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Resumen

En el presente trabajo se evalud la actividad antibacteriana de extractos
obtenidos a partir de residuos de nogal pecanero (Carya illinoensis) por los
métodos de infusion, microondas y ultrasonido utilizando como solventes
agua y etanol, asi como también los extractos libres de células obtenidos
mediante fermentacion fangica. Las bacterias patogenas Escherichia coli,
Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae y Escherichia coli ¢, fueron conservadas por los métodos de:
Liofilizacion, tubos inclinados de agar nutritivo, glicerol y leche estéril,

respectivamente.

Para la evaluacion de la actividad inhibitoria de los extractos etandlicos y
acuosos Yy extractos libres de células se utilizaron los métodos de agar en
difusion y discos de papel filtro. Los resultados permitieron determinar que los
extractos etandlicos de cascara, ruezno y tallo y el extracto acuoso de ruezno,
respectivamente, a una concentracion del 5%, por el método de agar en
difusion fueron los mas efectivos, estos tuvieron los porcentajes de inhibicion
mas altos frente a las cepas de E. coli, E. aerogenes y P. mirabilis, mientras

que las bacterias S. typhi y K. pneumoniae fueron las cepas mas resistentes.

La utilizacion de extractos etandlicos obtenidos de los residuos del nogal
pecanero es efectiva a elevadas concentraciones contra las cepas E. coli, P.
mirabilis, y E. aerogenes por lo que en sinergia con otros compuestos nos

podria dar a futuro un producto para el control de dichos microorganismos.

Palabras clave: bacterias patdgenas, extracto, extracto libre de células, nogal

pecanero.
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Abstract

This research evaluated the antibacterial activity of extracts obtained from
Pecan Walnut tree residues (Carya illinoensis) by infusion, microwave, and
ultrasound methods, using water and ethanol as solvents, as well as cell free
extracts obtained through fungal fermentation. The pathogenic bacteria
Escherichia coli, Salmonella typhi, Proteus mirabilis, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli ¢ were preserved by
methods of: lyophilization, inclined tubes of nutrient agar, glycerol, and

sterile milk.

In order to evaluate the inhibitory activity of the ethanol and aqueous extracts
and cell free extracts, agar diffusion methods and filter paper discs were used.
Results allowed to determine that ethanol extracts of husk, pod, and stem, and
the aqueous extract from pod, respectively, at a 5% agar method concentration
in diffusion were the most effective, thus having the highest inhibition
percentages against the strains of E. coli, E. aerogenes, and P. mirabilis, while

S. typhi and K. pneumoniae bacteria were the most resistant strains.

The use of ethanol extracts obtained from the Pecan Walnut tree residues at
high concentrations is effective against E. coli, P. mirabilis, and E. aerogenes
strains therefore, in synergy with other compounds, in the future it could

provide us with a product for controlling these microorganisms.

Key words: pathogenic bacteria, extract, cell free extract, Pecan Walnut tree.
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1. Introduccién

Desde tiempos muy remotos las plantas han cumplido un papel
importante en el area terapéutica gracias a multiples propiedades que ellas
poseen. Por esta razén en las Gltimas décadas ha ido tomando cada dia mayor
importancia su estudio y el desarrollo de técnicas analiticas que permitan la
determinacion e identificacion de las sustancias o principios activos

contenidos en especies vegetales.

Los materiales vegetales son recursos invaluables y utiles diariamente,
los cuales proveen un recurso interminable de materia prima a las industrias

farmacéutica, cosmética y de alimentos (Vinatoru, 2001).

Los alimentos vegetales son ricos en fibras, vitaminas, fitoesteroles,
compuestos sulfurados, carotenoides y acidos organicos, quienes contribuyen
a cuidar la salud, pero también contienen una gran variedad de compuestos
fenolicos, estos ultimos son bien conocidos por ser agentes protectores, puesto
que en las plantas estos metabolitos secundarios son un mecanismo de defensa
contra el ataque de patogenos y el estrés ambiental como lo es la exposicion a

los rayos ultravioleta (UV) y la deshidratacion (Méndez, 2010).

En los altimos afos, la importancia sobre el estudio de polifenoles ha
tomado gran auge, dado a que tienen efectos positivos en la salud humana, ya
que poseen propiedades cicatrizantes, antimicrobianas, antidiabéticas,

antioxidantes, antitumorales y anticancerigenas, entre otras.

Las enfermedades infecciosas son una de las primeras causas de

consulta médica y también una de las primeras causas de muerte en México y

15
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en el mundo. Por ello, se les considera un problema de salud publica a nivel
mundial, que afecta a personas de cualquier edad y condicién social (Ledn-
Ramirez, 2002).

La utilizacion de sustancias naturales en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituye en la actualidad

un desafio para la medicina (L6pez Brea y col., 2003).

La tendencia actual es la creacion de productos amigables con el medio
ambiente, por lo tanto, el empleo de extractos vegetales obtenidos de forma
organica y que presenten potencial de inhibir la actividad microbiana de
ciertas bacterias patdgenas en alimentos, representa una alternativa para

sustituir los quimicos sintéticos que se usan actualmente en el control de estas.

El nogal pecanero (Carya illinoensis, Koch) pertenece a la familia
Juglandaceae del cual obtenemos la nuez mas comudn en México. El arbol de
pecan es el Unico nogal de origen americano, nativo del norte de México vy el

sur de Estados Unidos; su cosecha es entre octubre y diciembre (Ramos 2012).

Dependiendo de la parte analizada de la planta se pueden encontrar
diferentes principios activos por ejemplo; Hojas: Naftoguinonas
(juglona,plumbagina, beta-hidroplumbagina), Pericarpio: &cidos organicos,
taninos y naftoquinonas , Cotiledones: acidos grasos insaturados, Tegumento:
polifenoles y taninos, Nuez: Vitamina A, B, C y E, sales minerales y yodo
(Raissouni 2005).

