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I. INTRODUCCION
Los microorganismos representan dos problemas de importancia para la
industria de alimentos, mientras son causa de descomposicién de los mismos
también son productores de enfermedades (WHO 2001; Frazier y Westhoff,
1988). Una opcion que la industria ha adoptado, es el empleo de compuestos
quimicos sintéticos con accion antimicrobiana (AM). Estos se adicionan a los
alimentos con la finalidad de inhibir 6 destruir a los microorganismos
indeseados (Frazier y Westhoff, 1988). Sin embargo, muchos de estos
compuestos pueden resultar toxicos al humano aun en dosis bajas o
permitidas. De esta forma, los compuestos antimicrobianos de origen natural,
han surgido como una alternativa viable y con minimo riesgo para los

consumidores.

De manera natural, es posible encontrar sustancias con cierta actividad AM en
diversos materiales, como vegetales; por ejemplo: eugenol del clavo, alicina del
ajo, timol del orégano (Beuchat y Golden, 1989; Conner 1993). Es comun entre
las plantas de la familia Umbelliferae como perejil, apio y zanahorias, y
Rutaceae, como toronjas, limas y naranjas, la produccién de fitoalexinas (que
muestran actividad AM), algunas de ellas del grupo de las furocumarinas
(Condor y col., 1963; Chalutz, 1969; Butt y Lamb, 1981). Otros compuestos
naturales en los vegetales con actividad AM incluyen las antocianinas, algunos
derivados de las clorofilas, glucésidos fendlicos, derivados del acido
hidroxicinamico y la cafeina (Conner, 1993). Asi, en la industria de alimentos se
emplean actualmente por ejemplo aceites obtenidos de semillas de toronja
como desinfectantes con un poder antimicrobiano semejante al cloro o yodo.
Recientemente, se ha observado que la zanahoria puede generar sustancias
que afectan la viabilidad de L. monocytogenes (Beuchat y Brackett, 1990,
Beuchat y col., 1994; Beuchat y Doyle, 1995).

Los extractos o componentes especificos de la zanahoria podrian ser una
alternativa de antimicrobianos naturales con aplicacién en los alimentos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antimicrobiano del jugo de
zanahoria y de extractos polares y no-polares del jugo de zanahoria contra 10

microorganismos patdégenos e indicadores de importancia en alimentos.
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II. ANTECEDENTES
2.1 Caracteristicas de la zanahoria.
La zanahoria es un tubérculo que pertenece a la familia Umbelliferae al género
Daucus, especie carota (Valadez, 1994; Bianchini y Corbetta, 1974). El tejido
exterior de ésta consta de un peridermo, cuya funcion es reducir la pérdida de
humedad y evitar el ataque de microorganismos. La region interna consta de un

xilema y una médula. (Edmond y col., 1979).

El principal criterio para clasificar las zanahorias es en funcion del tamafio de la
raiz. Hay mas de 50 variedades de zanahoria, aunque béasicamente se les
distingue por su longitud: cortas - francesas (menos de 10 cm.); semi -largas
(10-20 cm.) y largas (20 cm.). En nuestro pais, la variedad de zanahoria mas
aceptada es la Nantes, la cual es de tamafio mediano y de color naranja con
puntas redondeadas. Ademas de esta, en México existen otras variedades
como Emperador, Chantenay (Valadez, 1994; Bianchini y Corbetta, 1974). Las
mejores son aquellas zanahorias que son duras, con un color naranja brillante,
uniformes, suaves Y sin grietas. Las zanahorias de raiz corta son variedades de
cultivo tempranas que pueden presentar forma redondeada, del tamafio de una
pelota de golf, o forma alargada o cilindrica, del tamafio de un dedo. Las
zanahorias de raiz larga son variedades gigantes de forma alargada y
acabadas en punta. Sin embargo, las variedades mas comunes son las que
pertenecen a las zanahorias de raiz intermedia, que suelen ser ejemplares de
forma cilindrica y gruesa, piel lisa y color anaranjado oscuro (Valadez, 1994;
Bianchini y Corbetta, 1974). Algunas de las variedades de zanahoria mas

comunes son:

Ardenta Parade: cilindrica, uniforme y muy buena coloracion.

Iva: variedad cilindrica, dulce y muy jugosa.

Nantesa: variedad originaria de Francia. Presenta raices despuntadas,
cilindricas y semilargas.

Preda: una de las mas cilindricas. Es tierna, dulce y jugosa.

Tipo Flakkee: raices largas y cénicas con hojas vigorosas.

Tipo Chantenay: variedad de facil cultivo en suelos pesados.




La zanahoria contiene una gran cantidad de carotenoides con actividad pro
vitaminica A (una vez en el organismo se transforman en vitamina A, vitamina
necesaria para el buen funcionamiento de la retina y especialmente para la
vision nocturna o con poca luz y para el buen estado de la piel y mucosas). El
jugo de zanahoria es una fuente natural de (3-carotenos y agente colorante.
Contiene aproximadamente 10% de solidos solubles, con una acidez titulable
de 0.15% y un pH de 6.1 (Pederson, 1971). Al més abundante, el beta-caroteno
algunos estudios han atribuido un papel preventivo frente a enfermedades
como el cancer, enfermedades cardiovasculares, envejecimiento celular,
cataratas y degeneracion macular senil, dada su capacidad antioxidante y
moduladora de la respuesta inmunitaria. La zanahoria contiene una cantidad
apreciable de hidratos de carbono y un alto contenido en fibra, tanto soluble
como insoluble, que normaliza el transito intestinal, evitando el estrefiimiento y
protege frente al cancer de colon y la enfermedad cardiovascular, si bien
probablemente el aspecto mas destacable de este alimento desde el punto de
vista nutricional sea su contenido en vitaminas, minerales y oligoelementos

como hierro, fésforo, magnesio, zinc, selenio, sodio, potasio (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion nutricional porcentual delaz  anahoria.

COMPONENTE CONCENTRACION (%)
Agua 82.2
Proteina 11
Carbohidratos 9.7
Calcio 0.037
Fosforo 0.036
Hierro 0.007
Sodio 0.047
Potasio 0.341
Vitamina A 2.000-12.000 segun variedades U.|2
Vitamina B1 0.013
Vitamina B2 0.006
Vitamina E 0.045
Ac. Ascorbico 0.008

aUnidades internacionales
Tomado de Valadez, 1994.




Ademas de los compuestos con aporte nutricional, la zanahoria contiene
substancias bioactivas que son importantes a largo plazo para la salud, ya que
intervienen ejerciendo un efecto protector del sistema circulatorio, reductor de
la presion sanguinea, regulador de la glucemia y colesterinemia y ayuda a
mejorar la respuesta inmune, a la presencia de vitaminas B y C se les atribuye
propiedades anticarcinogénicas (Edmond y col., 1979; Snowdon, 1992).
Contiene ademas acidos caféico y ferdlico, los cuales han demostrado tener
una accion antioxidante importante, asi como cantidades menores de acido
clorogénico y p-cumarico. Los fitoesteroles formados en ciertas cantidades
tienen la capacidad de bloguear la absorcion del colesterol, facilitando su
excrecion, y disminuyendo, por tanto sus niveles en sangre (Anénimo, 2008a).
Las fitoalexinas (poli acetilenos y cumarinas), estan en el grupo de los
compuestos bioactivos. Los poliacetilenos (falcarinol, falcarindiol y falcarindiol-
3-acetato) son un grupo de compuestos biolégicamente activos debido a que
presentan una actividad biolégica considerable para un amplio rango de

microorganismos (Kidmose y col., 2004).

2.2 Compuestos antimicrobianos naturales.

Los antimicrobianos naturales, compuestos con capacidad para inhibir el
crecimiento de microorganismos, constituyen cada vez una nueva forma de
garantizar alimentos sanos y seguros, manteniendo inalterable la calidad del
alimento. El uso de metodologias clésicas, como los tratamientos térmicos para
garantizar la seguridad de los alimentos, se complementa cada vez mas con
nuevas tecnologias emergentes. Gran porcentaje de los tratamientos a los que
son sometidos los alimentos tienen la finalidad de eliminar o inactivar
microorganismos patdgenos o deterioradores, incrementando con ello la vida
de anaquel y mejorando o manteniendo su inocuidad. Los aditivos naturales
recientemente han surgido como una alternativa viable y con minimo riesgo

para los consumidores.

De manera natural existe una diversidad de compuestos con actividad
antimicrobiana. Podemos encontrarlas en los animales o en sus productos, en
el medio ambiente o en las plantas y vegetales. No es excepcional entonces

gue en los alimentos se encuentren sustancias que tienen efecto inhibitorio
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contra alguna o algunas clases de microorganismos. (Fernandez E., 2000). La
presencia de sustancias antimicrobianas en los alimentos tiene gran influencia
en la seleccion de los microorganismos. En los vegetales no es raro demostrar

la presencia de sustancias con efecto antimicrobiano (Tabla 2).

Pueden localizarse en diferentes partes, incluidas las hojas, tallos, semillas,
frutos y raices. Algunas de las sustancias son constitutivas de los fluidos o
tejidos de las plantas. Otras, se generan en respuesta a infecciones y ciertas
condiciones de estrés provocadas por diversos factores (Coxon y col., 1973;
Butt and Lamb, 1981). Estas sustancias antimicrobianas pueden tener efecto
variado sobre los microorganismos, algunas muestran un amplio espectro de
inhibicién, otras solo afectan a ciertos grupos: gram positivos o negativos.

Diversos estudios han mostrado que las hortalizas como la col, los rabanos, la
coliflor, espinacas o col de bruselas, generan sustancias antimicrobianas
principalmente derivados del acido hidroxicinamico (Conner, 1993). En las
frutas, los acidos presentes en el mesocarpio funcionan como un mecanismo

protector contra la eventual invasion microbiana a las semillas.

Entre las plantas de la familia Umbelliferae como el perejil, el apio vy las
zanahorias, y Rutaceae, como la toronjas, limas y naranjas, es comun la
produccion de fitoalexinas (Condor y col., 1963; Chaluzt, 1969, Butt and Lamb,
1981). La produccion de estas sustancias se incrementa, cuando estos
vegetales entran en una condicion de estrés por efecto de factores ambientales
(cambios en la temperatura o0 exposicion a iones metalicos) o microbianos
(infeccion por bacterias u hongos) (Coxon y col., 1973; Butt and Lamb, 1981).
Otros compuestos naturales en los vegetales con actividad antimicrobiana
incluyen las antocianinas, algunos derivados de las clorofilas, glucésidos

fendlicos, derivados del &cido hidroxicindmico y la cafeina (Conner, 1993)

En la industria de alimentos se emplean actualmente aceites obtenidos de
semillas de toronja como desinfectantes con un poder antimicrobiano

semejante al del cloro o el yodo.
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Los antimicrobianos pueden agruparse segun su origen como se indica en la
Tabla 2.

Tabla 2. Sustancias antimicrobianas en los alimen  tos.
Naturales
Constitutivas:
Terpenos, fenoles
Generadas durante la fabricacion:
Agua oxigenada, &cido lactico, nisina
Adicionadas
Legalmente:
En forma directa: acido ascérbico
En forma indirecta: mezclas de gases
Fraudulentas:
Bioxido de carbono
Residuales
Desde que se genera en el alimento: penicilina en la leche
excretada por la ubre
Durante la higienizacién del equipo germicidas

Fuente: Fernandez, 2000.

Diferentes estudios muestran que la zanahoria tiene efecto antimicrobiano
contra bacterias de importancia en alimentos. Los componentes de la
zanahoria con actividad antimicrobiana podrian ser una alternativa de

conservadores naturales con aplicacion en los alimentos.

2.2.1 Compuestos antimicrobianos en plantas.

Las plantas producen una gama de productos quimicos con actividad
antimicrobiana, algunos son componentes naturales de la planta, otros se
producen en respuesta a lesiones fisicas las cuales permiten un contacto de la
enzima con su substrato, y algunas (fitoalexinas) se producen en respuesta a la
invasion microbiana. Los compuestos pueden ser letales a células microbianas
0 pueden inhibir simplemente la produccién de un metabolito (ej. Micotoxina).
El papel protector que juegan en la planta viva y su potencial como
antimicrobianos en alimentos, ha sido un asunto de interés por varios afos por

parte de los investigadores (Jongen, 2005).
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Las hierbas y especias son usadas ampliamente en la industria de alimentos
como saborizantes y fragancias. Sin embargo, ellas exhiben también utiles
propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Muchos derivados de plantas con
compuestos antimicrobianos tienen un amplio espectro de actividad contra
bacterias, hongos y micobacterias. Aunque mas de 1300 plantas han sido
reportadas como potenciales fuentes de agentes antimicrobianos, hasta la
fecha tales compuestos alternativos no han sido suficientemente explotados en
alimentos. En los dltimos 20 afios, cientos de articulos cientificos muestran la
actividad antimicrobiana de compuestos naturales contra microorganismos
patégenos y deterioradores. Sin embargo, pocos de estos han sido trasladados
a aplicaciones reales en alimentos (Roller, 2003). La actividad antimicrobiana
de compuestos derivados de plantas contra diferentes microorganismos,
ensayadas individualmente in vitro, estd bien documentada en la literatura
(Roller, 2003; Jongen, 2005).

