 'H de las coleccion VIl del extracto metanélico
de la planta B

En el espectro de proton de la coleccion VIl del extracto metandlico de la planta
B (Figura 9), se observa la sefal correspondiente al disolvente de referencia
(DMSO-ds) a 2.5 ppm. Las sefales que aparecen de 2.6 a 3.2 ppm son
caracteristicas de hidrogenos en carbono alfa al carbonilo y las que aparecen en
3.4-3.8 corresponden a hidrégenos unidos a metilos o metilenos unidos a
hidroxilos o éteres (H-C-OR). Mientras que las sefales de la region comprendida
de 5.1 a 5.4 ppm corresponden a protones de alquenos y la sefial amplia que
aparece 6.8 ppm corresponde a un hidroxilo (OH) que bien puede ser de agua.

5.5.1.4 Espectro de RMN de !H de la coleccion Xl del extracto metandélico
de la planta B

En el espectro perteneciente a la coleccion Xl (Figura 10), se observan dos
sefales de referencia, una sefial simple perteneciente al Tatrametilsilano (TMS)
en 0 ppm y la segunda en 2.5 ppm perteneciente al DMSO-ds. Las sefales que
se observan de 0.5 ppm a 2 ppm pertenecen a protones de alcanos. Mientras
gue las que se observan de 3.0 ppm a 4.5 ppm pertenecen a hidrogenos en
carbono unido a oxigeno (H-C-OR). Aquellas sefiales que se presentan de 5 ppm
a 5.5 ppm corresponden a alquenos y de 6.0 ppm a 8.5 ppm son sefiales de

protones para compuestos aromaticos.

5.5.1.5 Espectro de RMN de 'H de la coleccién XVIII del extracto metandlico
de la planta B

El espectro de la coleccion XVIII (Figura 11) del extracto metandlico de planta B
en estudio, muestra sefales con poca intensidad de 0.5 a 2.0 ppm las cuales son
caracteristicas de alcanos. En la region comprendida de 3.0 a 4.2 ppm se
observan sefales un poco mas intensas, las cuales corresponden a hidrogenos
en carbono unido a oxigeno (H-C-OR) donde puede haber metilos tipo éster o
éter. De igual forma se observan sefales correspondientes a protones de

alquenos en la regién comprendida de 5.0 a 5.3 ppm, mientras que en la region
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de los protones correspondientes a los grupos aromaticos se observan sefiales
con baja intensidad de 6.5 a 7.9 ppm.
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Figura 9. Espectro de RMN de H a 400 MHz en DMSO-ds de la coleccion VIl del extracto metandlico de la planta B
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en DMSO-dgsde la coleccién Xl del extracto metandlico de la planta B
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Figura 11. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en DMSO-d¢ de la coleccién XVIII del extracto metanélico de la planta B
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5.5.1.6 Espectro de RMN de 'H de la coleccion VII (recromatografia) del
extracto metandlico de la planta B

La coleccion VIl de la recromatografia del extracto metandlico de la planta B se
disolvi6 en DMSO-ds (2.5 ppm) para su estudio en el equipo de RMN. Las
sefiales que se presentan de la region comprendida entre 1.1y 1.27 ppm (Figura
12), pertenecen a protones de metilos y metilenos de hidrocarburos. Cerca de
2.6 se observan sefiales multiples que pueden ser de hidrégenos alfa a
carbonilos. En la regiéon comprendida de 3.0 a 4.0 ppm se observan sefiales
correspondientes a hidrogenos en carbono unido a oxigeno donde las que
aparece como sefiales simples pueden ser de metilos. Mientras que de 4.3 a 4.9
ppm aparece una seflal ancha la cual es caracteristica de protones
pertenecientes a grupos hidroxilo (OH) y las sefiales que aparecen de 5.15 a

5.32 ppm pertenecen a los protones de alquenos.