16
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1.2 Justificacién

Actualmente México es el segundo productor de nuez en el mundo
debido a que es el centro de origen de esta planta. Los principales estados
productores son: Chihuahua y Coahuila que juntos abarcan el 80% de la
produccién nacional. A la fecha los residuos del nogal no son aprovechados
por los productores nogaleros e industriales de nuestro pais, desaprovechando
una oportunidad de ingresos que se estima como significativa. Ademas es bien
sabido que tradicionalmente los productores solo explotan la nuez en cascara 'y
existen muy pocos procesadores para la obtencion en almendra, todos los
demas componentes de los subproductos del proceso han sido ignorados,
subestimados o desechados por los productores e industriales mexicanos, por
lo que han dejado a un lado la posibilidad de su aprovechamiento integral de
esta especie de gran importancia econdmica para la generacion de nuevos y
mayores ingresos tanto en afios de alta como baja produccion en la zona norte

de nuestro pais.

La obtencion de extractos vegetales ricos en metabolitos secundarios es
importante para determinar la actividad antimicrobiana contra ciertas bacterias
patogenas en alimentos debido a que estas causan serios problemas de salud
publica (Méndez, 2010).

El desarrollo del presente trabajo tiene un papel muy importante en el
desarrollo de nuevos productos para el control de microorganismos patdégenos
de importancia alimentaria. Ademas nos permite poner a prueba la accion

bactericida de diversos extractos obtenidos mediante técnicas tradicionales

17
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como lo es la infusiény tecnologia emergentes, como lo son el ultrasonido y

el microondas y los extractos libres de células.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad bioldgica in-vitro de los extractos obtenidos a partir de los
residuos de Nogal Pecanero (Carya illinoensis) sobre bacterias patogenas a

humanos.
1.3.2 Objetivos especificos

-Evaluar la actividad biologica in-vitro de los extractos obtenidos a diferentes
concentraciones sobre E. coli, S. typhi, P. mirabilis, K. pneumoniae y E.

aerogenes.

-Seleccionar el extracto que tenga mayor actividad inhibidora sobre las

bacterias patdgenas en estudio.

1.4 Hipotesis

Al menos un extracto de los residuos del Nogal Pecanero, tendra la capacidad

de inhibir el crecimiento de las bacterias patdgenas a humanos.
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2. Revision de Literatura

Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales
problemas de salud publica en México. Se transmiten, ya sea por via fecal-
oral, o bien por el consumo de agua y alimentos contaminados. Afectan
principalmente a la poblacion infantil, y tanto su incidencia como su
prevalencia dependen del nivel socioeconémico de los pacientes (Vila y col,
2001).

Mundialmente, las infecciones gastrointestinales son una de las causas
mas importantes de mortalidad entre los lactantes y nifios. Se ha estimado que
en Asia, Africa y Latinoamérica la probabilidad de que un nifio muera antes de
los 5 afios puede llegar a 50%, aunque esto depende de factores

socioecondmicos y nutricionales (Vilay col., 2001).

Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las
enfermedades infecciosas mas frecuentes. Los cuadros gastrointestinales
pueden presentarse en cualquier época del afo, pero el riesgo de sufrir estas

enfermedades se incrementa en la temporada de calor (Vilay col., 2001).

2.1 Descripcion del las bacterias patdgenas

2.1.1 Salmonella typhi

Se trata de una Enterobacteria que puede llegar a contaminar el agua y los

alimentos de origen animal especialmente huevos, aves y carnicos, y que al
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multiplicarse en condiciones adecuadas de crecimiento durante el tiempo
suficiente alcanza una dosis tal que al ingerirse produce una patologia llamada
salmonelosis. S6lo a través del control de alimentos en origen y de unas
buenas practicas de manipulacion en toda la cadena se puede reducir la

incidencia y llegar a su erradicacion (Consumer, 2007).

Los estados en los que se ha reportado el mayor nimero de casos son:

Tabasco, Chiapas, Coahuila, Sinaloa, y Veracruz (Vargas, 2009).

2.1.2 Escherichia coli

E. coli agrupa diversas cepas que causan padecimientos
extraintestinales, y otras que destacan entre los principales agentes etiologicos
del sindrome diarreico. La infeccion en los nifios en edad escolar y en adultos
puede cursar de manera asintomatica y poco frecuente, asi como producir la

diarrea del viajero (Rodriguez, 2002).

Dentro de la vigilancia epidemiologica que llevan a cabo las autoridades
de salud de Meéxico, se ha reportado que E. coli enteropatogena (EPEC) se
presenta de manera endémica hasta en 6% de la poblacion, cifra muy parecida
a la que presentan paises industrializados como Alemania y Australia (Vidal,
2007).

2.1.3 Enterobacter aerogenes

La Enterobacter aerogenes es un bacilo, anaerobio facultativo, prefiere

los ambientes con poco o nada de oxigeno, tales como las heces, las plantas de
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desecho vy el suelo. Sin embargo, también puede sobrevivir e incluso crecer

donde el oxigeno es abundante (Romero, 2007).

La Enterobacter aerogenes provoca un amplio rango de patologias.
Estas patologias incluyen bacteremia, osteomielitis, y artritis séptica, asi como
infecciones del tracto urinario, gastrointestinales, del tracto respiratorio y la
piel. Es un patégeno oportunista nosocomial. Esto es, que causa patologia
después de que su huésped ha estado ya debilitado, y cominmente recide en
los hospitales. Ocurre mas frecuentemente entre nifios pequefios y los

ancianos, especialmente entre los hombres (Romero, 2007).