Los aceites esenciales (AE) o volatiles de las plantas son un coctel de
compuestos, las cuales juegan un importante rol en el sabor de los alimentos y
bebidas y usualmente exhiben apreciable actividad antimicrobiana (Roller,
2003). Los componentes mayoritarios con actividad antimicrobiana que se
encuentran en los recursos naturales son compuestos fendlicos, terpenos,
alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonoides (Jongen,
2005). Los componentes activos son usualmente terpenoides, con la excepcion
del cinamaldehido, son fenoles como timol, carvacrol y eugenol. Ellos actian
primariamente en las membranas, con los fenoles actian como translocadores
de protones colapsando la fuerza motriz que impulsa a los protones. Los
aceites esenciales dafian las propiedades estructurales y funcionales de las
membranas y esta es reflejada en la disipacibn de dos componentes de la
fuerza “proton motive”: el gradiente de pH (ApH) y el potencial eléctrico (AW).
Muchos reportes han demostrado que muchos aceites esenciales (en
concentracién aprox. de 100mg/L) impiden la actividad respiratoria de bacterias
y levaduras (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae). Los aceites esenciales
son capaces de ganar acceso al periplasma de las bacterias gram negativas a

través de proteinas porinas de la membrana exterior (Roller, 2003).
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Los aceites esenciales del tomillo (género Thymus) han sido ensayados sobre
diferentes microorganismos. Concentraciones de 200-250 ppm del T. capitatus
(tomillo mas comun) inhibieron completamente el crecimiento de Penicillium
italicum, Penicillium digitatum, Botrytis cinerea, Alternaria citri, Alternaria
alternata, Fusarium oxysporum, y Rhizopus stolonifer. Con los extractos de
Thymus vulgaris, B. cinerea y R. stolonifer fueron inhibidos méas del 50%
(Roller, 2003). El carvacrol ha sido identificado como la sustancia responsable
de la actividad antimicrobiana en los aceites esenciales de T. capitatus. El
timol, carvacrol y linalool son agentes activos en T. vulgaris. Sin embargo, otros
componentes minoritarios pueden también contribuir a la actividad sinérgica
antimicrobiana de un aceite esencial. Un pronunciado sinergismo entre la nisina
y el carvacrol se ha registrado como bactericida y bacteriostatico contra B.

cereus y L. monocytogenes (Roller, 2003).

Los &cidos organicos como el citrico, succinico, malico, tartarico, benzoico,
lactico y propidnico, se encuentran de manera natural en los alimentos (Wagner
y Moberg, 1989). Se acumulan como resultado de la fermentaciébn o se
adicionan intencionalmente durante su formulacion, estos han sido utilizados
durante afios para controlar el deterioro microbiano. Algunos &cidos tienen
efecto fungicida o fungistatico, mientras que otros tienden a ser mas efectivos
en la inhibicién del desarrollo bacteriano. Los acidos organicos pueden inhibir la
oxidaciéon de la coenzima NADH afectando el transporte de electrones en la

fosforilacion oxidativa (Fresse y col., 1973).

2.2.2 Uso de antimicrobianos naturales en alimentos

Cada vez mas se reconoce la actividad antimicrobiana de algunos tipos de
plantas. El papel de la investigacion es fundamental en este punto, y es
necesario que los consumidores reciban la mayor informacion posible sobre
estas técnicas para evitar recelos. Algunos de los avances conseguidos ha sido
el uso combinado de la alta presidbn con agentes antimicrobianos naturales
como la nisina o la lisozima, o incluso la aplicaciéon conjunta con tratamientos
térmicos de baja intensidad. Esta combinacion de tratamientos ha permitido
alcanzar un efecto global superior al logrado mediante el uso de una sola de

estas tecnologias.
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El apio, la almendra, el café y el arandano son algunos de los alimentos que
contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana. En la mayoria de
los casos se trata de sustancias con capacidad de prolongar la vida til de los
alimentos, especialmente en frutas. Segun un estudio realizado por expertos
del Institute Food Technologist de EEUU (IFT) los arandanos son una nueva
manera natural de garantizar la seguridad de la carne, ya que sus propiedades
le capacitan para reducir el desarrollo de Salmonella, E.coli y otros tipos de
bacterias. Tras aplicar un concentrado de arandano sobre carne picada cruda
con varios tipos de bacterias, los expertos concluyen que se reduce de forma

considerable el crecimiento de patégenos.

El arandano constituye una herramienta natural y eficaz en la lucha contra
patdgenos en alimentos. El responsable de este mecanismo es el compuesto
denominado proantocianidina (PAC), que obstaculiza la adherencia de las
bacterias, sobre todo las de E. coli. Los expertos confian en que el arandano
constituya, en un futuro, una manera natural de reducir la contaminaciéon de los
alimentos. Por otro lado, la vainillina, componente cristalino de la vaina de la
vainilla, se perfila como un sustituto, total o parcial, del acido sérbico y de los
sulfitos en la conservacion de alimentos. Este compuesto ha demostrado ser
especialmente eficaz en frutas como la manzana, las fresas o el mango
(An6nimo 2008b).

En diversos estudios los extractos de plantas se han utilizado para prolongar la
vida de anaquel de los alimentos (Jongen, 2005). Los extractos de especies de
ajo inhiben el crecimiento in vitro de Aspergillus parasiticus, A. niger, A. flavus y
A. fumigatus y muchas otras, hongos deterioradores de granos, legumbres y
alimentos procesados. El sinergismo entre la nisina y el extracto acuoso del ajo
en la inhibicibn de L. monocytogenes ha sido descrita. Generalmente, la
actividad de los extractos del ajo disminuyen durante el almacenamiento y al
ser calentados; los extractos acuosos de jugos crudos son mas activos que los
extractos de etil acetato, éter, cloroformo o etanol (Roller, 2003).

El jugo de betabel presenta ligera actividad antimicrobiana contra grupos
patdgenos de E. coli: enteroinvasivo, enteropatégeno, y enterotoxigénico, y S.
typhimurium (Ramirez, 2008).
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Han sido relativamente pocos los estudios de la accion antimicrobiana de los
aceites esenciales en sistemas modelo de alimentos y en alimentos verdaderos
(Tabla 3). Sin embargo, la eficacia de aceites esenciales in vitro es a menudo
mucho mejor que in vivo o in situ, es decir en alimentos. Por ejemplo, el aceite
esencial de la menta (Mentha piperita) ha demostrado inhibir el crecimiento de
Salmonella Enteritidis y Listeria monocytogenes en medios de cultivo por 2 dias
a 30°C. Sin embargo, el efecto del aceite esencial de la menta en aperitivos
griegos tzatziki (pH 4.5), taramasalata (pH 5.0) y en paté (pH 6.8) a 4°C y 10°C
fue variable (Roller, 2003). Salmonella Enteritidis murié en los aperitivos bajo
todas las condiciones examinadas pero no cuando estaba inoculado en paté y
mantenido a 10°C. En éste mismo estudio, L. monocytogenes se comporto de
forma semejante, los niumeros declinaron en los aperitivos pero aumentaron en
el paté (Roller, 2003).

El crecimiento de E. coli, Salmonella spp., L. monocytogenes y S. aureus
fueron inhibidos por el aceite esencial del orégano en caldos de cultivo. Sin
embargo, cuando estos aceites se probaron en alimentos como berenjena,
taramasalata 6 mayonesa donde se observaron reacciones tales como
incremento del pH, de temperatura y para el caso de las emulsiones separacion
del aceite usado (Roller, 2003). En otro estudio L. monocytogenes y S.
typhimurium fueron inhibidos en carne tratada con aceite esencial de clavo y
orégano, respectivamente. Una reduccion marcada del Aeromonas hydrophila
ha sido también reportada en carne de cerdo cocinada que fue tratada con
aceites del clavo o cilantro, empaquetada a vacio o con aire y almacenada a
2°C y 10°C (Roller, 2003).

El aceite esencial de orégano mostro efecto bactericida y bacteriostatico en
pescado crudo inoculado con S. aureus y Salmonella Enteritidis y almacenada
bajo atmdsferas modificadas (40% CO2, 30% Oz y 30% N2) 0 en aireacion a
1°C. El crecimiento de organismos deterioradores como Shewanella
putrefaciens y Photobacterium phosphereum fue también inhibida en carne de
lechén, pescado y bacalao tratados con aceites esenciales de orégano (Roller,
2003).
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Tabla 3. Aplicaciones de aceites esenciales en alim

entos.

Aplicaciones de aceites esenciales en alimentos.

Alimento

Leche (fresco,
desnatado)

Productos lacteos: queso
suave, mozarela

Carne fresca: entero o
picado

Productos de carne: paté

Salchicha

Pescado: pargo dorado

Filete de bacalao, salmén

Ensaladas y
preparaciones: atun,
berenjena, taramasalata,
mayonesa, tzatziki

Salsas: salsa de carne

Microorganismo

S. aureus
Salmonella Enteritidis
P. frangi

L. monocytogenes
Salmonella Enteritidis

Salmonella
Typhimurium y
Enteritidis

S. aureus

P. frangi

L. monocytogenes
Bacteria acido lactica
B. thermosphacta
Enterobacteriaceae
Levaduras

Flora nativa

L. monocytogenes
Salmonella Enteritidis
Flora nativa

B. thermosphacta
E. coli

Salmonella Enteritidis
S. aureus
Flora nativa

Photobacterium
phosphoreum

S. aureus
Salmonella Enteritidis
P. frangi

L. monocytogenes

S. putrefaciens

B. thermosphacta

E. coli

Flora nativa

Salmonella Enteritidis y

Typhimurium
S. aureus
P. frangi

Aceite esencial

Goma de lentisco

Clavo, canela, tomillo

Orégano, clavo, albahaca,
salvia

Menta

Aceite de mostaza

Orégano

Albahaca, laurel, canela,
clavo, zacate limén,
mejorana, orégano, salvia,
tomillo

Menta, orégano, albahaca,
salvia

Albahaca, salvia

Fuente: Roller, 2003
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Se ha reportado que el aceite esencial y el &acido fendlico de la pimienta
(Dennetia tripetala, G. Barker; Anonaceae) inhibe el crecimiento del hongo
causante de la podredumbre del tomate. También la pimienta ha mostrado
efecto bactericida contra S. aureus, Salmonella sp., P. aeruginosa, Proteus sp.,
E. coli, Enterococcus faecalis., Serratia sp., Bacillus sp., Clostridium sp.,

Penicillium sp. y Aspergillus flavus (Ejechi y Akpomedaye, 2005).

2.2.3 Estudios preliminares acerca de la actividad antimicrobiana de jugo
de zanahoria.

Los tubérculos asi como otras frutas y verduras pueden ser invadidos por
microorganismos en cualquier etapa, desde que la planta empieza a crecer en
el campo hasta antes de su consumo. Conforme envejecen los tejidos y se va
perdiendo la integridad de las membranas celulares, resulta mas sencillo para
los microorganismos introducirse y establecerse en ellos. La forma més facil
para que se introduzcan en el interior de las estructuras sanas es a través de
orificios naturales como los estomas y las lenticelas. Algunas especies pueden
atravesar directamente la cuticula. La exposicion directa de los tejidos, los
cortes practicados durante la recoleccion o debido a lesiones mecanicas,
facilita enormemente la entrada de los microorganismos (Hardenburg, 1986).
Las lesiones diminutas y dificiles de detectar producidas por arenillas

constituyen una excelente via para la introduccion de éstos (Duckworth, 1968).