5.5.1.7 Espectro de RMN de 'H de la coleccién VIII (recromatografia) del
extracto metandlico de la planta B

En el espectro de la coleccién VIl de la recromatografia del extracto metandlico
de la planta de B (Figura 13), muestra grupos de sefiales que indica una mezcla
de compuestos isoméricos como es en la region cerca de 2.6, 3.2 y 3.6 ppm
ademas de las tres sefales intensas de hidrogenos en carbono unido a oxigeno
(H-C-OR) en la regién comprendida de 3.7 a 3.8 ppm que podrian indicar la
presencia de grupos metoxi. Mientras que en la regién de 5.17 a 5.32 ppm se
observan cuatro sefales simples las cuales corresponden a protones de
alquenos mismas que se desconoce si estan acopladas o no. También se
observan sefales de baja intensidad muestra de otros compuestos minoritarios

cercade 2.8y 4.2 ppm.

5.5.1.8 Espectros de RMN de !H de la coleccion XIV y XV de la

recromatografia del extracto metandlico de la planta B

En la figura 14 se presentan los espectros pertenecientes a la coleccion XIV
(arriba) y XV (abajo), ambas disueltas en DMSO-ds para su analisis en el equipo

de RMN. Para ambas colecciones se observan sefales de protones
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pertenecientes a alcanos en la region comprendida de 0.8 a 1.6 ppm, de igual
forma se observan sefiales de 3.4 a 4.8 ppm las cuales corresponden a
hidrogenos en carbono unido a oxigeno (H-C-OR). Mientras que las sefiales que
aparecen de 4.9 a 5.4 ppm corresponden a protones de alquenos. Se concluye
que las dos fracciones tienen los mismos componentes solo que en diferente

relacion.

91



Alquenos

OH

H-C-OR

DMSO-ds

2.50
ppm

b

5.4 5.2 5.0 4.8

4.6

3.4 3.2

ppm

2.6 2.4

1.2

Figura 12. Espectro de RMN de H a 400 MHz en DMSO-d¢ de la coleccion VII (recromatografia) extracto metanélico de la

planta B
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en DMSO-ds de la coleccién VIII (recromatografia) extracto metandélico de la
planta B
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Figura 14. Espectros de RMN de *H a 400 MHz en DMSO-ds de la coleccion XIV y XV (recromatografia) extracto metandlico
de la planta B
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5.5.2 Compuesto aislado del extracto metandlico de la planta B en estudio

Para la obtencion del compuesto 1 se realizd un proceso de cristalizacion en el
cual la coleccion VIl fue colocada en acetato de etilo (disolvente en el cual
solubilizo la coleccidn), posteriormente se coloc6 en un embudo de separacion y
se adiciono hexano, para dejar en reposo por 24 h. Trascurrido dicho periodo se
observé la formacion de cristales sobre la pared del embudo de separacion,
decantando el liquido (agua madre) y recuperando los cristales, los cuales fueron
analizados por las técnicas de RMN (*H y 13C) e IR (espectroscopia de radiacion
Infrarroja) ademas de evaluar su punto de fusién por calorimetria diferencial de
barrido (DSC).

5.5.2.1 Espectro de RMN de H del compuesto 1

El espectro de RMN de protdén del compuesto 1 (Figura 15y 16), se obtuvo con
el disolvente CDCls con TMS (Tetrametilsilano) como referencia interna. La sefial
simple que se observa a 5.14 ppm (1H, s, RO-CH-COOMe) pertenece a un
proton ubicado en la posicion a al éster en un carbono con oxigeno. En 3.95 ppm
(3H, s, CH-COOMe) se presenta una sefial simple la cual integra para 3
hidrogenos pertenecientes a un grupo metilo. Mientras que la sefial simple en
3.84 ppm (3H, s, COH-COOMe) corresponde para un segundo grupo metilo. En
3.09 ppm (1H, d, J=17.5 Hz, HaHhC-C=0) se observa una sefial doble la cual
corresponde al hidrogeno en la posicion a unido a un grupo éster. La sefial doble
en 2.88 ppm (1H, d, J=17.5 Hz, HaHwC-C=0) corresponde al hidrégeno en la
posiciéon a unido a un grupo éster. Mientras que en 1.86 ppm se observa una
sefal amplia la cual corresponde al proton del grupo hidroxilo (1H, s, COH-
COOMe) (Tabla 22). El espectro de la figura 15 corresponde a la muestra
obtenida de la planta B, mientras que el de la figura 16 corresponde a una
muestra determinada previamente y que se reporta en la literatura, ambos
espectros son muy similares.