2.1.4 Proteus mirabilis

P. mirabilis se caracterizan por ser bacilos gram (-),
extraordinariamente moviles, su habitat natural es el intestino del hombre
puede originar infecciones en diversas regiones y sistemas del organismo:

infeccidn urinaria, enteritis, y sinusitis (Chow A Wy col., 1979)

2.1.5 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es una bacteria de forma bacilar, gram negativa,
anaerobia facultativa, inmovil y usualmente encapsulada, ampliamente
esparcida en el ambiente, y presente de manera especial en las superficies
mucosas de mamiferos; en los seres humanos coloniza la nasofaringe y el

tracto gastrointestinal (Romero, 2007).
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2.2 Descripcion del material vegetal

2.2.1 Nogal pecanero

El Nogal Pecanero del cual obtenemos la nuez encarcelada pertenece a
la familia Juglandaceae (Nombre cientifico es Carya illinoensis) que
comprenden plantas arbdreas que producen una drupa, en el cual durante la
fase de maduracion el pericarpio y el mesocarpio se secan y el endocarpio
(céscara) y la semilla (almendra) son consideradas como la nuez. Los géneros
mas importantes de esta familia son Junglans y Carya destacando en el
primero el nogal de Castilla y en el segundo el nogal pecanero (Méndez,
2010).

La nuez es la fruta del Nogal y se considera una drupa (fruto carnoso
que contiene una sola semilla), la cual consta de pericarpio, mesocarpio y
semilla (almendra). El Pericarpio y el Mesocarpio es una estructura
segmentada en 4 partes que al deshidratarse se abre dejando libre al
endocarpio y a la semilla. A la porcion del mesocarpio y endocarpio se le
conoce como ruezno. Las nueces compuestas por el endocarpio y la semilla
normalmente miden de 2 a 6 cm. de largo y pesan de 4 a 12 gramos cada una
(SAGARPA, 2007)

2.2.2 Caracteristicas del cultivo

El Nogal Pecanero es un arbol que puede superar los 30 metros de
altura, muy vigoroso y longevo, el cual inicia su vida productiva entre los 6 a
10 afios de edad y continta produciendo en niveles optimos y comerciales

durante poco méas de 50 afios, aun y cuando con un buen manejo técnico
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adecuado se puede alargar su vida productiva teniendo casos de arboles que
duran hasta 100 afios (SAGARPA, 2007).

El Nogal de la nuez pecanera crece comunmente en suelos arcillo-
arenosos bien drenados no sujetos a inundaciones prolongadas. Sin embargo,
aparece en suelos de textura pesada, donde se limita a suelos aluviales de
origen reciente. Rara vez crece en suelos planos mal drenados. En su area de
origen crece en clima himedo; con precipitaciones medias anuales de 760 mm
y un maximo de 2,010 mm. Las temperaturas promedio en el verano que
oscilen entre los 27° C, con extremas de 41 a 46° C, las temperaturas
promedio en invierno adecuadas son entre 10 y -1° C, con extremas de -18 a
29° C (COMENUEZ, 2012).

2.2.3 Caracteristicas nutrimentales de la nuez.

La nuez pecanera es rica en acidos grasos mono y poli insaturados,
como los omega 3 y omega 6, ademas contribuyen en el desarrollo normal del
sistema nervioso, la nuez pecanera, al mismo tiempo, es fuente de proteina
rica en arginina, fitoesteroles y compuestos fitoquimicos contiene vitamina E ,

vitaminas del complejo B y Hierro (Moreno, 2012).
2.2.4 Cascara

La céscara representa aproximadamente el 50% de la nuez y tiene poco
0 nulo valor actualmente. Tiene usos tales como: material para jardineria,
abrasivo, carbon activado y como fuente de pigmentos y taninos, entre otros
(Ramos 2012).
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La cascara de nuez es una fuente excepcional de taninos y pueden ser
obtenidos con altos rendimientos (cerca del 40 % en base al peso seco) y son
mas reactivos que aquellos provenientes de la Mimosa, el estandar industrial
para taninos condensados. Esta ventaja puede ser aprovechada en mercados de

especialidad quimica (Ramos, 2012).
2.2.5 Ruezno

Del pericarpio y mesocarpio (Ruezno), se obtiene un colorante
denominado nogalina, es un aceite que se utiliza como base de distintos
colorantes y tintes (Parra, 2008). Por otro lado estas dos capas externas del
fruto, junto con las hojas, contienen abundantes taninos que le confieren una
propiedad fuertemente astringente; asi como también, derivados quinonicos,
de donde la glucona es la mas importante. Esta sustancia es amarga lo que le
permite tener propiedades antisépticas, cicatrizantes, tonificantes, vermifugas

e hipoglucemiantes (Pamplona, 2006)
2.2.6 Tallo

Otro subproducto que se obtiene del nogal es su madera. Ya que ésta,
toma tonalidades marrones veteadas de negro segun el arbol va envejeciendo;
estas caracteristicas le dan valor a la madera, pero esto se consigue hasta los
60 a 80 afios de vida del arbol (Luna, 1990).

2.3 Métodos de Extraccion

Para obtener un extracto, primero que todo es importante identificar la

planta deseada y la parte que contiene los constituyentes Utiles.
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Adicionalmente, la determinacion de una técnica precisa de cosecha y
métodos de preservacion de la planta por utilizar es de crucial importancia. El
mecanismo de extraccion involucra dos fendmenos fisicos: difusién a traves
de la pared celular y el lavado de los contenidos celulares, una vez que las

paredes se han roto (Vinatoru, 2001).

2.3.1 Extraccion asistida por ultrasonido

La primera aplicacion comercial del ultrasonido fue en 1917; desde
entonces, el tema se ha desarrollado y expandido a un gran nimero de
aplicaciones. La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonidos de alta
frecuencia, con el fin de desprender el compuesto buscado del material
vegetal. Las particulas solidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accion
ultrasénica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase solida al
solvente (Gao y Liu, 2005).

El ultrasonido ademas facilita la rehidratacion del tejido si se estan
utilizando materiales secos al abrir los poros, lo cual a su vez incrementa el
transporte de masa de los constituyentes solubles por difusién y procesos

osmoticos (Vinatoru, 2001).