A pesar de que el jugo de zanahoria es un buen sustrato para el desarrollo de
bacterias, se le ha encontrado que la zanahoria puede presentar propiedades
antimicrobianas contra algunos microorganismos. Se ha demostrado que los
tejidos de la zanahoria contienen metabolitos que inhiben el desarrollo de
hongos. Algunos de estos se detectaron en forma natural en extractos de
zanahoria (Garrod y col., 1978), y otros se indujeron y acumularon en
respuesta a un dafio con desafio de los tejidos hacia varios hongos patégenos
(Goodliffe y Heale, 1977) y no patdégenos (Jaworski y Williams, 1973). Uno de
los metabolitos que se ha identificado con actividad antifingica es el falcarindiol
(cis-heptadeca-1,9-dieno-4,6-dieno-3,8-diol) (Garrod y col., 1978).
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Los componentes de la zanahoria con actividad antimicrobiana podrian ser una
alternativa de conservadores naturales con aplicacion en los alimentos. La
demostracion y aislamiento de antimicrobianos naturales de la zanahoria,
podria traer como consecuencia el desarrollo de toda una industria dedicada a

la produccion de conservadores de alimentos a partir de esta hortaliza.

El jugo de zanahoria tiene un efecto anti L. monocytogenes bien demostrado, la
maxima actividad se observa a pH de 5.0 — 6.4 y a 5° C. La concentracion del
jugo también tiene una influencia importante, la cual sigue en un orden un tanto
extrafio: 10%> 1%>100%> 0.1%, diferencias que los autores de la
comunicacion no comentan (Beuchat y col.,, 1994). Se sabe que algunos
compuestos fendlicos como la 6-metoximelina se acumulan en los tejidos de la

zanahoria después de la infeccidon u otro tipo de estrés que sufre esta verdura.

Se han llevado a cabo varios estudios sobre los efectos antimicrobianos de
extractos de zanahoria, aceites esenciales de semillas de zanahoria y
zanahorias crudas en los que se observado actividad antimicrobiana contra
algunos patégenos transmitidos por alimentos (Abdul-Raouf y col., 1993; Babic
y col., 1994). Tal es el caso de L. monocytogenes, en un estudio realizado por
Beuchat y Brackett, (1990), donde se ha observado una disminucién en su
poblacion, al ser inoculada en zanahorias crudas enteras y desmenuzadas; con

un efecto adverso en zanahorias cocinadas (Beuchat y Brackett, 1990).

Beuchat y Brackett (1990) reportaron pérdida del efecto antilisteria en
zanahorias expuestas a coccién. Y confirmaron el efecto antilisteria en un
macerado de zanahoria. El principio activo termolabil, se inactivo a 4° y 30 °C a
valores de pH por debajo de 5; activandose nuevamente en un limite de pH de
5.8-7.0.

En estudios realizados por Beuchat y col., (1994) con L. monocytogenes en
jugo de zanahoria sin diluir (100%) y diluido al 10, 1 y 0.1% con agua
desionizada, a un pH de 4.8-7.4, y almacenados a 5°, 12° y 20° C, la inhibicién

fue mayor en el jugo al 10% y menor al 0.1%. El efecto antilisteria fue mayor en
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un rango de pH de 5 a 6.4. En el jugo de zanahoria sin diluir, el efecto
inhibitorio fue menor que en las diluciones descritas. La aplicacion de jugo de
zanahoria como agente antimicrobiano sobre algunos alimentos como lechuga
y queso Brie almacenados a 5°, 12° y 20° C fue propuesta por Beuchat y Doyle
(1995), ellos observaron que a 5° C L. monocytogenes redujo su poblacion en
lechuga introducida en jugo de zanahoria diluido al 50% y 20%, mientras que a
12° C solo se retraso el desarrollo del germen. En queso, al cual se le adicion6
jugo de zanahoria al 2.5, y 10% solo se observ6 una reduccion de menos de 1
log, después de 3 dias de almacenamiento a 5 °C y una multiplicacion a los 14
dias de almacenamiento. En todos los estudios realizados con zanahorias, los

niveles de indculo fueron de 1x104a 1x107 cel / mL.

Se sugiere que las fitoalexinas pueden ser las responsables de este efecto
antilisteria. Las fitoalexinas son compuestos de bajo peso molecular que
muestran actividad antimicrobiana en muchos alimentos. En la zanahoria las
fitoalexinas que se han identificado son la 6-metoximeleina, eugenina,
miristicina, y el falcarindiol (Yates and England, 1982). De estas, la 6-
metoximeleina es a la que se le atribuye la mayor actividad antimicrobiana. No
obstante, hasta el momento no existen estudios disponibles en la literatura que
muestren especificamente cual o cuales son las fracciones de la zanahoria con
actividad antimicrobiana, o de estudios efectuados con otros microorganismos
patégenos o deterioradores de importancia en alimentos. Nos parece de interés
investigar el efecto del jugo de zanahoria y de sus fracciones contra diferentes

microorganismos patdgenos y deterioradores.

2.2.4 Ventajas del uso de antimicrobianos naturales

Las preferencias del consumidor giran entorno a los productos mas naturales.
Por esta razén, son cada vez mas frecuentes las alternativas naturales frente a
las quimicas. No solo las preferencias del consumidor juegan un papel
importante a la hora de buscar nuevas alternativas, ya que las modificaciones
legislativas o la resistencia de los patdgenos a los antibiticos constituyen
también factores de igual importancia. El uso de aditivos quimicos para
retrasar el deterioro de los alimentos o preservar su inocuidad, es un

tratamiento universalmente utilizado por los productores. Sin embargo, algunos
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de estos antimicrobianos en dosis elevadas pueden resultar toxicos para el
consumidor. Los aditivos naturales recientemente han surgido como una

alternativa viable y con minimo riesgo para los consumidores.

Diferentes estudios muestran que la zanahoria tiene efecto antimicrobiano
contra bacterias de importancia en alimentos como Listeria monocytogenes o
Vibrio cholerae. El aislamiento y caracterizacion de las fracciones con potencial
antimicrobiano de la zanahoria permitir4 incrementar el nimero conservadores
naturales con aplicacion en alimentos. Cabe la posibilidad que con estos
antimicrobianos se logre un incremento de vida de anaquel y de la calidad
microbiolégica del producto terminado tal como la que se obtiene con los
conservadores quimicos, no obstante, con los de la zanahoria existe mayor

probabilidad de que el riesgo al consumidor sea menor.

La investigacién sobre actividad antimicrobiana de productos naturales, es
limitada en México. El empleo de sustancias naturales como conservadores en
alimentos es cada vez mayor. Esto se debe a que son compuestos de origen
biolégico, que prolongan la vida de anaquel de los alimentos y que carecen de

los efectos colaterales producidos por los aditivos quimicos.

2.3. Desinfectantes quimicos.

La industria de alimentos cuenta con una diversidad de agentes germicidas.
Sus virtudes y limitaciones obligan a seleccionar cuidadosamente aquellos que
mejor se ajusten a cada necesidad particular (Ferndndez, E. 2000). La
inactivacion del germen en las plantas procesadoras de alimentos es un
requisito basico para controlarlo e impedir su acceso al producto terminado
(Alvarez, 1998). Lo comun es que un germicida se considere efectivo cuando
demuestra capacidad para inactivar al menos 3 Logio de una suspension de

microorganismos en 30 segundos (Fernandez, E. 2000).

2.3.1 Desinfectantes a base de cloro.
En general los compuestos que liberan cloro son desinfectantes potentes y de
amplio espectro de actividad. Son sensibles a estos compuestos tanto

bacterias gram positivas como las gram negativas; ademas estos compuestos
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presentan cierta actividad frente a las esporas bacterianas (Forsythe y Hayes,
2000); y no muestran toxicidad al humano en bajas concentraciones. Debido a
gue son de los mas econdmicos, se emplean ampliamente en la industria de
los alimentos (Alvarez, 1998).

Las soluciones de cloro como hipoclorito de sodio o biéxido de cloro, son
ampliamente utilizadas por la industria de alimentos como desinfectantes. Los
dos son oxidantes fuertes que actuan a nivel de las membranas y otros
constituyentes celulares (Harmon y col., 1987). No obstante, el primero
presenta la desventaja de reaccionar facilmente con la materia organica, por lo
que se inactiva mas rapido. En el segundo la interferencia es minima (Castro-
Rosas, 1998).

La principal desventaja del hipoclorito de sodio es que la humedad, el calor, la
luz y sobre todo la presencia de materia organica, incrementan la tasa de
pérdida de cloro libre. La actividad germicida del cloro generalmente ha sido
atribuida al &cido hipocloroso (HOCL), el cual es generado en soluciones
acuosas de hipoclorito de sodio y otros compuestos que contengan cloro. El
HOCL puede disociarse en ion hipoclorito (OCL-) (que es el ion responsable de
las propiedades bactericidas de los hipocloritos) y en ion hidrogeno (H+),
dependiendo del pH de la solucién; la carga eléctrica neutra del HOCL sugiere
que esta molécula puede penetrar més facilmente la pared celular, que el ion
OCL-. Después de difundirse al interior de la célula, el HOCL inactiva al
organismo a través de la induccion de ciertas especies de oxigeno tdxico, o
combin&ndose con proteinas, lo cual puede inhibir las reacciones enziméticas y

alterar la permeabilidad de la membrana celular (Alvarez, 1998).

Los desinfectantes se pueden incorporar al agua de lavado y de esta forma
contribuir a la reduccion de la carga microbiana. La efectividad del hipoclorito
no solamente es afectada por el tiempo de exposicion y la concentracion del
cloro libre, si no por otros factores como la temperatura, el pH, el tipo de cepa,
la presencia de materia organica (Alvarez, 1998). Algunos autores sefialan que
la eficiencia del hipoclorito en la reduccion de microorganismos patégenos en

verduras es limitada (Adams y col., 1989).
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2.3.2 Desinfectantes a base de plata coloidal.

Las propiedades desinfectantes de la plata son conocidas desde hace varios
siglos (Labusch, 1971). Los iones de plata tienen tres diferentes mecanismos
para controlar el crecimiento microbioldgico (Gerg, 2005):

a) Remueve los &tomos de hidrogeno desde grupos sulfhidrilos (-SH)
sobre bacterias o virus. Los atomos de sulfuro participan el la respiracion
celular y en la transferencia de electrones de las células microbianas.

b) Inhiben la replicacion del DNA por medio de la interferencia con el
desdoblamiento de DNA.

c) Alteran la membrana bacteriana por medio de mecanismos enzimaticos.

A las concentraciones usadas para destruir bacterias en estado vegetativo,
muestra pobre accion germicida contra esporas y casi nulo sobre los virus,
quistes y jebecillos de parasitos (Forsythe y Hayes, 2000). La presencia de
materia organica interfiere con la accion germicida, a mayor contenido de este
material (tejidos de animales, alimentos) el efecto rapidamente se desvanece.
Tiene sin embargo, marcado efecto residual. Si se deposita sobre la superficie
interna de un recipiente, el agua que subsecuentemente se recibe en el
recipiente se expone a iones de plata que lentamente se liberan hasta agotar
las reservas. En concentraciones eficientes ordinarias no se afectan las
caracteristicas sensoriales del agua. La concentracion bactericida es tan baja
como 15mg/L, con efecto muy lento. Las ventajas adicionales de la plata sobre
el cloro es que no escapa por volatilizacién, no forma compuestos indeseables

como los trihalometanos, ni es corrosivo (Fernandez E., 2000).

2.3.3 Desinfectantes a base de Yodo.

El Yodo es uno de los desinfectantes més antiguos y eficaces. Se usa
tradicionalmente en las formas mas conocidas como tinturas o yodoéforos. Las
tinturas son soluciones de yodo en alcohol o en agua. Los yodoforos son
mezclas de yodo con agentes tensoactivos que actuan como transportador del
yodo. Poseen las caracteristicas germicidas del yodo y la ventaja adicional de
producir muy poca irritacion y de ser detergente (Fernandez, E, 2000). Es un
agente que destruye rapidamente un amplio espectro de baterias; a diferencia
del cloro, el yodo o sus compuestos conservan actividad razonable en

presencia de materia organica con tal que el pH no sea mayor de 4 y la

23



cantidad de los primeros no sea excesiva; sin embargo, frente a las esporas
son menos activos que los hipocloritos (Forsythe y Hayes, 2000).