El espectro de RMN de '3C del compuesto 1, ayudo a determinar la estructura,
encontrando carbonos unidos a grupos hidroxilo (OH) en la regién comprendida

de 75 a 80 ppm, carbonos de esteres en la regiéon que abarca de 165 ppm a 175
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ppm, asi como de carbonos pertenecientes a grupos metilo localizados en la
regién de 50ppm a 55ppm.
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Figura 15. Espectro de RMN de *H a 400 MHz en CDClI; del compuesto 1 (extracto metandlico) de la planta B
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Figura 16. Espectro de referencia de RMN de *H en CDCl; del compuesto 1

Tabla 22. Sefiales de RMN 'H a 400 MHz del compuesto 1

Posicién

Diastereoisomero del
compuesto 1 (CDCl3)

Compuesto 1 (CDClj)

Compuesto 1
Experimental

(cDCly)

Me

4-b

4.96 (1H, S, CH-COOMe)

3.82 (3H, s, CH-COOMe)

3.78 (3H, s, COH-COOMe)
3.20 (1H,d, J=19.0 Hz, H.H,C-
C=0)

2.82 (1H,d, J=19.0 Hz, H.H,C-
C=0)

5.31 (1H, S, CH-COOMe)

3.95(3H, s, CH-COOMe)

3.84 (3H, s, COH-COOMe)

3.10 (1H,d, J=20.3 Hz, HaH,C-
C=0)

2.87 (1H,d, J=20.3 Hz, HaH,C-

C=0)

5.14 (1H, S, CH-COOMe)

3.95 (3H, s, CH-COOMe)

3.84 (3H, s, COH-COOMe)
3.09 (1H,d, J=17.5 Hz, H,H,C-
C=0)

2.88 (1H,d, J=17.5 Hz, H.H,C-
C=0)
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5.5.2.2 IR del Compuesto 1

En el espectro de Infrarrojo (Figura 17 y 18) la sefial que aparece a 3527 cm
con una transmitancia de 0.5916 pertenece al grupo OH, ya que las bandas
caracteristicas de la absorcion infrarroja para los alcoholes casi siempre estan
en el intervalo de 3400 a 3650 cm™. La banda de absorcién infrarroja a 1798
cm™ con una transmitancia de 0.2725 corresponde a un grupo éster. Mientras
que la banda en 1741 cm™ con transmitancia de 0.1170 corresponde al
estiramiento de C=0, ya que los grupos carbonilo absorben en el intervalo de
1670 a 1750 cm. El espectro de la figura 17 corresponde a la muestra obtenida
de la planta B, mientras que el de la figura 18 corresponde a una muestra
determinada previamente y que se reporta en la literatura, ambos espectros son

similares para las sefiales mencionadas arriba.

5.5.2.3 Punto de fusién por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para el compuesto 1 el DSC registré una temperatura de inicio (To) de 124.16
°C, observando una temperatura de pico (Tp) de 128 °C y una temperatura final
(Te) de 129.54 °C. El valor de energia de fusién (AH) de 120.78 J/g, que es la
cantidad de energia necesaria para que un gramo del compuesto 1 pase del

estado sdlido a liquido.
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Figura 18. Espectro de referencia de IR del compuesto 1
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5.5.2.4 Espectros de RMN de 'H a 400 MHz del compuesto 1 (Tratamiento

térmico)

El compuesto 1, aislado a partir del extracto metandlico de la planta B no presento
actividad antimicrobiana en las pruebas in vitro, hasta que se sometio a condiciones
de esterilizacién por 1y 2 h. Por ello se obtuvieron los espectros de protdén en estos
tiempos y se compararon con el compuesto puro (sin tratamiento térmico) (Figura
19). Las sefiales que aparecen para el compuesto puro a 5.14, 3.95, 3.84, 3.09 y
2.88 ppm también estan presentes en los espectros del compuesto sometidos a
tratamiento térmico para ambos tiempos. Sin embargo las muestras sometidas a
calentamiento himedo y presion presentan mayor intensidad para las sefiales que
aparecen de 1.24 a 1.29 ppm, en 1.59, 2.05, 2.95, 3.0, 3.15, 3.19, 3.69 y 3.78 ppm.
Dicho cambio en la intensidad puede ser causado por las condiciones de humedad,
presion y temperatura. Se observa que con el calentamiento el compuesto no sufrié

cambios significativos en los tres espectros.
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Figura 19. Espectros comparativos de RMN de *H a 400 MHz en CDCl; del Compuesto 1 normal y con tratamiento térmico a
unay dos horas
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5.5.3 Espectro de RMN del extracto Acetonico de la planta B en estudio