2.3.2 Extraccion asistida por microondas.

El uso de la tecnologia del microondas se basa en la transferencia de
ondas electromagnéticas en determinadas frecuencias a algin material con el
fin de calentarlo, el funcionamiento de la radiacion electromagnética por
medio de microondas depende de muchos pardmetros entre los que se
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encuentran el estado fisico del material, la composicion quimica del material,
la temperatura, la potencia, el tiempo de incidencia, entre otros (Shen, G. y
Lee H. K, 2003).La irradiacion de microondas causa movimiento moléculas
por migracion de iones y rotacion de dipolos que contribuyen a una rapida

transferencia de energia al solvente y materia vegetal.

2.3.3 Extraccion por infusion.

Se basa en la seleccion de solventes, temperatura o agitacion con el fin
de incrementar la solubilidad de los materiales y la tasa de transferencia de
masa (Gao y Liu, 1997)

2.4 Fermentacion

El proceso conocido como fermentacién implica el empleo de
microorganismos para llevar a cabo transformaciones de la materia organica
catalizada por enzimas. Los productos comercialmente importantes de las
fermentaciones industriales pertenecen a cuatro categorias principales: celulas
microbianas, moléculas grandes como enzimas y polisacaridos, productos
basicos y metabolitos secundarios que no son necesarios para el crecimiento
celular. Las células utilizadas para obtener estos productos tienen una gran
variedad de propiedades bioquimicas y fisioldgicas. La produccion comercial
de productos de fermentacién ha empleado principalmente diversas especies
de bacterias, levaduras y hongos (Ward, 1989).
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Para que un proceso de fermentacion se desarrolle adecuadamente se
debe establecer inicialmente el medio 6ptimo para el crecimiento de
microorganismos. Esto incluye la determinacion de parametros tales como pH,
temperatura, oxigeno disuelto y nutrientes, entre otros; con el fin de que el
microorganismo, ya sea hongo, bacteria o levadura, desarrolle apropiadamente
su metabolismo y obtener de esta manera la base de un producto de interés

comercial (Forero, 2002).

2.4.1 Fermentacion Liquida o Sumergida.

La fermentacion liquida o sumergida es definida como la técnica de
crecimiento de microorganismos en un medio liquido, donde todos los
nutrientes se encuentran disueltos en el medio de cultivo y el proceso se lleva
a cabo bajo condiciones fisicoquimicas controladas, este es el método mas
usado por la industria biotecnoldgica. En comparacion con la fermentacion
solida, presenta las siguientes ventajas: se obtiene un producto mas
homogeéneo, es mas sencillo el control de los factores de fermentacion como la
temperatura, aireacion, agitacion y pH, presenta mejor distribucién del
oxigeno y del calor suministrado al sistema, y se puede llevar a cabo la
medicion directa de la biomasa. La fermentacion sumergida se realiza
principalmente usando tres métodos de alimentacion del sustrato:
fermentacion en lote, fermentacion en lote alimentado, y fermentacion en

cultivo continuo (Crueger, 1989).
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2.4.2 Biodegradacion de taninos

Las investigaciones se han enfocado en cdémo obtener pequefias
moléculas de taninos con alta actividad bioldgica que puedan ser utilizados en
diversas aplicaciones; por lo que la biodegradacion es uno de los caminos mas
eficientes para lograr degradar moléculas grandes de taninos en pequefias
moléculas con bio-actividades de alto valor por medio del uso de algunos

microorganismos o ciertas enzimas (Saxenay col; 1995).

2.4.3 Degradacion fungica

La degradacion de taninos hidrolizables, particularmente galotaninos, es

mejor conocida en sistemas fungicos (Ventura-Sobrevilla, 2007).

Reacciones de hidrolisis y oxidacion ocurren durante la degradacion de
taninos, catalizadas por diferentes enzimas producidas por microorganismos.
Estas enzimas hacen referencia a la tanasa, polifenoloxidasa y descarboxilasa.
Los galotaninos son facilmente degradados por bacterias, hongos y levaduras,
mientras que los elagitaninos son mas dificiles de degradar debido a que su

estructura es mas compleja (Ramos, 2012).

2.5 Compuestos fendlicos presentes en los extractos obtenidos
2.5.1 Polifenoles

Los polifenoles son moléculas complejas que tienen dos o mas anillos

aromaticos enlazados, se forman a partir de la ruta del &cido shiquimico

30



Evaluacién de extractos polifenolicos de residuos de Nogal Pecanero contra Bacterias Patgenas a
Humanos
Guerra Olguin 2012

(Swain, 1979), en el reticulo endoplasmico liso y rugoso y se depositan
dentro de las vacuolas celulares. Los compuestos fendlicos pueden ser
clasificados de acuerdo a su estructura quimica en acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos estos son los compuestos fendlicos mas
comunes en el reino Plantae,; sin embargo, los flavonoides representan el
60%, mientras que los acidos fenolicos representan el 30 % de los fenoles

ingeridos en la dieta humana diaria (Strack, 1997).
2.5.2 Taninos

Los taninos son compuestos no nitrogenados con un peso molecular
entre 300 y 20,000 Da (Khanbabaee y Ree, 2001), amorfos, de sabor
astringente, débilmente acidos la mayoria de ellos solubles en agua que se
encuentran presentes en el citoplasma y las vacuolas de las células como
metabolitos secundarios (Sora, 1984; Esau, 1974). Después de las ligninas, los
taninos son el segundo grupo mas abundante en compuestos fenolicos
presentes en las plantas y se encuentran distribuidos principalmente en

cortezas, maderas, hojas, frutos, raices y semillas (Haslam, 1989, 1998).