Ademas posee propiedades fungicidas y antivirales importantes. EI macanismo
antimicrobiano del yodo no ha sido explicado claramente. Se ha sugerido que
su accion involucra la halogenacion de las unidades de tirosina de las enzimas
y otras proteinas celulares uge necesitan tirosina para su actividad ((Forsythe y
Hayes, 2000). El yodo también es un agente oxidante y esto cuenta en parte
para su actividad antimicrobiana. Los yodoforos son ampliamente usados en la
industria de alimentos para desinfectar principalmente superficies, maquinaria,
equipo, utensilios y en menor grado frutas y verduras. La eficacia de los
yodoforos al igual que muchos otros germicidas, estid en funcién de la
concentracion, la temperatura de tratamiento, el tiempo de contacto y el tipo de
alimento o superficie. Son ampliamente utilizados en la industria de alimentos
por su poder detergente. Los yodoforos no son corrosivos, ni irritantes, ni
toxicos y tienen un ligero olor. Algunos materiales plasticos absorven el yodo y
se colorean al exponerlos a estos compuestos, por lo que deben evitarse los
contactos prolongados con los yodoforos para prevenir la posible tincién de los

alimentos (Forsythe y Hayes, 2000).

2.4 Salmonella typhimurium

2.4.1 Patogenicidad.

Una vez que se han ingerido las salmonelas y pasan a través del estomago, las
bacterias comienzan a multiplicarse y se adhieren al borde en cepillo de las
células epiteliales que tapizan la porcion distal del intestino delgado y del colon.
Después las bacterias penetran en las células de la mucosa que resulta
dafiada, y migran a la lamina propia de la region ileocecal. Tras una posterior
multiplicacion en los foliculos linfoides se desarrolla una respuesta luecocitica,
seguida de hiperplasia e hipertrofia reticuloendoterial. Esta respuesta
inflamatoria también induce la liberacion de prostaglandinas, que estimulan el
cAMP vy produce una activa secrecion de fluidos que se manifiesta en una
profusa diarrea (Eley R.,1992). Tras superar las defensas primarias del tubo
digestivo superior, la salmonela ingerida alcanza la mucosa intestinal, e inicia

un proceso de colonizacion del ileum distal.
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Toma ventaja de cierto potencial para competir favorablemente con la flora
propia del intestino. Quiza sea un hecho extendido entre bacterias
enteropatdgenas, pero al menos en la salmonela es sobresaliente su capacidad
para evadir los mecanismos de defensa que ponen en operacion los animales
susceptibles.

Aunque el mecanismo de patogenicidad de la Salmonella no esta del todo
claro, se conocen plasmidos de 30-60 MDa que se asocian con la virulencia
(Hovi y col., 1988), asi como una enterotoxina activa en el asa ligada del conejo
(Koupal y Deibel, 1975), y una citotoxina que destruye células de mamiferos en

cultivo (Askenazi y col., 1988).

2.4.2 Comportamiento de Salmonella en los alimentos.

Aunque tedricamente cualquier tipo de alimento puede convertirse en vehiculo
de la Salmonella, una vez que este se expone a la contaminacion fecal en
algunos productos, se configuran riesgos mayores si el germen sobrevive 0 es
capaz de proliferar en él ante condiciones propicias para que tal ocurra. La
contaminacion inicial de los alimentos por salmonelas suele ser, por lo general,
pequefia en términos cuantitativos. Son las condiciones que permiten la
multiplicacion de estos microorganismos (alimento adecuado, temperatura,
humedad, etc) las que potencian y hacen mas real el riesgo de infeccion
(Mossel y Garcia, 1982). El conocimiento de los factores que modulan este
comportamiento es de valor primario en el andlisis de riesgos para prevenir
brotes de gastroenteritis. La Salmonella no requiere componentes especiales
en los alimentos para desarrollar. Muestra notable potencial para hacerlo
incluso en productos que no suelen reconocerse con alto contenido nutricional
para el hombre. Por ejemplo, en trozos asépticamente extraidos de sandia,
papaya y jicama y almacenados a 25-27 °C, S. typhi eleva su nimero en pocas
horas; la incorporacion de jugo de limén retrasa pero no evita la actividad
(Fernandez E, y col., 1989).

Las salmonelas se multiplican libremente en la leche; esta capacidad se
aprovecha para investigar su presencia en el producto simplemente
incubandola con la adicion de verde brillante, conocido inhibidor de bacterias

gram positivas. En los productos lacteos preparados con cultivos lacticos se
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propicia un medio que limita no solo el desarrollo de las salmonelas, sino que

compromete su sobrevivencia (Marth, 1969).

En los alimentos congelados las salmonelas pueden sobrevivir durante
muchos meses (Gunderson y Rose, 1948; Woodburn y Strong, 1960) como
ocurre con la mayoria de los microorganismos, pero la composicion del
alimento en el cual se encuentren influye en la tasa de sobrevivencia. Si la
temperatura es muy baja (-30 °C), con el tiempo se encuentra un mayor
namero de células viables al cabo del tiempo, que con almacenamientos a 21 o
-11 °C (Woodburn y Strong, 1960).

La acidez natural de algunas frutas aunada a la presencia de substancias de
naturaleza no definida, ejerce un claro efecto germicida en las salmonelas. En
jugo de limén a pH 2.3 el germen muere rapidamente (Bryan, 1968). Las
verduras pueden contaminarse con salmonelas a consecuencia de la utilizacion

de abonos organicos o del riego con aguas residuales (Mossel y Garcia, 1982).

2.5 Staphylococcus aureus

2.5.1 Patogenicidad.

La adquisicién puede ser exdégena o enddégena. La transmision exdgena puede
llevarse a cabo a través de la: contaminacion de tejido traumatizado (heridas o
guemaduras), de la introduccion al tejido de material médico contaminado y la

ingestion de alimentos o] leche contaminados.

Es un agente de gran relevancia intrahospitalaria, donde ha adquirido
resistencia a la Oxacilina. La contaminacion intrahospitalaria se lleva a cabo a

través de las manos del personal a cargo.

La infeccion enddgena se trata de la entrada de microorganismos desde la piel,
desde un lugar en donde el microorganismo es huésped. La infeccion se ve
favorecida en cualquier caso, si el paciente es inmunodeprimido, tiene

diabetes, malnutricién o cursa una terapia antibiética de amplio espectro.
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2.5.2 Comportamiento de S. aureus en los alimentos.

El S. aureus, posee una notable capacidad para proliferar en diversos
alimentos. Bajo condiciones propicias la tasa de crecimiento conduce a la
concentracién de suficiente enterotoxina para provocar brotes de gastroenteritis
Severos.

Algunos productos céarnicos y lacteos, ciertos vegetales y alimentos cocinados
funcionan como medios excelentes para mantener su proliferacion. Claro que
no todos los alimentos constituyen un substrato favorable para el desarrollo del

microorganismo, de hecho, algunos resultan inhibitorios.

La informacion disponible del efecto de temperatura sobre la actividad de S.
aureus en los alimentos afirma que se trata de una bacteria no termoddrica, y
con escaso potencial psicrotofo. Existen reportes de brotes de gastroenteritis
debidos al consumo de leche pasteurizada (Caudill y Meyer, 1943; Hackler,
1939), pero no se descarta que el estafilococo hubiera contaminado la leche

después de la pasteurizacion.

La interpretacion del hallazgo de S. aureus en los alimentos no sigue los
criterios que se aplican en el caso de los patdgenos intestinales del tipo de la
Salmonella y la Shigella. Se trata de una bacteria enterotoxigénica, es decir,
que la toxina que provoca la enfermedad se genera y se libera en el alimento
como consecuencia del desarrollo del microorganismo. El caracter parasitario
de la bacteria y la susceptibilidad a los tratamientos de coccidn o pasterizacion
que se aplican a los alimentos, es indicador muy sugestivo de contaminacion

humana.

2.6 Vibrio cholerae

2.6.1 Patogenicidad.

La patogenicidad del cdlera se basa en una variedad de factores de virulencia
muy organizados. El principal mecanismo de patogenicidad es la produccion de
una toxina. La enterotoxina es bastante similar a la toxina de E.coli (Filkenstein,
1973) y es la responsable de la diarrea caracteristica de la enfermedad. Es de
naturaleza proteica, labil al calor y de peso molecular cercano a 84

kilodaltones. La informacién para su sintesis se encuentra codificada en el
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genoma de un bacteriofago filamentoso (Mekalanos y col., 1997). La toxina
esta formada por una subunidad A1 (12 kDa), una Az (7 kDa) y cinco
subunidades B (10 kda). Las subunidades B se fijan al gangliésido GM:
ubicado en la membrana celular del epitelio del intestino delgado. La subunidad
A penetra a la célula y activa el complejo enzimético adenilatociclasa lo cual
incrementa los niveles intracelulares de AMPc y la hipersecrecion de sales y

agua (Oliver y Kaper, 1997).

Esto provoca diarrea secretora dando como resultado una concentracion de
Na+ y CI- ligeramente inferiores a las del plasma; la concentracion del
bicarbonato es aproximadamente el doble y la de iones K+ es tres a cinco
veces mayor que la plasmatica (Oliver y Kaper, 1997). En algunos casos un
individuo con célera puede perder hasta 30 litros de agua en un dia (Mata,
1992). La administracion oral de 5 pg de toxina colérica provoca diarrea en
voluntarios humanos (Levine y col., 1983). La pérdida de agua es la alteracion
mas importante, ya que de ella se derivan los demas signos y sintomas. En
consecuencia, el tratamiento primario efectivo para el cdllera consiste en la
rehidratacién de los pacientes. Se ha reportado que los tres serotipos de V.
cholerae producen esta toxina colérica. (Levine y col., 1983).

En general, no se le considera una bacteria invasiva, si bien cierta capacidad
se expresa (de acuerdo con algunos reportes), en septicemia por cepas no O1.
La presencia del antigeno O1 no se asocia con la virulencia, de manera que no
debe considerarse como el indicador directo y suficiente de toxigenicidad. Otros
factores de virulencia incluyen la presencia del flagelo, la produccién de

mucinasa y probablemente de adhesinas (Kueh y chan., 1985).

2.6.2 Comportamiento de V. cholerae en los alimentos.

V. cholerae tiene potencial para desarrollar en los alimentos cocinados tales
como arroz, pollo, lentejas, leche (Guthrie y col., 1985). Este hecho es muy
importante ya que con ello se incrementa el riesgo de infeccion. En otras
palabras, para que ocurra la infeccién se requiere por lo general de un niumero
elevado del microorganismo (Oliver y Kaper, 1997). En el laboratorio se ha
encontrado que V. cholerae en caldo soya tripticasa a 35 °C, entan solo 5 h es

capaz de alcanzar 108 UFC/mL (Castro, 1997). Este estudio nos da una idea de
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la magnitud del riesgo que representa el abuso de la temperatura durante el
almacenamiento o manejo de los alimentos. Cabe mencionar que temperaturas
cercanas a 35 °C pueden alcanzarse dentro de una cocina o durante los meses

calidos.

El pH y la temperatura del alimento tienen una influencia notable en el
desarrollo del microorganismo. V. cholerae es incapaz de multiplicarse en
alimentos acidos como los citricos donde por el contrario tiende a morir
rapidamente (Mata, 1992). A diferencia, en alimentos de acidez intermedia
sobrevive al menos 8 h. También crece en algunas verduras crudas como el
germinado de alfalfa (Castro y Ferndndez, 2000). Sin embargo, al parecer este
desarrollo esté fuertemente influenciado por la flora nativa del alimento. Es de
esperar que V. cholerae sea un mal competidor de la flora autéctona del
alimento y por tanto, se ha antagonizado facilmente.

V. cholerae es susceptible a los antimicrobianos quimicos como el cloro o el
yodo, pero estos germicidas no son tan eficientes para eliminar al patégeno
cuando se encuentra sobre verduras (Castro y Fernandez, 1999) o sobre el
equipo en las plantas procesadoras de alimentos. Esta resistencia puede
explicarse en parte debido a que en un alimento el microorganismo puede estar
adherido y recubierto de un polisacarido (glicocalix) que lo protege contra la
accion de los germicidas. De hecho la adherencia confiere proteccion a los

microorganismos en contra de factores antimicrobianos (McCarthy, 1992).

2.7 Escherichia coli

2.7.1 Patogenicidad.

La importancia de esta bacteria a la salud humana sobresale por su baja dosis
infectante, la severidad del padecimiento que origina, la tolerancia a
condiciones de acidez poco comun entre los patégenos, y su asociacion con
rumiantes que aportan alimentos de amplio consumo humano (Buchanan y
Doyle, 1997). Parece demostrado que los serovares O157:H7 y el O55:H7 (del
grupo entero patégeno, causante de diarrea infantil) provienen de un mismo
ancestro (Whittman y col., 1993). La primera evoluciond de la Escherichia coli

enteropatdgena (ECEP) adquiriendo susceptibilidad al fago que codifica para la
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sintesis de las toxinas shiga, para un plasmido que codifica para una

hemolisina y genes que codifican para el antigeno 0157 (Bilge y col., 1996).