En el espectro de RMN de H a 400 MHz del extracto aceténico de la planta B
(Figura 20), se observa a 2.05 ppm la sefial correspondiente al disolvente
(Acetona-ds). En la region comprendida de 0 a 1.5 ppm se observan los protones
de alcanos (metilos y metilenos). En la region de 2.6 a 3.3 ppm se observa un
par de sefiales dobles pertenecientes a hidrégenos cercanos a carbonilos y
caracteristicas de un sistema AB. Por ultimo la sefial que aparecen 5.34 ppm
corresponde a un proton ubicado en la posicién a al éster en un carbono con

oxigeno.

5.5.3.1 Espectro de RMN de 'H de la coleccién VI (compuesto 2)

El espectro de RMN de proton del compuesto 2 (Figura 21), se obtuvo con el
disolvente Acetona-ds. La sefial simple que se observa a 5.34 ppm (1H, s, RO-
CH-COOH) pertenece a un proton ubicado en la posicion a al éster en un
carbono con oxigeno. En 3.25 ppm (1H, d, J= 17.2 Hz, HaHbC-C=0) se observa
una sefal doble la cual corresponde al hidrégeno en la posicién a unido a un
grupo éster. La sefial doble en 2.80 (1H, d, J=17.2 Hz, HaHbC-C=0) corresponde
al hidrogeno en la posiciéon a unido a un grupo éster. Mientras que en 4.16 ppm
se observa una sefial amplia la cual corresponde al proton del grupo hidroxilo
(1H, s, COH-COOH) (Tabla 23). El espectro de la figura 21 corresponde a la
muestra obtenida de la planta B, mientras que el de la figura 22 corresponde a
una muestra determinada previamente que se reporta en la literatura, ambos

espectros son similares.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en Acetona-ds del extracto aceténico la planta de estudio B
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en Acetona-ds de la colecciéon VI (compuesto 2) obtenido del extracto de Acetona de la
planta B
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Figura 22. Espectro de RMN de H en Acetona-ds del compuesto 2

Tabla 23. Datos de las sefiales de RMN *H del compuesto 2.

Compuesto 2

Posicién Diastereoisomero del )
Compuesto 2 (Acetona-de) Experimental
(H) compuesto 2 (DMSO-de)
(Acetona-de)
2 4.80 (1H, s, CH-COOH) 5.38 (1H, s, CH-COOH) 5.34 (1H, s, CH-COOH)

4p

3.07 (1H, d, J= 17.4 Hz,
HaH,C-C=0)

2.60 (1H, d, J= 17.4 Hz,
HaH,C-C=0)

3.30 (1H, d, J= 17.1 Hz,
HaH,C-C=0)

2.80 (1H, d, J= 17.1 Hz,
HaH,C-C=0)

3.25 (1H, d, J= 17.2 Hz,
HaH5C-C=0)

2.80 (1H, d, J= 17.2 Hz,
HaH,C-C=0)
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5.5.3.2 IR del Compuesto 2

En el espectro de Infrarrojo (Figura 23 y 24) la sefial que aparece a 3410 cm?
con una transmitancia de 0.6427 pertenece al grupo OH, ya que las bandas
caracteristicas de la absorcidn infrarroja para los alcoholes casi estan en el
intervalo de 3400 a 3650 cm™. La banda de absorcién infrarroja a 1797 cm™ con
una transmitancia de 0.2334 corresponde a un grupo éster. Mientras que la
banda en 1742 cm con transmitancia de 0.2555 corresponde al estiramiento de
C=0, ya que los grupos carbonilo absorben en el intervalo de 1670 a 1750 cm™.
El espectro de la figura 23 corresponde a la muestra obtenida de la planta B,
mientras que el de la figura 24 corresponde a una muestra determinada
previamente y que se reporta en la literatura, ambos espectros son similares para

las senales mencionadas arriba.