Pertenecen al grupo de los antioxidantes, los cuales pueden retardar o
inhibir la oxidacion de lipidos o de otras moléculas inhibiendo la iniciacién o
propagacion de cadenas reactivas de oxidacion. Se encuentran
abundantemente en nuestra dieta y existe evidencia de que juegan un rol
importante en la prevencion de enfermedades degenerativas como el cancer y

enfermedades cardiovasculares (Ramos, 2012)
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2.5.3 Clasificacién de los taninos:
2.5.3.1 Taninos hidrolizables (TH)

Este grupo involucra un alcohol polihidrico esterificado con &cido
galico o alguno de sus derivados. Compuestos por ésteres de glucosa u otros
polioles, como pueden ser el acido galico, digalico, m-digélico,
hexahidroxidifénico o sus derivados. Los hidroxilos de estos carbohidratos
estan parcial o totalmente esterificados con grupos fendlicos como el acido
galico o el acido elégico, y por hidrdlisis con &cidos, bases 0 enzimas se
rompe el enlace glucosidico para liberarse azlcar y otros compuestos

fenolicos que lo integran (Lopez, 1989)
Los taninos hidrolizables se pueden dividir en los siguientes subgrupos:

e Galotaninos: son compuestos que consisten de una molécula de
glucosa, la cual se encuentra rodeada por unidades de acido géalico. La
fuente méas famosa de galotaninos es el acido tanico de origen vegetal,
el cual tiene una molécula de D-glucosa y de 5 a 9 unidades de galoilos
ligados a uno de los centros del nicleo de azucar. Es facilmente

hidrolizable por la accién de la enzima tanasa (Sanchez, 2001).

e Elagitaninos: En una molécula de elagitanino un grupo
hexahidroxidifenoilo (HHDP) se encuentra unido por un enlace éster a
los grupos hidroxilo de una glucosa. Los elagitaninos pueden liberar

acido elagico y gélico por hidrolisis acida o basica (Hong, 1995).
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2.5.3.2 Taninos condensados (TC)

Los taninos condensados también llamados proantocianidinas
corresponden a un grupo muy particular de oligdmeros y polimeros de
polihidroxiflavan-3-ol ligados por enlaces covalentes carbono-carbono entre
las diversas subunidades flavonoides. Su elevado nimero de grupos fendlicos
hidroxilados le dan una elevada capacidad de formar compuestos complejos o
quelatos con proteinas (Hagerman y col. 1998) con iones metalicos (Van
Acker y col. 1998) y con otras moléculas como los polisacaridos (Mueller-
Harvey y McAllan, 1992).

Los taninos condensados son mas abundantes en cortezas y maderas que
los elagitaninos y los galotaninos, y son mas resistentes al ataque microbiano
(Ventura Sobrevilla y col., 2008). Los taninos condensados incluyen los
flavonoides; que a su vez se subdividen en antocianidinas vy

leucoantocianidinas y la catequina (Sanchez, 2001).
2.5.4 Taninos Complejos

Son aquellos compuestos que se forman por el resultado de la unién de
catequinas o epicatequinas con acido galico o elagico, debido a las reacciones

catalizadas con luz, oxigeno y calor (Aguilera Carbo y col., 2008).
2.5.5 Usos de los Taninos

Los taninos, debido a sus propiedades, tienen mucha utilidad en
medicina y en la industria. Los taninos cumplen con una funcion cicatrizante

al acelerar la curacion de las heridas, entre numerosas aplicaciones médicas
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también se utiliza para el control de la diarrea, como antimicrobiano, como
antidoto contra venenos y como antiinflamatorio; también los taninos son
utilizados en la industria en el procesamiento de alimentos, tanto de comidas
como de bebidas y en la industria de pinturas y tintas (Villanueva, 2007).
Ademas es importante mencionar que por su actividad antimicrobiana son
utilizados como inhibidores del crecimiento de microorganismos (Alnicolsa
del Peru, 2010; Akiyama y col., 2001).

34



Evaluacion de extractos polifendlicos de residuos de Nogal Pecanero contra Bacterias Patdgenas a
Humanos
Guerra Olguin 2012

Materiales y Métodos
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3. MATERIALESY METODOS

3.1 Obtencion de cepas bacterianas

Las cepas patogenas K. pneumoniae (Klebsiella pneumoniae), P. mirabilis
(Proteus mirabilis) y E. aerogenes (Enterobacter aerogenes), fueron donadas
por el Hospital Universitario, y las cepas S. typhi (Salmonella typhi), E. coli
(Escherichia coli) y E. coli c, (Escherichia coli c) fueron proporcionadas por
el Centro de Microbiologia Aplicada (CEMAP).

3.2 Conservacion de las cepas bacterianas

3.2.1 Conservacion de las cepas en tubos de Agar Nutritivo

Se prepararon 8 tubos de ensaye con tapon de rosca, previamente
etiguetados para cada una de las bacterias en estudio, respectivamente. A cada
uno de los tubos se le agregé 10 mL de Agar Nutritivo, se esterilizaron y se

dejaron solidificar inclinados.

Posteriormente se inocularon, tomando una asada de la bacteria, se
sembré con la técnica de estria y se llevaron a incubar por 21 h a 35 °C. Una
vez que se verificd que la bacteria estaba en condiciones optimas, se llevo a
conservacion en una solucion de glicerol, agregando glicerol previamente

estéril en el tubo hasta que cubridé por completo a la bacteria.
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3.2.2 Conservacion de las Cepas en Tubos Eppendorf

Se prepararon 12 matraces de 125 mL, con 50 mL de caldo nutritivo.
También se prepard solucion salina (9 g de NaCl /1,000mL de agua destilada),
solucion de leche descremada (2g de leche /100 mL de agua destilada),
glicerol al 30%, tubos de centrifuga de 50 mL, tubos eppendorf, todo el
material se esteriliz6 a 121 °C durante 15 minutos. Posteriormente se
inocularon los matraces de caldo nutritivo con una asada de la bacteria, se
colocaron en una incubadora con agitacion (New Brunswick Scientific Innova
43) por 21 h, a 35 °C y 180 rpm. Los tubos de centrifuga de 50 mL estériles,
se colocan sobre una balanza y se les agregan de 35-40 mL de la solucion que
contiene la bacteria, se cierra perfectamente. Se centrifugod por 15 minutos a
4500 rpm a 5°C, posteriormente se decanto el sobrenadante, se le agrego 20
mL de solucion salina estéril y se agitd en vortex hasta deshacer el boton.
Nuevamente se centrifugd por 15 min a 4500 rpm, manteniendo la
temperatura a 5°C. Después de decantar se agregaron 20 mL de solucién

salina estéril, se agito en vortex, y se volvié a centrifugar y a decantar.