Los factores de virulencia de esta bacteria son diferentes de las cepas de E.coli
enteropatdgena, enterotoxigénica o enteroinvasiva. No existen registros de
invasividad extensiva con multiplicacion intracelular como ocurre con la Shigella
(Tzipori y col.,, 1986; Toth y col.,, 1990). La colonizacion se observa
principalmente en el intestino grueso. E.coli enterohemorragica se adhiere a las
células epiteliales del intestino que lo acompafia de pérdida de las

microvellosidades.

2.7.2 Comportamiento de E.coli en los alimentos.

La contaminacién fecal de las redes de abastecimiento de agua y los
manipuladores de alimentos contaminados, han sido implicados muy
frecuentemente en brotes de enfermedad causados por Escherichia coli
enteropatdgena (ECEP), Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) y Escherichia
coli enterotoxigénica (ECET). Han sido implicados varios alimentos, entre los
gue se incluyen un sustituto de café en Rumania en 1961, las hortalizas, la
ensalada de patatas y el sushi. En los EUA, en 1971, los quesos blandos
madurados por mohos han sido responsables de brotes relacionados con EIEC
en los que resultaron afectadas mas de 387 personas y en 1983 fueron
causados por ETEC. No seria de esperar que E.coli sobreviese favorablemente
en un producto lacteo fermentado con un pH inferior a 5 pero, aquellos casos
en los que la contaminacion esta asociada con la maduracién por mohos, el
aumento local del pH como consecuencia de la utilizacion del lactato y de la
produccion de aminas por moho permitiria el crecimiento del organismo (Adam
y Moss, 1995).

En el agua de mar E. coli tiende a morir. Carlucci y Pramer observaron una
destruccion progresiva del microorganismo en el agua de mar, desde
aproximadamente 1.5 millones/ml. a 710 000, 170 000 y 11 000/ ml después de
1, 2 y 3 dias, respectivamente. Al estudiar la influencia de la temperatura en la
velocidad de muerte bacteriana, encontraron después de 48 h., 41.4% de
sobrevivientes a 5 °C, 11.3% a 20 °C, 2.3% a 30 °C y menos de 0.01% a 40 °C,

es decir, un claro efecto protector de la temperatura en la sobrevivencia del
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germen. La influencia del pH en la sobrevivenvia de E. coli la estudiaron estos
autores exponiendo al germen a diferentes pH, tanto en aguas de mar como en
aguas adicionadas con sal a una concentracion equivalente. La muerte fue
mayor hacia pH alcalino, con sobrevivencias a pH 5 de 38.9% para el agua
salina y 58.3% para el agua de mar. A los diferentes pH probados, el germen
sobrevivio mas en el agua salina, demostrando un efecto protector de otros

componentes.

La presencia de materia organica también favorece la sobrevivencia de E. coli
en el agua de mar. La peptona y la cisteina exhiben este efecto, y una adicion
de materia organica que incluya a estas sustancias, mas glucosa y solidos
volétiles de las aguas residuales, pueden incluso permitir su multiplicacion
(Fernandez E., 1983).

2.8 Listeria monocytogenes

2.8.1 Patogenicidad.

Aunque el intestino humano es el puerto de entrada de las bacterias L.
monocytogenes asociadas al alimento, la imagen clinica acostumbrada de las
listeriosis es meningitis y/o septicemia. La resistencia del hospedador a la
infeccidbn por Listeria constituye un factor determinante del curso de la
enfermedad, de ahi la asociacién de la listeriosis con el feto por nacer, con
bebes, con mujeres embarazadas y con ancianos: en esencia, con aquellas
personas cuya inmunidad mediada celularmente se supone menoscabada. Hoy
en dia se desconoce la dosis infectiva minima, aunque probablemente sea
mucho mas reducida cuando el organismo se comporta como patégeno
oportunista. En individuos sensibles es quiz& suficiente con 100 bacterias (Eley
R., 1992). EI mecanismo exacto de patogenicidad por L. monocytogenes se
desconoce, pero dentro del problema hay que considerar tanto la sobrevivencia
y multiplicacion del microorganismo dentro del huésped, como el proceso
invasivo del tejido implicado. En este contexto la caracteristica mas
sobresaliente del germen es su capacidad para sobrevivir y multiplicarse en los
macrofagos (Mackaness, 1962). Se admite en lo general que el tubo digestivo

es la via de acceso al individuo.
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2.8.2 Comportamiento de Listeria monocytogenes en los alimentos.

El desarrollo de L. monocytogenes a niveles suficientes para provocar
infecciones en personas hipersensibles, no se acompafa de signos de
deterioro del alimento implicado. En el almacenamiento de los alimentos
perecederos la temperatura es critica para controlar su actividad. El cambio de
4 a 8 °C puede ser decisivo para que alcancen niveles considerados de alto
riesgo. Rosso y col. (1996), por ejemplo, observaron que en un postre lacteo, la
presencia de una célula/g puede llegar teéricamente a 100/g después de 5 dias
a 8 °C, pero requiere de 2 semanas si la temperatura desciende a 4 °C. Esa
diferencia en tiempo resulta considerable y altamente significativa en el
comercio y servicio de alimentos.

La temperatura influye de manera decisiva en la tasa de multiplicacion del
germen. El tiempo de generacion se extiende hasta casi dos dias en
refrigeracion a 4 °C; pero a 35 °C se acorta a cerca de 40 min.

Aparentemente el desarrollo del microorganismo encuentra condiciones mas
favorables (con respecto a la leche cruda) en la leche pasteurizada cuando el
tratamiento térmico aplicado es mas intenso; en esta ultima situacion la fase lag
se acorta. Por otra parte, de acuerdo con Roser y Marth (1991a), el crecimiento
es més rapido en leche autoclaveada que en la leche pasteurizada.

Tanto L. monocytogenes como bacterias del grupo de las pseudomonas son
psicrétrofas y facilmente coinciden en la leche cruda aunque con menos
frecuencia que en la leche pasteurizada cuando ocurre una operacion post-
procesamiento. Un desarrollo ligeramente mayor del patdgeno manifiesto en
tales casos, puede explicarse considerando la formacion de proteasas por
parte de las pseudomonas; su actividad incrementa la disponibilidad de
compuestos nitrogenados facilmente asimilables en el alimento (Roser y Marth,
1991a). La adicion de cocoa (1-3%) o azUcar (5.8%) a la leche con 2% de

grasa favorece su desarrollo.

2.9 Pseudomona aeruginosa

2.9.1 Patogenicidad.

P. aeruginosa es un patdgeno oportunista humano, mas comunmente afecta a
los inmunosuprimidos, tales como aquellos con fibrosis quistica o SIDA. Estas

infecciones pueden afectar a muchas partes del cuerpo, pero tipicamente
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afectan las vias respiratorias, causando 50 % de las pulmonias bacteriana
nosocomiales. El tratamiento de dichas infecciones puede ser dificil debido a la

frecuente y repetitiva resistencia antibiotica.

P.aeruginosa presenta tres tipos de antigenos: el antigeno somético O, que le
proporciona especificidad, al antigeno flagelar H, de caréacter proteico, y que
afecta, no solo al flagelo polar de P.aeruginosa, sino también a su superficie, y
el antigeno mucoide M. También es capaz de formar sustancias tdxicas, como
exotoxinas, responsables de cuadros diarreicos (enterotoxina) o, incluso
toxinas eritrodermicas, cuyo mecanismo de accion es andlogo a Vibrio
cholerae. A veces puede formar la exotoxina tipo A, que se da en las cepas
mas patdgenas, y cuyo mecanismo de accion es parecido al de la toxina
diptérica, que bloquea la sintesis proteica disminuyendo el consumo de
oxigeno.

P.aeruginosa, debido al mecanismo de accion de los distintos factores
antigénicos que puede presentar, da lugar a distintos cuadros clinicos, cuya
gravedad dependerd del tipo de estructura antigénica y caracteristicas de
exotoxina y/o endotoxina que pudiera producir, aprovechandose para ello de la
debilidad o bajada de defensas del huésped en el que anida. Apareceran, pues,
cuadros graves 0 muy graves, pero siempre con caracter oportunista, es decir,
dependera siempre de las caracteristicas del huésped. Los cuadros patdogenos
mas frecuentes son sinusitis, crénicas, infecciones en el aparato respiratorio,
como neumonias, faringitis, bronconeumonias, etc. (Granados y Villaverde,
1997).

2.9.2 Comportamiento de Pseudomona en los alimentos.

Que se sepa el organismo P. cocovenenans, no causa ninguna enfermedad
gue no sea la toxicosis de origen alimenticio; el alimento implicado es el
bongkrek de tempeh, es un producto derivado del coco, que se produce
solamente en algunas regiones de la republica Indonesia. Los aldeanos de esta
region elaboran el bongkrek de tempeh en condiciones desfavorables para
Rhizopus oligosporus. Si el producto esta contaminado con P. cocovenenans
de un modo masivo que el crecimiento del moho resulta inhibido, las sustancias

toxicas pueden ser producidas en cantidades letales (Van Veen, 1967).
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Muchas especies psicrotrofas de Pseudomonas son microorganismos
importantes de alteracion, a temperaturas bajas de los huevos frescos, del
pescado, la carne y la leche, se encuentran difundidos en el suelo, agua y
vegetales. En contraposicion P.aeruginosa, es un organismo termo tréfico que
es patégeno y a veces se puede encontrar en alimentos (Mossel, 2003).

En atmdsferas modificadas que contienen elevadas concentraciones tanto de
CO2 y de Og, el crecimiento de las Pseudomonas esta limitado por el CO2
mientras que las concentraciones elevadas de Oz mantienen el color rojo vivo
de la mioglobina oxidada de la carne. Aqui la microflora depende del tipo de
carne de su temperatura de almacenamiento y de si fue envasada al vacio o de
si anteriormente estuvo almacenada en aerobiosis. En términos generales, no
obstante, la microflora y la alteracion tienden a seguir una pauta parecida a la

carne envasada al vacio.

La alteracion de la leche pasteurizada puede ser debido al crecimiento de
bacilos psicrotrofos gram negativos, tales como Pseudomona, acinetobacter
introducidos a la leche, como contaminantes después de la pasteurizacion. La
vida comercial del producto dependera del numero de contaminantes
introducidos, pero la leche pasteurizada producida bajo condiciones de una
adecuada practica de elaboracion, se debe conservar sin alterarse durante mas

de 10 dias bajo refrigeracion (Adam y Moss, 1995).

Las propiedades de algunas especies de Pseudomonas que las hacen
importantes en los alimentos son: 1) su capacidad para producir diversas
sustancias que influyen desfavorablemente en el sabor, 2) su capacidad para
utilizar compuestos nitrogenados sencillos, 3) su capacidad para sintetizar sus
propios factores de crecimiento o vitaminas, 4) la actividad proteolitica y
lipolitica de algunas especies, 5) su tendencia aerobia que les permite un
crecimiento rapido y producir productos de oxidacién y mucosidad en aquellas
superficies de los alimentos en las que es mas probable que exista una
contaminacion masiva, 6) su capacidad para crecer a temperaturas bajas
(temperaturas de refrigeracion), 7) la producciéon de pigmentos por algunas
especie, 8) su resistencia a algunos desinfectantes y detergentes que se

emplean en la industria alimentaria (Frazier y Westhoff, 1988).

34



[ll. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Determinar el efecto antimicrobiano del jugo de zanahoria contra Vibrio
cholerae, Salmonella, S. aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes y

Pseudomonas

3.2 ESPECIFICOS

1. Investigar el comportamiento de V. cholerae, Salmonella, S. aureus,
Escherichia coli, L. monocytogenes y Pseudomonas en jugo de zanahoria

fresco y almacenado a 4 °C y/o 22°C.

2. Obtener extractos y fracciones del jugo de zanahoria con solventes polares

y no polares.

3. Evaluar el efecto de extractos polares y no polares de jugo de zanahoria en
la sobrevivencia de V. cholerae, Salmonella, S. aureus, E. coli, L.

monocytogenes y Pseudomonas.

4. Investigar el comportamiento de V. cholerae, Salmonella, S. aureus, E. coli,
L. monocytogenes y Pseudomonas en caldo de cultivo adicionado de

extractos polares y no polares.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron de las marcas comerciales Bioxon
(México), Oxoid (Inglaterra) y Merck (Alemania):

- Agar Base Sangre (ABS).