5.5.3.3 Punto de fusién por calorimetria diferencial de barrido

Para el compuesto 2, el DSC registro una temperatura de inicio (To) de 188.74
°C, observando una temperatura de pico (Tp) de 193.03 °C y una temperatura
final (Te) de 194.19 °C. El valor de energia de fusion (AH) de 165.08 J/g, que es
la cantidad de energia necesaria para que un gramo del compuesto 2 pase del

estado sdlido a liquido.

5.5.3. 4 Espectros de RMN de 'H de lacoleccion Vy Vil de larecromatografia

del extracto acetonico de la planta B

En las colecciones V y VII (Figura 25), se observa la sefial caracteristica de
Acetona-ds a 2.05 ppm (quinteto). Ademas de que se presentan las sefales
caracteristicas del compuesto 2 (5.4, 3.25 y 2.80 ppm) lo cual se relaciona con
su actividad antimicrobiana. Para la coleccion VII aparecen sefiales en la regién
comprendida de 0.7 a 1.4 ppm las cuales son pertenecientes a alcanos, ademas
de presentar sefiales para hidrogenos en carbono unido a oxigeno (H-C-OR)

entre 2,5y 4.4 ppm.
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Figura 25.Espectros de RMN de 'H a 400 MHz en Acetona -ds de la coleccion V y VIl del extracto aceténico de la planta B
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5.6 Comportamiento de bacterias patégenas en jamoén adicionado con
extractos, colecciones cromatograficas y compuestos puros aislados de la

planta B

Debido a que los extractos, las fracciones y compuestos puros serian integrados al
jamon o pasta antes de ser cocidos, se realizo una prueba de estabilidad térmica y
su mantenimiento de la actividad antimicrobiana, ya que existia la posibilidad de que
estos metabolitos secundarios fueran inactivados por la temperatura. Para dichas
pruebas se empled el extracto metandlico y aceténico, las colecciones obtenidas
con la combinacion de los disolventes hexano-acetato de etilo (para ambos
extractos) y los compuestos aislados de dichas fracciones. Como reportamos a
atrds, en este estudio se observd mayor actividad antimicrobiana cuando los
extractos, fracciones o compuestos puros fueron esterilizados por calor himedo que

cuando los compuestos no se esterilizaron (Tabla 24).

Tabla 24. Promedio de los halos de Inhibicibn (mm) de los extractos, colecciones

cromatograficas y compuestos puros con y sin tratamiento térmico.

S. Typhimurium E. coli O157:H7

Sin tratamiento Tratamiento Sin tratamiento Tratamiento
Material térmico térmico térmico térmico
Extracto metandlico 10.88 £0.59 12.27 £0.26 10.21+0.84 11.08+0.65
Fraccion metandlica 11.0+0.34 12.5+0.55 11.6+.0.52 13.0+0.85
Compuesto 1 - 9.88+£0.19 - 9.01+0.28
Extracto acetonico 10.53 £0.22 16.73 £0.42 10.90+0.16 14.74+0.86
Fraccion acetonica 11.10+0.40 12.89+0.30 11.00+0.24 13.90+0.65
Compuesto 2 11.20 +0.60 14.0 +0.4 11.65+0.4 13.79+0.45

No existen reportes en la literatura sobre lo que nosotros hemos observado en estos
estudios, es decir, incremento del efecto antimicrobiano de un compuesto o

extractos de plantas por efecto de un tratamiento térmico. Estos es algo nuevo,
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novedoso y de mucho interés para la industria de los alimentos. Nuestra explicacion
al respecto se limita a especular que la temperatura de esterilizacion forma nuevas
estructuras, ya sea por la formacion en una molécula de nuevos enlaces o ruptura
de enlaces o por la formacion de nuevas moléculas por la interaccion de 2 o mas
moléculas. No obstante, es necesario estudios quimicos al respecto para determinar

especifcamente lo que esta ocurriendo.