Una vez decantado se marcaron los tubos ya que uno se utilizé para la

conservacion en leche estéril y otro para la conservacion en glicerol.

3.2.3 Conservacion con Leche Estéril (Congelacion)

Con ayuda de una micropipeta se agregaron 5 mL de leche estéril al
tubo que contenia la bacteria, se agité en vortex hasta homogeneizar, con otra

micropipeta se colocaron 500 puL de la mezcla (suspension de células) en los
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viales previamente identificados de la suspension de células, y se ultra-

congelaron a -60 °C congelar. Esto se realizo por triplicado.

3.2.4 Conservacion con Glicerol (Refrigeracion)

Con ayuda de una micropipeta se agregaron 10 mL de la solucién salina
al tubo de centrifuga que contenia la bacteria, se agité en vortex hasta
homogeneizar, con otra micropipeta se le agregaron 0.25 mL de la suspension
de células, y con otra micropipeta se le agregaron 0.75 mL de glicerol estéril
en los viales previamente identificados, se agitd en vortex hasta homogeneizar

y se refrigeraron a 4°C, esto se realizo por triplicado.

3.2.5 Conservacion por Liofilizacion

Para esto, se llevd a cabo el mismo procedimiento que el de
conservacion en leche, pero después de la ultracongelacién -60 °C, se
colocaron en una liofilizadora (LABCONCO DE 6 L), hasta secar la leche por

completo, se liofilizaron 8 viales de cada bacteria.

3.2.6 Prueba de viabilidad

Después de la conservacion se realizd la prueba de viabilidad, la cual
consistio en tomar una alicuota de la suspension bacteriana, (en el caso de las
cepas conservadas por el método de leche estéril y glicerol), y colocarla en un
matraz con caldo nutritivo, se incubo por 21 h a 35 °C en una incubadora con

agitacion, transcurrido ese tiempo se tomo una asada del concentrado celular

38



Evaluacién de extractos polifenolicos de residuos de Nogal Pecanero contra Bacterias Patgenas a
Humanos
Guerra Olguin 2012

y se sembrd en medios selectivos, esto con el fin de verificar la pureza y

viabilidad de las cepas.

3.3 Obtencion de extractos

3.3.1 Método de infusién

Para la extracciéon de los polifenoles los agentes extractantes usados
fueron agua y etanol. Se colocaron 150 g de materia prima (ruezno, tallos o
cascara), en un vaso de precipitado de 2 L forrado con papel aluminio, a este
se le agregaron 600 mL de agua destilada. Se mantuvieron a una temperatura
de 60°C por un tiempo de 7 h, en una parrilla de calentamiento con agitacion.

Una vez transcurrido ese tiempo se filtr6 con manta.

Para la obtencion del extracto etandlico se utilizé residuo de la
extraccion con agua, al cual se le agregaron 600 mL de etanol, a una
temperatura de 60 °C por un tiempo de 7 h. Para la evaporacion del etanol, se
colocd nuevamente el extracto a una temperatura de 50 °C. Se manejo una
temperatura de 60° C para evitar la pérdida de los compuestos fendlicos que se
deseaban obtener. Los extractos obtenidos se dejaron enfriar y se guardaron

en frascos forrados y etiquetados en el congelador a -4° C (Méndez, 2010).

3.3.2 Método de ultrasonido y método de microondas

Los extractos de Ruezno en etanol por ultrasonido (REU 15), Tallo en

agua por microondas (TAM 30) Y Caéscara en agua por ultrasonido (CAU 15),
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fueron proporcionados por el departamento de Investigacidon en Alimentos, de
la UAdeC (Moreno, 2012).

3.4 Obtencion del extracto libre de células

3.4.1 Preparacién del medio liquido

Para preparar el medio liquido se sigui6 la formulacién del medio
Czapek Dox sustituyendo la fuente de glucosa por el residuo de nogal (Cuadro

1) eliminando el agar bacteriolégico (Ramos, 2012).

Cuadro 1. Formulacion del medio liquido Czapek Dox-Residuo de Nogal.

Sustancia Cantidad
(9/L)
Residuo de nogal 30
Nitrato de sodio 3
Fosfato dipotasico 1
Sulfato de magnesio 0.50
Cloruro de potasio 0.50
Sulfato ferroso 0.01

Se prepararon 500 mL del medio de cultivo de residuo (Cuadro 1) en 4
matraces Erlenmeyer de 1,000 mL. Los matraces se taparon con tapones de
gasa y algodon y se sometieron a esterilizacién en autoclave a 121°C por 15
minutos. Una vez enfriado el medio, se inocularon con 1x10° esporas/mL del
hongo Aspergillus niger y Trichoderma asperellum (T-25), y se colocaron en
una incubadora con agitacién a 180 rpm con una temperatura de 30 °C durante
4 dias. Transcurrido ese tiempo se filtro el fermentado con ayuda de un matraz

Kitazato, primero usando papel filtro de poro abierto, el segundo filtrado fue
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usando papel filtro poro cerrado, finalmente con papel filtro Millipore de 045

um.

3.5 Determinacion del contenido de polifenoles.

A los extractos obtenidos con los diferentes agentes extractantes se les
cuantificé el contenido de polifenoles. Las técnicas utilizadas fueron las
siguientes: Folin-Ciocalteu (Waterman y Mole, 1994): para cuantificar los
taninos hidrolizables (TH) de los extractos y HCl/butanol (Swann y Hillis,

1959) para taninos condensados.