- Agar Citrato de Simmons (Citrato).

- Agar Cuenta Estandar (ACE).

- Agar de Hierro Kliger (KIA).

- Agar de Hierro y Lisina (LIA).

- Agar de Tiosulfato Citrato Sales Biliares y Sacarosa (TCBS).
- Agar Movilidad, Indol y Ornitina (MIO).

- Agar Oxford (OXF).

- Agar Soya Tripticasa (AST).

- Agar Triple Azucar y Hierro (TSI).

- Caldo Soya Tripticasa (CST).

- Extracto de levadura.

- Peptona de caseina

- Medio de Rojo de Metilo y Voges Proskauer (RM-VP).

4.1.2 Reactivos

- Alcohol etilico al 95%

- Antisuero polivalente O1 para V. cholerae, S.S.A., México

- Cristal violeta, Sigma, México

- Lugol, Sigma, México

- Metanol, Sigma, México

- Oxidasa (N,N,N, N-tetrametil p-feniléndiamina), Sigma, México
- Rifampicina, Sigma, México

- Safranina, Sigma, México

- Solucién Salina Isotoénica (SSI)
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4.1.3 Microorganismos
Los microorganismos utilizados en este trabajo se describen en la tabla 4.

Tabla 4. Microorganismos utilizados.

Microorganismo Clave |Origen

Salmonella typhimurium A

Salmonella typhi

Salmonella agona

Salmonella gaminara

Listeria monocytogenes
Vibrio cholerae 01 87151
Vibrio cholerae 01 88204
Vibrio cholerae 01 90500
Pseudomona aeruginosa
Escherichia coli 25922

Escherichia coli

Escherichia coli

W W W ® > > B> P>

Escherichia coli

Escherichia coli B

a Donada por el laboratorio de Microbiologia de Alimentos del posgrado en
alimentos de la Universidad Auténoma de Querétaro.

b Donada por el departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV-IPN,

México
Se seleccionaron cepas resistentes al antibiético Rifampicina (Kaspar and
Tamplin, 1993). Estas cepas se mantuvieron de 4-7°C en AST con transferencias
quincenales en tubos con AST inclinado y se activaron mediante tres
transferencias sucesivas en CST incubando a 35°C/24 h. La resistencia al
antibiético se mantuvo en las 10 cepas a lo largo del estudio. En lo sucesivo las

cepas resistentes a Rifampicina seran referidas como el sufijo R+.

Preparacion del inéculo. Todas las cepas R+ (tres cepas de cada tipo de
microorganismo) fueron desarrolladas en CST a 37°C/18-24 h. Bajo estas
condiciones de cultivo, a excepcion de V. cholerae que alcanza 8 Logio UFC/mL,
las demas cepas alcanzan una concentracion de 9 Logio UFC/mL. Todos los

cultivos fueron centrifugados a 3500 rpm/25 min y lavados dos veces con
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solucion salina isotonica (SSI) al 0.85%. Finalmente, cada cepa se resuspendio
en SSI para tener una concentracion final de aproximadamente 9 Logio UFC/mL.
Cada una de las tres cepas de cada tipo de microorganismo fueron mezcladas en
un tubo de ensaye estéril en volimenes iguales para obtener una mezcla
representativa (pool) de cada tipo de microorganismo a evaluar. A partir de cada
pool R+ se prepararon diluciones decimales en SSI para obtener el nivel de

indculo deseado.

Se trabajoé con mezclas de cepas del mismo tipo de microorganismo debido a
que cuando se utiliza una mezcla se obtienen valores mas representativos del
comportamiento del microorganismo que cuando se utiliza de manera individual
o0 por separado. La alternativa seria realizar los estudios por separado con cada
una de las cepas y después graficar los promedios de cada cepa, sin embargo,
el trabajo de laboratorio se incrementaria y el resultado promedio muy
probablemente seria el mismo que el de la mezcla. No obstante en algunos

estudios fue necesario trabajar con cepas individuales.

Se evalu6 también el efecto antimicrobiano de extractos y fracciones polares y
no polares de jugo de zanahoria que se obtuvieron el proceso experimental. En
estos estudios se emplearon cepas de microorganismos R+. Se recurrié al
empleo de cepas R+ debido a que los extractos y fracciones obtenidos no eran
estériles y contenian numeros variables de microorganismos contaminantes
(psicrotrofos, mesofilos, bacterias lacticas, levaduras, etc.) los cuales eran
capaces de crecer en los medios de cultivo selectivos empleados, provocando
para evaluar el efecto antimicrobiano e interferian con los ensayos
antimicrobianos. Ademas, como todo medio de cultivo selectivo, los utilizados
para los microorganismos ensayados manifiestan un cierto efecto inhibitorio
sobre una porcion de la poblacion analizada, es decir la recuperacion del
microorganismo no es completa aun sin tratamiento (Fernandez E., 2000). En
consecuencia, durante la evaluacion del efecto antimicrobiano de los extractos
y fracciones existia la posibilidad de subestimar el numero de los
microorganismos. Intentamos resolver esta limitacion practica haciendo uso de
las cepas R+, eliminado la interferencia de la flora asociada y el efecto

inhibitorio de los medios de cultivo selectivos. La concentracion de rifampicina
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(100 mg/L) adicionada al Agar Soya Tripticaseina (AST) fue suficiente para
inhibir por completo la flora interferente. EI empleo de cepas resistentes a un
antibiotico para monitorear su comportamiento en diversos materiales, es muy

utilizado para abatir la int erferencia de la flora asociada.

4.2 Obtencion del jugo de zanahoria.

Se adquirieron zanahorias en la central de abastos de la ciudad de Pachuca,
Hgo. En el laboratorio las zanahorias se lavaron con agua potable y se frotaron
con un cepillo de cerdas suaves, posteriormente, las zanahorias se
sumergieron en una solucion de alcohol:agua a una proporcion de 70:30
durante 10 min para desinfectarlas.

Bajo condiciones asépticas, la zanahoria se separd en las tres diferentes partes
gue la conforman: epidermis, floema y xilema (Figura 1). De cada uno se
obtuvo el jugo correspondiente, jugo de epidermis (JE), jugo de floema (JF) y
jugo del xilema (JX). También se obtuvo jugo de la zanahoria completa (JC).
Los jugos obtenidos fueron recuperados en tubos de ensaye estériles y se

almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Figura 1. Partes principales de la raiz de la zanah oria
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4.3 Comportamiento de V. cholerae, L. monocytogenes , E. coli no
patogena y los 4 serotipos de Salmonella en jugo de zanahoria

almacenado a 4° y 22°C.

Segun fuera el caso, por separado se inocul6 50 mL de jugo de zanahoria
completo. Los jugos fueron inoculados con L. monocytogenes, V. cholerae no
resistente (R-) 6 V. cholerae resistente a rifampicina (R+), E. coli no patégena y

las 4 serotipos de Salmonella a una concentracién final de entre 103 y 107
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UFC/mL. Los jugos se almacenaron a 22 +2°C / 24 h y/6 4+2 °C / 1-30 dias.
Periddicamente se efectu6 recuento de los microorganismos inoculados
empleando agar soya tripticaseina adicionado de rifampicina (AST-Rif). Para el
caso de V. cholerae R- el recuento se efectu6 mediante la técnica de extension

por superficie empleando tanto agar TCBS como AST-RIf.

4.4 Obtencidn de los extractos de jugo de zanahoria

Para obtener una concentracion de los agentes microbianos, a partir de cada
jugo JE, JF y JX se obtuvieron extractos con diferentes grados de polaridad,;
para ello, por separado cada tipo de jugo se mezclo con diferentes solventes
quimicos (50:50): acetona, etanol, metanol, hexano, etanol:agua (50:50) y
metanol:agua (50:50), y se dej6 reposar durante 24 h, a temperatura ambiente
(Estrada, T.M. 20087). Posteriormente, con ayuda de un embudo de
separacion se retirg el solvente con la parte del jugo que se solubilizé en éste;
finalmente, el solvente fue retirado del extracto con un equipo de rota-
evaporacion (Buchi, rotavapor 205, vacuum controller V-800, heating bath B-
490) empleando vacio y 45°C. El extracto so6lido o semi-solido, se colocd en

tubos de ensaye estériles y se almaceno a -20°C hasta su uso.

4.4.1 Obtencion de fracciones de los extractos dej  ugo de zanahoria.

A partir de los extractos, se continué fraccionado los mismos mediante
cromatografia sélido-liquido.

Es importante sefalar que para la obtencion de las fracciones de los extractos
recibimos el apoyo del &rea de Quimica Analitica de Centro de Investigaciones
Quimicas de la UAEH. Ahi se realiz6 la obtencion. Y aqui evaluamos el efecto
antimicrobiano de estas fracciones. Las fracciones fueron obtenidas de la

siguiente manera:

Los extractos fueron fraccionados por cromatografia sélido-liquido utilizando
una columna C18 (Alltec, 1g de la fase estacionaria). Se emplearon 14
diferentes solventes como fase mévil: hexano, acetato de etilo, etanol, metanol,
hexano:acetato de etilo (90:10; 80:20; 70:30; 60:40 y 50:50), acetato de
etilo:etanol (70:30; 40:60 y 10:90), etanol:metanol (70:30 y 40:60).
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De esta forma, se obtuvieron 14 diferentes fracciones a partir del extracto
aceténico del jugo de zanahoria. Las fracciones se colocaron en tubos de

ensaye estériles y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

4.5 Ensayos de actividad antimicrobiana.

Para estos ensayos, los extractos y fracciones de mayor polaridad fueron
hidratados con SSI estéril, y los no-polares fueron solubilizados en Tween 20 al
1 %, ambos a una proporcién 1:10. Por separado, tanto los jugos como los
extractos y fracciones polares y no-polares, fueron inoculados con cada uno de
los 10 pools R+ de los microorganismos bajo estudio a una concentracion final
de 10,000 UFC/mL. Los jugos inoculados fueron almacenados a 4° = 2°C por
24 h, y las fracciones y extractos inoculados a 22°C por 1 h. Después del
almacenamiento, el nimero de microorganismos sobrevivientes en los jugos,
extractos y fracciones, fue contado mediante la técnica de vertido en placa
(BAM, 2001) empleando agar soya tripticaseina adicionado de 100 mg/L de

Rifampicina, y las cajas de cultivo fueron incubadas a 35°C/48 h.

4.5.1 Comportamiento de los microorganismos en cald o adicionado de
fracciones antimicrobianas de zanahoria (Ensayos en Bioscreen C).

Se empled un incubador automético “Bioscreen C”. Los caldos estan
contenidos en cada una de 100 fosas (con un volumen de 450 pL) presentes
en una charola de pléstico estéril. El equipo monitorea el comportamiento
microbiano que ocurre en cada una de las fosas con base en los cambios de
densidad optica que se presentan cuando el microorganismo se desarrolla.
Para los estudios de zanahoria, por separado, se prepar6 caldo soya
tripticaseina (CST) adicionado con cada uno de las fracciones que mostraron la
mayor actividad antimicrobiana (CST-Fa) a una proporcion de 1:10
(fraccidn:caldo). Las mezclas CST-Fa se esterilizaron por filtracion. 400 yL de
caldo CST-Fa de cada fraccion se colocé en las fosas de la charola del
Bioscreen y cada fosa fue inoculada de forma manual y con 10 uL de cada pool
de las suspensiones de los microorganismos una concentracion final de 10,000
UFC/mL de CST-Fa.
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4.5.2 Comportamiento, monitoreado con Bioscreen, de microorganismos
en extractos de jugos de zanahoria con diferentes d ias de

almacenamiento.

Se obtuvo jugo completo de zanahoria fresco entres momentos: 0, 10 y 20 dias
con respecto al jugo del tiempo “0”. Una vez obtenido el jugo se trasfirié a tubos
estériles de vidrio y se almacend inmediatamente a 4 +2° C; de tal manera que
se obtuvo un primer lote de jugo de zanahoria y se almaceno 20 dias (jugo de
20 dias). A los 10 dias (respecto al primer jugo) se obtuvo nuevamente jugo y
se almaceno en refrigeracion. Finalmente a los 20 dias (con respecto al primer

jugo) se obtuvo jugo fresco y se utilizo inmediatamente (jugo 0 dias).