Es importante mencionar que para la preparacion del jamoén se decidio utilizar
bacterias S. Typhimurium y S. aureus por su importancia a nivel mundial tanto en
paises en desarrollo como en paises desarrollados. Ademas de que los cerdos
estan bien reconocidos por ser portadores de Salmonella. Mientras que S. aureus
se encuentra comunmente en la piel y fosas nasales del humano, por lo que existe
el riesgo de que este patdégeno llegue a los productos carnicos durante su
manipulacion, ademas de que tiene interés sanitario por la produccién de

enterotoxinas (Fernandez-Escartin, 2000).

Tomando en cuenta que el producto en el mercado es empacado al vacio y es
mantenido en refrigeracion, se decidié hacer un estudio con estas condiciones,
empacando el jamon a vacio y almacenandolo a 4 °C. Con la finalidad de simular
lo que pudiese estar pasando, en caso de que el jamdn se contaminara con
bacterias patdgenas previo a su empaque y su venta en refrigeracion. Esto porque
normalmente, el producto se envasa al vacio en materiales con poca permeabilidad
al oxigeno con la finalidad de evitar el deterioro del color durante su conservacion
(Rodriguez- Rebollo, 1998).

Los resultados obtenidos para el comportamiento de S. aureus en el jamon
adicionado con extracto MeOH, Fracciéon MeOH y el compuesto 1 se muestran en
las figuras 26-28, mientras que las figuras 29-31 muestran el comportamiento de S.

Typhimurium.

Para S. aureus el comportamiento en los tres tipos de jamon (adicionado con:
extracto MeOH, Fraccion MeOH y compuesto 1) fue similar, ya que en un principio

se observo una reduccion de la carga microbiana para el dia 2, sin embargo a partir
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del dia 4 y hasta el dia 35 de almacenamiento, la concentracion para los tres

jamones fue similar a la concentracion del control.

Para S. Typhimurium, la concentracion se vio reducida en el dia O para los tres tipos
de jamoén, comparados con el control, pero a partir del dia 2 el comportamiento del
patbgeno en estos jamones fue similar al del grupo control. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Cruz-Galvez (2012), quien observé que ni el
extracto MeOH de la planta de estudio ni las fracciones obtenidas por cromatografia
liquida, presentan actividad antimicrobiana contra S. Typhimurium, E. coli O 157:H7,
L. monocytogenes y S. aureus, en salchichas empacadas al vacio y mantenidas en

refrigeracion.
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Figura 26. Comportamiento de S. aureus en jamon adicionado con el extracto MeOH

de la planta de estudio B.
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Figura 27. Comportamiento de S. aureus en jamon adicionado con la coleccién del

extracto MeOH de la planta de estudio B.
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Figura 28. Comportamiento de S. aureus en jamon adicionado con el compuesto 1

de la planta de estudio B.
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Figura 29. Comportamiento de S. Typhimurium en jamon adicionado con el extracto

MeOH de la planta de estudio B.
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Figura 30. Comportamiento de S. Typhimurium en jamoén adicionado con la fraccion

del extracto MeOH de la planta de estudio B.
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Figura 31. Comportamiento de S. Typhimurium en jamén adicionado con el

compuesto 1 de la planta de estudio B.

En las graficas 32-34 se muestra el comportamiento de S. aureus en los tres tipos
de jamén adicionados con el extracto Acetdnico, la fraccion de acetona y el
compuesto 2; mientras que para el comportamiento de S. Typhimurium se presentan

los graficos 35-37.

Para la bacteria S. aureus el comportamiento en los tres tipos de jamon (adicionado
con: extracto Acetona, Fraccion de acetonay el compuesto 2) fue similar, ya que en
un principio se observé una reduccién de la carga microbiana para los dias 2y 4
comparada con la concentracién de S. aureus en el jamon control, sin embargo a
partir del dia 7 y hasta el dia 35 de almacenamiento, la concentracion para los tres

jamones fue similar a la concentracion del grupo control.