3.5.1 Determinacién de Taninos Hidrolizables (Waterman y Mole, 1994)

Se colocaron 400 pL de la muestra en tubo de ensaye al mismo tubo se
le adicionaron 400 pL del reactivo comercial Folin - Ciocalteu, se agito y se
dejo reposar por 5 minutos. Después se adicionaron 400 puL de carbonato de
sodio 0.01M, se agitd y se dejé reposar por 5 minutos. Posteriormente se
diluyé con 2.5 mL de agua destilada y se realiz6 la lectura en un espectro

UV/Visible a 725 nm, para determinar taninos hidrolizables.

3.5.1.1 Preparacion de la curva patron de TH

Se prepard una curva patrén utilizando una solucién estandar de acido gélico a
una concentracion de 200 ppm. En tubos etiquetados del 0 al 5 se agregaron 0,
80, 160, 240, 320 y 400uL de solucion madre de acido galico respectivamente,
y del tubo 0 al 5 400, 320, 240, 160, 80 y 80 uL de agua destilada hasta tener
un volumen final de 400 pL. Después se les anadieron 400 uL de reactivo de
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Folin—Ciocalteu, se agitaron los tubos y se dejaron reposar 5 min.; luego se
agregaron 400 uL de Na,CO3; 0.01 M, se agitaron los tubos y reposaron 5 min.
Posteriormente a cada tubo se les agregé 2.5 mL de agua destilada para
después leer a 725 nm de longitud de onda. El ensayo se realizé por triplicado,
posteriormente las lecturas fueron analizadas y la ecuacion obtenida fue

utilizada para la cuantificacion de equivalentes de acido galico.

Curva patron para taninos hidrolizables

y =0.0018x - 0.0317
R?=0.9938

Absorbancia 725nm

O T T T T T T T T 1
01 f 50 100 150 200 250 300 350 400 450
ppm

Figura 1. Curva patron para la determinacion de taninos hidrolizables

3.5.2 Determinacion de Taninos Condensados (Swann y Hillis 1959)

En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL de la muestra o el estandar,
sobre este se agregaron 3 mL de HCl/butanol (1:9) y 0.1 mL de reactivo
férrico. Los tubos se taparon, dentro de los tapones se colocaron empaques,
para evitar la evaporacion del butanol. Todos los tubos se calentaron por 1

hora en un bafio Maria a 100 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se dejaron
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enfriar y se leyd la absorbancia en un espectrofotometro UV/visible (Thermo

Scientific Biomate 3) a 460 nm. El ensayo se realizo por triplicado.

3.5.2.1 Preparacion de la curva patrén de TC

Se prepard una curva patron con una solucion estandar de catequina a
una concentracion de 1.0 g/L (figura 2). Se etiquetaron 5 tubos del 0 al 4,
agregandole a cada tubo 0, 125, 250, 375 y 500 uL respectivamente de
solucion madre de catequina; se agregd a cada tubo 500, 375, 250, 25 y 0 uL
de agua destilada para completar el volumen que indica la técnica. Despues se
le afladio 3 mL de HCI/Butanol (1:9) y 0.1 mL de reactivo férrico. Los tubos
se taparon, dentro de los tapones se colocaron empaques, para evitar la
evaporacion del butanol y fueron sometidos a bafio Maria a 100°C durante 1
hora. Una vez transcurrido el tiempo se dejaron enfriar a temperatura ambiente

y se leyo la absorbancia en un espectrofotdmetro UV/visible a 460 nm.

Curva patron para taninos condensados

0.2 -
0.15 -
£
=
2
< 01 -
o y = 0.0004x - 0.0021
£ R? = 0.9824
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2
<
0 T T T 1
300 400 500 600
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Figura 2. Curva patrén para la determinacion de taninos condensados
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3.6 Evaluacioén de la actividad antibacteriana

3.6.1 Evaluacion por el método Difusion en Agar

Inicialmente se prepararon matraces con agar nutritivo, se esterilizaron y una
vez que se enfriaron se les agrego la concentracion del extracto a 0.5 %, 1 %,
2 %y 5 %, respectivamente, se homogeneizo y posteriormente se vaciaron en
cajas Petri con aproximadamente 30 mL de la mezcla, se emplearon cajas de
agar nutritivo como testigo negativo, al testigo positivo se le agregd un
antibiotico de amplio espectro (Gentamicina), en la misma concentracion que

los extractos.

Se prepar6 un matraz de caldo nutritivo para cada bacteria, se inoculd con una
asada, se coloco en una incubadora con agitacion (New Brunswick Scientific
Innova 43) por 21h a 35°C, una vez que se verificd el crecimiento de la
bacteria se tomd 1 mL del concentrado celular y se hicieron diluciones de
1x10™" a 1x107. Para la dilucion se prepararon previamente los tubos de

ensaye con 9 mL de solucion salina al 0.9%.

Para inocular las cajas Petri que contenian el medio de cultivo mas el extracto
se agregaron 50 pL de la dilucién de la bacteria patégena 1x107, y se realiz6
un barrido con una varilla de vidrio, se incubaron por 21h a 35°C.
Transcurrido ese tiempo se realizo el conteo de colonias y se calculo el
porcentaje de inhibicidn, considerando el ndmero de colonias del testigo
(UFC) como el 0% de inhibicion y el testigo comercial (Gentamicina) como el
100% de inhibicion.
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3.6.2 Evaluacion por el método de Sensi-discos.

Se prepar6 un matraz de caldo nutritivo para cada bacteria, se inoculé con una
asada de la bacteria, luego se colocé en una incubadora con agitacion (New
Brunswick Scientific Innova 43) por 21h a 35°C, una vez que se verifico el
crecimiento de la bacteria se tom0 1 mL del concentrado celular y se
prepararon las diluciones de la bacteria de 1x10™ a 1x107, se tomo la dilucién

1x107 para realizar la evaluacion.