A partir de estos tres tipos de jugos (con diferentes dias de almacenamiento) se
obtuvieron extractos etandlicos y acetonicos de cada tipo de jugo. Los extractos
fueron obtenidos tal como se describid en 4.4. Una vez obtenidos los extractos,
estos se mezclaron con CST y las mezclas caldo-extracto fueron colocadas en
las fosas de las charolas del Bioscreen C. Cada fosa fue inoculada de manera
independiente con una concentracion conocida de L. monocytogenes, V.
cholerae o E. coli no patégena. El experimento se realiz6 incubando a 35°

C/24h. Todos los estudios se efectuaron por triplicado.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
Inicialmente se determind el comportamiento de L. monocytogenes en jugo de
zanahoria a 22° C como una forma de repetir los estudios reportados en la
literatura, en donde se muestra que el jugo de zanahoria tiene efecto anti-
Listeria (Beuchat y col., 1994). En el jugo inoculado y conservado a 22° C, a
las 4 h se observo una répida inactivacién de L. monocytogenes, en cambio a
4° C no sé observo efecto inhibitorio del jugo de zanahoria (Gréfica 1). Con
este antecedente se procedi6 a realizar los estudios con los otros

microorganismos.

Para el caso de V. cholerae, el microorganismo mostr6 un comportamiento
diferente al de L. monocytogenes, en el jugo mantenido a 22°C el
microorganismo comenzé a multiplicarse a partir de las 4 horas de
almacenamiento alcanzando una concentraciéon maxima de 7 log UFC/mL a las
24 h. A diferencia, a 4° C no se observo desarrollo en los 15 dias de

observacion, y la concentracion del microorganismo permanecié constante.

Debido a que no se observé efecto inhibitorio del jugo de zanahoria a las 24 h,
se incremento el tiempo de contacto del patégeno con el jugo hasta 12 dias.
Para ello se efectu6 un estudio en jugo de zanahoria sin diluir (100%) y diluido
al 10 y 1% y almacenandolo 12 dias a 4° C. Se trabaj6 con los jugos diluidos
ya que se ha reportado que el jugo diluido (90%) muestra mayor efecto
antimicrobiano contra L. monocytogenes que el jugo no diluido (Beuchat y col.,
1994).

Se observé que la concentracion de V. cholerae permanecié practicamente
constante durante 6 dias, sin embargo en el 7 dia se observé una inactivacion
repentina que provocé en solo dos dias que toda la poblacion se inactivara por
completo, en 10 y 100% de jugo probado (Gréafica 2). Este comportamiento
atrajo fuertemente la atencibn ya que no existen antecedentes de un
comportamiento semejante de algun microorganismo en algun sustrato.

Es posible que el comportamiento de V. cholerae pueda ser debido a la
presencia de un agente antimicrobiano; podria pensarse también que la

disminucién en la viabilidad de V. cholerae es debido a la refrigeracion y no a la
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posible presencia de compuestos antimicrobianos que produce la zanahoria.
Sin embargo, cabe sefalar que en todos estos experimentos se introdujeron
controles en SSI almacenandose bajo las mismas condiciones que el jugo y en
estos no se observé la reduccion que se presenté cuando el microorganismos
estaba suspendido en el jugo (Grafica 2). En consecuencia, el efecto
observado es muy posible que sea debido a la posible presencia de sustancias
antimicrobianas en el jugo. Para corroborar estos resultados se repitio el

experimento de manera independiente con 2 cepas individuales de V. cholerae.

Gréfica 1. Comportamiento de Listeria monocytogenes en
jugo de zanahoria mantenido a 4 y 22° C.
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Gréfica 2. Comportamiento de una mezcla de tres cep  as de
V. cholerae vy jugo de zanahoria al 100, 10y 1 %, a 4° C.
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Cabe sefalar que en el estudio anterior el jugo de zanahoria se diluy6 con agua
destilada (a los porcentajes descritos). Otra explicacién a este comportamiento
de V. cholerae podria ser que el agua destilada empleada para diluir el jugo en
los estudios anteriores pudiera estar provocando un choque osmotico en la
célula, matandola y como consecuencia este efecto podria ser el responsable
de la disminucién en la viabilidad de V. cholerae y no por la posible presencia
de substancias antimicrobianas (Anonimo 2008c). Para evitar esta posible
interferencia, en este segundo estudio se empled SSI para diluir los jugos y

evitar el choque osmadtico.

En el segundo estudio el resultado fue el mismo que en los jugos de zanahoria
diluidos con agua destilada y desionizada. Se observo que ambas cepas de V.
cholerae sufren una inactivacién repentina (Gréficas 3 y 4). En las gréficas se
observa la inhibicion a partir del sexto dia a 4° C, lo que sugiere que los
componentes antimicrobianos posiblemente se forman lentamente a partir de la

obtencion del jugo.

Grafica 3. Comportamiento de V. cholerae 87 en SSly jugo de
zanahoriaal 100,10y 1 % en SSI, a 4° C.
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Gréfica 4. Comportamiento de V. cholerae 88 en SSl y jugo de
zanahoriaal 100,10y 1 % en SSI, a4°C.
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El comportamiento observado en los tres estudios con V. cholerae es inusual;
durante varios dias al parecer no existe efecto en la viabilidad del
microorganismo y en un dia limite se presenta un efecto letal sobre toda la
poblacion del patégeno. Este comportamiento podria ser el resultado de dos
eventos independientes o combinados: a) un incremento y acumulacién de
substancias antimicrobianas conforme transcurria el almacenamiento
alcanzandose la concentracion letal al sexto y séptimo dia en los jugos sin diluir
y diluidos, respectivamente; 6 b) la concentraciébn de los componentes
inhibitorios permanece constante; al inici6 esta concentracion solo provoca
ligero estrés en la célula de V. cholerae, no obstante, conforme trascurre el
tiempo de almacenamiento el “estrés” provocado por las substancias
antimicrobianas se intensifica causando un dafio irreversible (muerte) al sexto y
séptimo dia en los jugos no diluidos y diluidos, respectivamente; o ¢) es posible

también la ocurrencia simultanea de ambos eventos.

Para tener méas evidencia, que contribuyese a conocer lo que pudiera estar
ocurriendo, se efectué un estudio del comportamiento del patégeno en jugo
realizando ahora un conteo simultdneo tanto en agar AST-rif y agar TCBS. El
agar TCBS es un medio de alta selectividad y es especifico para V. cholerae. El

objetivo era investigar si durante el almacenamiento se presentaba efecto
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estresante del jugo sobre el V. cholerae previo al efecto letal. Se efectuaron

dos estudios independientes con dos cepas de V. cholerae.

Grafica 5. Sobrevivencia a 4° C de V. cholerae 87 R+ en jugo
de zanahoria fresco al 10 % y en SSI.
Recuento en AST-rif y TCBS al 80 %
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Gréfica 6. Sobrevivencia a 4° C de V.cholerae 88 R+ en jugo de
zanahoria al 10 % y en SSI.
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En estos estudios observamos un comportamiento semejante al anterior: la

concentraciéon de las dos cepas se mantuvo casi constante por unos dias y en

un dia limite se presenta una caida muy evidente en la concentracion de

células viables. Este comportamiento se aprecié cuando el recuento se efectud

en AST-rif;

cuando el

recuento se efectu6 en TCBS se observé una

disminucién en la concentracion del patdgeno desde el primer dia. Por el

47



contrario, este comportamiento en general no se observé cuando el patégeno

estaba suspendido en SSI (Gréficas 5y 6).

Los resultados sugieren la existencia de substancias antimicrobianas en jugo
fresco los cuales provocan un efecto estresante sobre V. cholerae desde el
primer dia; el estrés se intensifica conforme trascurre el tiempo. Este
sefialamiento se basa en la diferencia observada en los recuentos que se
obtienen en el medio no selectivo y selectivo. Es sabido que el estrés celular es
un dafio subletal que ocurre en una parte de la poblacion microbiana (tanto
patégenos como deterioradores) cuando la poblacién es sometida al efecto de
algun factor que afecta su viabilidad (como los antimicrobianos), bajo esta
situacion de estrés el microorganismos se torna mas sensible al efecto de
factores ecoldgicos (pH, temperatura, etc); se ha visto que bajo esta situacion
de estrés son incapaces de proliferar en medios de cultivo adicionados de
substancias antimicrobianas a concentraciones que son toleradas por el
microorganismo cuando éste se encuentra libre de estrés (Fernandez E.,
2000).

A pesar de los resultados observados hasta el momento todavia quedaba por
explorar si el efecto antimicrobiano no era debido al pH del jugo. Es sabido que
V. cholerae es muy susceptible al pH. Para ello se efectu6 un estudio para
determinar la influencia del pH del jugo en la viabilidad de V. cholerae. De esta
manera, al ajustarse el pH de la SSI al del jugo (pH 5.5), si el pH era el
responsable del efecto anti-Vibrio el patdgeno se inactivaria en la SSI de forma
semejante a lo observado en el jugo. De lo contrario, no se afectaria la

concentracion del microorganismo.

Se observé que la concentracion de V. cholerae se mantuvo constante en SSI
tanto a pH 5.5 como a 7.0 durante al menos 15 dias de almacenamiento en
refrigeracion (Grafica 7). Este estudio proporciona mas evidencia que refuerzan
la hipotesis de la presencia de sustancias anti-vibrio en el jugo de zanahoria las

cuales se incrementan durante el almacenamiento del jugo en refrigeracion.
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Gréfica 7. Comportamiento de V. cholerae en SSlapH 5.5y 7.0
* almacenadoa 4°C
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A continuacion se investigd el efecto del jugo de =zanahoria en el
comportamiento de E. coli y Salmonella. Se observdé que a temperatura
ambiente ambos microorganismos se multiplicaron alcanzando una
concentracion méaxima de alrededor de 6 y 7 Log UFC/mL a las 24 h para
Salmonella y E. coli, respectivamente (Gréficas 8 y 9). A diferencia, en
refrigeracion las cepas de los microorganismos no se multiplicaron y su
concentracion se mantuvo constante (Grafica 10 y 11).

Grafica 8. Comportamiento de 4 serotipos de  Salmonella en jugo
de zanahoria a 22° C
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Gréfica 9. Comportamiento de 4 cepas de E. coli en jugo de
zanahoria a 22° C
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Gréfica 10. Comportamianto de 4 serotipos de  Salmonella en
jugo de zanahoria almacenado en refrigeracion
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Graéfica 11. Comportamiento de 4 cepas de E. coli en jugo de
zanahoria almacenado en refrigeracion
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El comportamiento exhibido por Salmonella y E. coli en el jugo de zanahoria
sugiere que las posibles sustancias antimicrobianas no tengan efecto sobre
estos microorganismos o bien a la concentracion en la que se encuentran en el
jugo el efecto es bajo. En consecuencia, es posible que si las sustancias

antimicrobianas se concentrasen el efecto se haria evidente.

Se ha reportado que en una fruta o verdura los antimicrobianos pueden
encontrarse en mayor concentracion en alguna determinada region del fruto,
por ejemplo, en la cuticula, floema, xilema o en las semillas. Es posible que en
la zanahoria los antimicrobianos se encuentren concentrados en alguna

estructura en particular como por ejemplo la epidermis.

Por lo tanto se procedié a concentrar las posibles sustancias antimicrobianas
potencialmente presentes en el jugo. La forma que se selecciond para
concentrar las posibles sustancias antimicrobianas de la zanahoria fue
realizando extractos con solventes de diferentes polaridades como se
menciona en 4.4. En estos estudios, se prepararon extractos obtenidos de tres
partes distintas de la zanahoria: epidermis, floema y xilema. Obtenidos los
diferentes extractos, se procedio a la ejecucion de los ensayos antimicrobianos

contra diferentes microorganismos de importancia en alimentos.
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No se observo efecto antimicrobiano (EFA) de los extractos de zanahoria
contra Escherichia coli genérica ni contra los 4 grupos patdégenos de E. coli
examinados (enteropatégeno, enteroinvasivo, enterotoxigénico y
enterohemorragico). En la tabla 5 se presentan los microorganismos que fueron
sensibles al efecto antimicrobiano de los extractos evaluados. Por el contrario,
un EFA de estos extractos fue observado sobre L. monocytogenes, V. cholerae
01, S. typhimurium, S. aureus y P. aeruginosa (Tabla 5). Se observé que los
extractos acetonicos, los de etanol y los de etanol:agua, presentaron el mayor
EFA. No obstante, en general los acetonicos mostraron la mayor potencia
inhibitoria. Por otro lado, los extractos obtenidos a partir de la epidermis
exhibieron mayor poder inhibitorio contra los 5 microorganismos sensibles
(Tabla 5). L. monocytogenes fue el microorganismo mas sensible al efecto de

los extractos.