Para la bacteria S. Typhimurium, la concentracién se vio reducida en los dias 0, 2
y 4 para los tres tipos de jamon, comparados con el control, pero a partir de la primer
semana el comportamiento del patégeno en estos jamones fue similar al del grupo

control.
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Figura 32. Comportamiento de S. aureus en jamén adicionado con el extracto de

acetona de la planta de estudio B.
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Figura 33.Comportamiento de S. aureus en jamén adicionado con la coleccion del

extracto acetona de la planta de estudio B.
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Figura 34. Comportamiento de S. aureus en jamén adicionado con el compuesto 2

de la planta de estudio B.
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Figura 35. Comportamiento de S. Typhimurium en jamon adicionado con el extracto

de acetona de la planta de estudio B.
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Figura 36. Comportamiento de S. Typhimurium en jamén adicionado con la coleccién

del extracto de acetona de la planta de estudio B.
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Figura 37. Comportamiento de S. Typhimurium en jamon adicionado con

compuesto 2 de la planta de estudio B.

118

25 30 35

el



Al parecer los extractos, las fracciones y compuestos aislados no son agentes
adecuados para el control de las bacterias S. aureus y S. Typhimurium en jamon.
Por ello se discuten las posibles razones de la disminucién de la eficacia de los
extractos, las fracciones y compuestos aislados contra las bacterias patdgenas en

jamon cocido de cerdo.

A patrtir del dia 2 y hasta el dia 35 en todos los tratamientos (incluido el control), se
observa una reduccion en la concentracion de los patégenos (S. aureus y S.
Typhimurium), esto puede ser debido a la baja concentracion de Oxigeno en el
empaqgue de almacenamiento, ya que como lo mencionan Roncalés (2010) y Ray
(2004), este hecho determina que los microorganismos deterioradores y patdégenos,
gue son aerobios, vean fuertemente inhibido su crecimiento. Sin embargo la falta de
oxigeno puede beneficiar a microorganismos anaerobios (Ray, 2004) nativos del
jamon, los cuales pueden llegar al alimento por diferentes fuentes, como las
materias primas, el empaque o malas condiciones de higiene durante la elaboracion
del jamon. Dentro de los productos céarnicos procesados como el jamén, es comun
encontrar bacterias acido lacticas las cuales se ven favorecidas por la anaerobiosis,
dichas bacterias pueden llegar a producir sustancias con actividad antimicrobiana,
tales como: peréxido de hidrégeno, acido lactico, acido acético y bacteriocinas, las
cuales puede inhibir de manera importante el desarrollo de microorganismos
patdgenos (Fernandez -Escartin, 2000), lo cual explicaria la inhibicién de S. aureus
y S. Typhimurium en todos los tratamientos.

Otra posible explicacion a la reduccion de la concentracion de los patdgenos durante
su almacenamiento, puede ser por la composicion del alimento ya que en la
salmuera se incluyd benzoato de sodio el cual es empleado para inhibir el desarrollo
de bacterias y hongos con la finalidad de evitar el deterioro en alimentos (Madrid y
Madrid, 2000). Ya que como lo mencionan Karabay y Sahin (2005), el benzoato de
sodio tiene la capacidad de inhibir de forma in vitro tanto a cepas de S. aureus
sensible a la meticilina como a cepas de S. aureus resistente a meticilina. Mientras
gue Stanojevic et al. (2009), observaron que la combinacion de benzoato de sodio
con nitrito de sodio era efectiva para inhibir el crecimiento de S. aureus, E. coli,

Bacillus mucoides y Candida albicans.
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Para el caso del extracto MeOH, la fraccion MeOH y compuesto 1, que mostraron
actividad in vitro, pero como aditivos en jamén no, puede ser atribuido a que los
compuestos se mantuvieron en ambientes hidrofobicos de las proteinas de la carne
por lo que habia poca oportunidad para que dichos antimicrobianos entraran en
contacto con las células bacterianas que crecen en la superficie del jamon. Otra
opcion es que los compuestos no difundieron en la matriz del jamén y quedaran
atrapados entre las redes formadas por las carrageninas, por lo que existia poca
posibilidad de que se presentara la actividad antimicrobiana. Ya que como lo
mencionan algunos autores, el transporte de un soluto a través del liquido de un gel
debe tener lugar por difusion (Valdés-Martinez, 2006; Fenema 2010). Para ello el
soluto tiene que difundir en torno a las hebras de la matriz del gel y la difusion sera
tanto mas dificil cuanto mayores sean las moléculas y mas pequefios los poros entre

las hebras del gel.