Tabla 5. Efecto de extractos polares y no-polaresd e jugo de zanahoria en

la sobrevivencia de 5 microorganismos

Origen del  Acetona Etanol Metanol Hexano  ET:agua MT:agua

Microorganismo extracto (A) (ET) (MT) (B) (50:50) (50:50)
Epidermis 99* 50 0 0 50 0
L. monocytogenes Floema 50 40 0 0 50 0
Xilema 30 10 0 0 20 0
Epidermis 80 50 0 0 30 0
V. cholerae O1 Floema 20 40 0 0 20 0
Xilema 20 20 20 0 20 0
Epidermis 50 50 0 0 50 0
S. typhimurium Floema 20 20 0 0 0 0
Xilema 0 0 0 0 0 0
Epidermis 90 50 0 0 50 0
P. aeruginosa Floema 50 20 0 0 20 0
Xilema 20 0 0 0 0 0
Epidermis 50 50 0 0 20 0
S. aureus Floema 20 0 0 0 0 0
Xilema 0 0 0 0 0 0

* Porcentaje de UFC inhibidas
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El nulo efecto antimicrobiano observado en E. coli, podria considerarse como
“normal”; es sabido que generalmente las sustancias antimicrobianas que se
encuentran en las plantas tiene un efecto selectivo, es decir, un cierto
microorganismo resulta inhibido con diferente magnitud con respecto a otros
(Conner,1993). Las zanahorias, como muchos otros vegetales, forman
compuestos antimicrobianos, los cuales se encuentran distribuidos en los
tallos, hojas, flores frutos y tubérculos. Algunos de ellos como las isocumarinas,
se acumulan en la epidermis de la zanahoria y otros como los fenoles en el
tallo (Yates, 1982). En el floema y xilema de las zanahorias el contenido
fendlico es bajo. El falcarindiol, falcarinol y miristina, también forman parte de
los compuestos acetilénicos presentes en la zanahoria; y como se menciong,
estos compuestos han mostrado actividad anti-fungica o anti-microbiana
(Yates, 1982). La fitoalexina 6-metoximeleina (otra sustancia antimicrobiana) es
la que se encuentra en mayor cantidad en la cuticula de las zanahorias (Coxon
y col., 1973; Goodlife y Heale, 1977).

Con estos resultados se efectué un estudio para conocer el efecto de los
extractos acetdnicos y etandlicos, obtenidos a partir de jugo de zanahoria con
diferentes dias de almacenamiento, sobre la cinética de desarrollo de L.
monocytogenes y V. cholerae, debido a que fueron los microorganismos mas

sensibles.

Es pertinente sefialar que hasta el momento los estudios se han realizado
inoculando los microorganismos en un medio en donde la cantidad de materia
organica presente (proteinas, carbohidratos, lipidos) es casi nula, por lo que
practicamente no hay interferentes y por tanto existe un contacto “directo” entre
los componentes de la zanahoria con los microorganismos. Es sabido que la
materia organica afecta negativamente la actividad de los antimicrobianos
(Conner, 1993). En tal situacion, es posible que en presencia de materia
organica el efecto antimicrobiano observado con estas fracciones del jugo de
zanahoria disminuya 0 incluso se cancele. Lo anterior no seria adecuado para
el objetivo que se persigue, ya que se pretende obtener antimicrobianos que al
adicionarlos al alimento por lo menos retarden de manera significativa el

desarrollo 6 actividad de los microorganismos. Por tal motivo, se efectué una
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serie de estudios para determinar la influencia de la materia organica en el
efecto antimicrobiano de los extractos. Para esto, caldo de cultivo [Caldo Soya
Tripticaseina (CST)] fue adicionado de extractos acetonicos y etandlicos de la
zanahoria, y esta mezcla fue inoculada con los microorganismos de prueba
como se describe en la metodologia 4.5.2. Ademas, se comparé el efecto de
extractos obtenidos de jugo fresco de zanahoria y extractos a partir de jugo con
diferentes dias de almacenamiento debido al comportamiento de V. cholerae
en los jugos almacenados por 12 dias. Se partié del posible, que los extractos
obtenidos a partir de jugos con mayor tiempo de almacenamiento tendrian
mayor potencial antimicrobiano que los obtenidos del jugo fresco, y por ende
afectarian mayormente la cinética de desarrollo de los microorganismos. Para
estos estudios, se evaluaron dos concentraciones de extracto 50 y 100 pL/400

uL de caldo.

Se observé que los extractos obtenidos con los diferentes solventes a partir de
jugo con 10 dias de almacenamiento en 4°C, presentaron mayor actividad
antimicrobiana como muestran las graficas 12-19, donde se puede ver el efecto
de los extractos sobre la cinética de desarrollo de L. monocytogenes y V.
cholerae en comparacion con la su control respectivamente. Se evalué a dos
concentraciones 50 y 100uL, para observar alguna variacion en sus cinéticas
de crecimiento. El efecto se manifesté en un incremento en la duracion de la
fase Lag de los microorganismos y en la concentracion final de células que se
alcanzo al finalizar la fase logaritmica de desarrollo en comparacion del control.
En general los extractos etandlicos afectaron en mayor medida el

comportamiento de los microorganismos.




Grafica 12. Comportamiento de
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Gréfica 15. Comportamiento de Listeria monocytogenes
CST con 100 pL extracto de acetona de jugos de zana horia

1,6
1,4
1,2 1
O 1-
a)
0,8 -
06 | —— Control 100 SSI
' -0 dias
0.4 s 10 dias
02 - 20 dias
O T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

Se observo también que a mayor concentracion del extracto (100 pL) en el
medio, mayor efecto inhibitorio sobre la cinética microbiana. También se
observé que a ésta mayor concentracion todavia los extractos etandlicos
presentaron mayor actividad antimicrobiana que los acet6nicos tanto para V.
cholerae como para L monocytogenes. Por Ultimo, también se denota que los
extractos presentaron mayor efecto en la cinética de desarrollo de L.

monocytogenes que en la de V. cholerae.

Gréfica 16. Comportamiento de Vibrio cholerae CST con
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1,4 sososes
1,2
O 1 S Aty i P
a
0,8
0,6 7 A —- Control 50 SSI
0’4 Rt Tt e -+ (0 dias
10 dias
0.2 1 20 dias
0 T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

56



Gréfica 17. Comportamiento de Vibrio cholerae CST con
50 pL extracto de acetona de jugos de zanahoria
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Gréfica 19. Comportamiento de Vibrio cholerae CST con
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A pesar del efecto antimicrobiano observado sobre la cinética de desarrollo de
los microorganismos, este fue menor al esperado. En consecuencia, se
continu6 fraccionado los extractos para obtener fracciones con mayor
concentracién de los agentes antimicrobianos. Para esto, se tomo como base
los resultados reportados en la tabla 5. En ese estudio, el mayor efecto
antimicrobiano se observé con el extracto acetdnico obtenidos de la epidermis.
En consecuencia, se fracciond soélo los extractos aceténicos de la epidermis
para obtener una fraccion que contuviera los antimicrobianos en mayor

concentracion.

En este nuevo estudio se obtuvieron 14 fracciones, como se describe en la
metodologia. Solo 4 fracciones presentaron actividad antimicrobiana contra al
menos 1 microorganismo (Tabla 6). La fraccion obtenida con la mezcla de
acetato de etilo:etanol a una proporcion de 70:30, afecto la viabilidad de los 5
microorganismos. Esta fraccion inactivdo a toda la poblacion de L.
monocytogenes. El S. aureus fue afectado por las 4 fracciones y P. aeruginosa

solo fue afectado por una fraccién (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto de las 4 fracciones obtenidas a par tir del extracto
acetonico en la sobrevivencia de 5 microorganismos.

Fraccién L. V.cholerae S.typhimurium P.aeruginosa S.aureus
monocytogenes
Acetato de etilo 20* 50 0 0 50
Hexano:Acetato
de etilo (80:20) 10 0 30 0 40
Hexano:Acetato
de etilo (70:30) 0 0 0 0 10
Acetato de
etilo: etanol 100 99 50 50 70
(70:30)

* Porcentaje de UFC inhibidas
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Los estudios muestran que en algunas de las fracciones de jugo de zanahoria
examinadas existen compuestos capaces de afectar la viabilidad de los

microorganismos.

Con estos resultados se procedi6 a realizar un experimento para determinar el
efecto antimicrobiano de las fracciones, sobre la cinética de desarrollo de los 5
microorganismos que resultaron sensibles a las fracciones (Tabla 6). El estudio
se realiz6 como se indica 4.5.1. En este estudio solo se incluyeron 3 fracciones;
no se incluyé la obtenida con hexano:acetato de etilo (70:30) debido al limitado

efecto antimicrobiano observado (Tabla 6).

En general, a la concentracion examinada, las fracciones afectaron
significativamente la cinética de desarrollo microbiano (Graficas 20-24). En
todos los casos, al menos una fraccion retrasé por lo menos 1 hora el
desarrollo microbiano con respecto al control. EI mayor efecto se observd con
L. monocytogenes en donde el desarrollo se retras6 casi 6 horas para la

fraccion obtenida de acetato de etilo:etanol 70:30 (Gréfica 20).

Grafica 20. Comportamiento de L. monocytogenes en CST
14 adicionado con tres fracciones antimicrobianas dife rentes
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Gréfica 21. Comportamiento de V. cholerae en CST
_ adicionado con tres fracciones antimicrobianas dife rentes
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Grafica 22. Comportamiento de  S. aureus en CST
adicionado con tres fracciones antimicrobianas dife rentes
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Estos resultados tienen repercusiones importantes, ya que muestran que aun
en condiciones 6ptimas para el desarrollo microbiano, al menos una fraccion
retrasa de manera considerable el desarrollo microbiano. En las condiciones en
las que normalmente los alimentos se producen, transportan, comercializan o
almacenan, los microorganismos patdégenos 0 los deterioradores por lo general
no estan en un ambiente Optimo para su desarrollo, en consecuencia, aun sin
la presencia de antimicrobianos (como los de la zanahoria) su desarrollo se
retrasa o limita con respecto al que presentan en condiciones Optimas. En tal
situacion, se sabe que la presencia de un antimicrobiano en el alimento aun en

baja concentracion, afecta de sobremanera la actividad de los microorganismos
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susceptibles, pudiendo incluso provocarle la muerte; efecto que no se

observaria en condiciones optimas (Frazier y Westhoff, 1988).
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Gréfica 23. Comportamiento de  S. Typhimurium  en CST
adicionado con tres fracciones antimicrobianas dife rentes
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Gréfica 24. Comportamiento de  P. aeruginosa en CST
adicionado con tres fracciones antimicrobianas dife rentes
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VI. CONCLUSIONES

1. El jugo de zanahoria fresco mostrd notable efecto antimicrobiano contra L.
monocytogenes tanto en refrigeracibn como a temperatura ambiente.

2. A excepcion de L. monocytogenes, todos los demas microorganismos
estudiados se multiplicaron en jugo de zanahoria mantenido a 22 °C/24
horas.

3. En jugo almacenado en refrigeracion se observé efecto antimicrobiano
contra V. cholerae O1.

4. Vibrio cholerae exhibié una notable inactivacion en el jugo de zanahoria a
partir del séptimo dia de contacto del microorganismo con el jugo
almacenado en refrigeracion.

5. El efecto anti-vibrio del jugo de zanahoria se mantuvo aun en jugo diluido
con solucion salina isotonica. El orden de inhibiciéon del V. cholerae en jugo
diluido fue 10>100>1% de dilucion.

6. Se observéd que el pH del jugo no fue el responsable del efecto
antimicrobiano del jugo.

7. El efecto antimicrobiano del jugo sobre V. cholerae se presenta desde los
primeros minutos de contacto del microorganismo con el jugo, sin embargo,
en las primeras horas éste efecto solo se traduce en un estrés sobre el
microorganismo.

8. Extractos obtenidos de la epidermis de la zanahoria mostraron la mayor
actividad antibacteriana y los extractos de xilema la menor.

9. Las fracciones de jugo obtenidas a partir del acetato de etilo: etanol
mostraron el mayor efecto anti-vibrio.

10.En general, todo el estudio desarrollado sugiere que la zanahoria posee
compuestos que afectan la viabilidad y el desarrollo de al menos 5
microorganismos de importancia en alimentos. Los compuestos de la
zanahoria podrian ser una alternativa para el desarrollo de antimicrobianos
de origen natural (desinfectantes o conservadores) con aplicacion en la

industria de alimentos o bien en la industria farmacéutica.
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