Es importante mencionar que la textura observada en el jamén elaborado con el
extracto acetdnico, la coleccién aceténica y el compuesto 2, no era firme y
consistente ya que no se formaron geles. En el caso de la carragenina empleada
en el jamon, con la finalidad de retener de agua y formar geles, las moléculas de
agua se orientan respecto a los grupos hidroxilo que se encuentran en las moléculas
del azucar hidrocoloide, mientras que para la formacion del gel es importante la
presencia de iones K* ya que contrarresta las cargas de los grupos semiéster sulfato
(SO4) de la carragenina, permitiendo la formacién de dobles hélices (Baianu et al.,
1993). Sin embargo la presencia de grupos carboxilo en el compuesto 2 y en
particular a los grupos OH los cuales son muy reactivos, pueden estar capturando
a los iones K* modificando su estructura quimica y por consiguiente su actividad
antimicrobiana impidiendo a la vez la formacién de las dobles hélices y por
consiguiente no hay formacion de gel. Otra posible explicacion es que compuesto 2
presente también en el extracto y fraccion de acetona (de acuerdo con las sefiales
de RMN) se caracteriza por presentar carboxilos (COOH), lo cual le confiere una
propiedad de acido. Dicha acides puede ser responsable de la hidrolisis del

polisacéarido, ya que la Kappa carragenina pierde viscosidad y capacidad de
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formacién de gel cuando se somete a valores de pH por debajo de 5.5 (Blakemore,
2011).

Esta pérdida de la actividad antimicrobiana de los extractos, las fracciones y los
compuestos aislados a partir de la planta de estudio también puede ser atribuida a
la complejidad del jamon, ya que como lo menciona Negi (2012), la actividad
antimicrobiana mostrada en modelos in vitro puede verse afectada por los
alimentos, ya que son sistemas complejos de multiples componentes, por lo que el
nivel de antimicrobianos naturales necesarios para mostrar actividad puede ser
considerablemente mayor en los productos alimenticios en comparacion con medios
de cultivo de los modelos in vitro, sin embargo esto podria afectar negativamente a
las propiedades organolépticas propiedades de los alimentos. La carne y productos
carnicos son un medio complejo y algunos componentes carnicos pueden incluso
proporcionar a las células microbianas una gran proteccién contra los agentes
antimicrobianos. Uhart et al. (2006) reportaron que ciertas especias inactivan S.
Typhimurium en condiciones in vitro, pero la actividad disminuyé considerablemente
cuando se aflade a un sistema complejo de alimentos tales como carne de res
molida. Por su parte Larson et al. (1996) reportaron que L. monocytogenes fue
menos sensible a los extractos de lUpulo en la carne que en los medios de cultivo y
la sensibilidad también variaron con el contenido de grasa de la carne. Mientras que
Cutter y Hruska (2000) sugirieron que la grasa en los alimentos podria formar una
capa protectora alrededor de las bacterias, protegiéndolas asi de los agentes

antimicrobianos.
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VI. Conclusiones

De las treinta y un plantas examinadas s6lo 5 mostraron actividad
antimicrobiana contra al menos uno de los microorganismos de ensayo.

La CMI de los extractos acuosos de las plantas que mostraron actividad
antimicrobiana fue de 4 mg/ml.

La actividad antimicrobiana observada con los extractos realizados con
diferentes disolventes de los tallos, hojas y flores de la planta de estudio A,
B y G. inuloides, se atribuye a la presencia de compuestos quimicos de
diferente polaridad.

Existen compuestos en la planta B que incrementan su actividad
antimicrobiana al esterilizarse por calor himedo.

Los compuestos 1y 2 aislados de la planta B, son termoestables ya que su
punto de fusion se encuentra por encima de los 120 °C y 190 °C
respectivamente, lo cual los hace candidatos para ser utilizados en alimentos
gue reciban tratamientos térmicos por encima de los 100 °C, sin afectar su
actividad antimicrobiana.

Aunque los compuestos 1 y 2 aislados de la planta B no afectaron el
desarrollo de los microorganimos de estudio en jamoén, son potenciales
candidatos para su uso en alimentos; falta por probar su efecto como
molécula activa en empaques comestibles de embutidos o bien en

microencapsulados.
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