En cajas de agar nutritivo, se colocaron 50 pL de la dilucion 1x10” de la
bacteria se barrio con una varilla de vidrio y posteriormente se colocaron
cuatro discos de papel filtro, de manera equidistante. Una vez que fueron
colocados, los discos se humedecieron con 10 pL del extracto concentrado. En
el caso del testigo a los discos se les agrego gentamicina (antibidtico de
amplio espectro), las cajas se etiquetaron, se sellaron y se incubaron a 35 °C
por 21h. Transcurrido ese tiempo se realizd la medicion del halo de inhibicidn

con ayuda de un vernier digital SR44.
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Resultados y Discusion
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4. Resultados y discusion

4.1 Conservacion de las cepas bacterianas.

Las cepas evaluadas (Cuadro 2) fueron sometidas a proceso de conservacion.
Para esto se utilizaron 4 métodos; Leche Estéril, Glicerol, Tubos inclinados de
Agar Nutritivo y Liofilizacion.

Cuadro 2. Cepas patdgenas conservadas.

Cepas Bacterianas

Salmonella typhi

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter aerogenes

Proteus mirabilis

Escherichia coli

Escherichia coli ¢

4.2 Obtencion de los extractos y extractos libres de células.

4.2.1 Extractos Acuosos y Etanolicos

Se detectaron diferencias significativas en la concentracion de taninos
totales entre las especies vegetales evaluadas, lo que sugiere que unas partes
de la planta (ruezno, cascara y tallo) muestran un mayor contenido de taninos
totales que otras. La composicion fisicoquimica puede variar segun el grado

de desarrollo de la planta o de la estaciobn o temporada en la que es
recolectada (Moreno 2012).
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Se pudo observar que la concentracion de taninos totales se ve
influenciada por el tipo de solvente empleado, ademas de la interaccion de la
planta por solvente (Moreno, 2012). El figura 3 se observa la concentracién de
taninos hidrolizables, condensados y taninos complejos en las diferentes

muestras analizadas.

Extractos obtenidos por infusion

uTC
o 100 - 1T

Ao Sa & N & &€

Extractos

Figura 3. Contenido de TH, TC y TT en extractos obtenidos por infusién. Codificacién de los
tratamientos primera letra el material vegetal (T= tallo, C= cascara, R= ruezno), A=agua, E= etanol,
I=infusion.

4.2.2 Extractos libres de células

En la figura 4, se puede observar que la concentracion de taninos
hidrolizables es mayor en el residuo de cascara y que usando la cepa de
Aspergillus niger se obtiene la mayor produccion de estas fitomoléculas a las
24 horas de la fermentacion. En menor cantidad se encuentran TH en las
fermentaciones de tallos y ruezno, ya que como se aprecia en la figura 5, la

mayor produccion de TH en tallos se obtiene a las 48 horas con una cantidad
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de 322.63 ppm, mientras que en la fermentacion usando el ruezno, se obtiene
216.80 ppm de TH a las 96 horas (Ramos, 2012)

Estos resultados se deben principalmente a que la cascara de nuez es
una fuente excepcional de taninos y pueden ser obtenidos con altos

rendimientos (cerca del 40% en base a su peso seco).

TH de residuos fermentados con
Aspergillus niger
__8000.00
€
£ 6000.00
Zg 4000.00 == CASCARA
g 2000.00 TALLOS
§ 0.00 PF&= e T RUEZNO
0 50 100 150
Tiempo (h)

Figura 4. Taninos Hidrolizables (TH) de residuos fermentados con Aspergillus niger

En la fermentacion usando la cepa de T25 (figura 5), la concentracion
de TH fue significativa, ya que como se observa en la figura 6, a las 24 horas
de iniciada la fermentacion hubo una produccion de 5746.67 ppm de TH,
mientras que en el residuo de cascara la mayor produccion se logro a las 72
horas con 5496.67 ppm de TH. La cantidad de TH en la fermentacion de
ruezno no fue significativa en comparacién con la cascara y los tallos (Ramos,
2012)
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Figura 5. Taninos Hidrolizables (TH) de residuos fermentados con T25

En la figura 6 se puede observar que la concentracion de TC en el residuo de
cascara usando una fermentacion con Aspergillus niger es muy alta, ya que se
producen 20,163.64 ppm de estas fitomoléculas al alcanzar las 96 horas. En
segundo lugar de produccion de estos taninos se encuentra el medio de tallos,
ya que su maxima produccién es de 11,496.97 ppm a las 120 horas de la

fermentacion (Ramos, 2012)
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TC de residuos fermentados con
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Figura 6. Taninos Condensados (TC) de residuos fermentados con Aspergillus niger

En la figura 7 se observan los resultados de la concentracion de TC
usando una fermentacion con la cepa de T25. La maxima produccion de TC se
da en el medio de cascara, seguido del medio de tallos, con una cantidad de
8390.91 y 5027.27 ppm respectivamente. EI medio de céscara sigue siendo el
mejor para la produccion de TC, ya que no solamente tuvo una produccién
mayor, sino que también lo hizo en el menor tiempo, con tan solo 96 horas de
fermentacion. El medio de Ruezno, alcanzo 180.27 lo cual muestra una
diferencia significativa en comparacion con los demas materiales (Ramos,
2012)
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TC de residuos fermentados con T25
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Figura 7. Taninos Condensados (TC) de residuos fermentados con T25

4.3 Evaluacion de los extractos etandlicos y acuosos contra las bacterias
patogenas a humanos.

4.3.1 Evaluacion del los extractos usando la técnica de Difusion en Agar

A continuacion se presentan los resultados obtenidos con los extractos,
excepto los de microondas y ultrasonido (cuadro 4) y los fermentados (cuadro
5) usando la técnica de agar en difusion; estos fueron evaluados a
concentraciones de 0.5%, 1%, 2%, y 5% contra las bacterias patdgenas en
humanos; E. coli, S. typhi, E. aerogenes, P. mirabilis, K. pneumoniae y E. coli
C.
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Cuadro 3. Extractos evaluados contra las bacterias patogenas.

Material Vegetal | Método de Agente Clave de
Extraccion Extractante Identificacion
Ruezno Infusion Agua RAI
Etanol REI
Ultrasonido Etanol RAU 15’
Céscara Infusion Agua CAl
Etanol CEl
Ultrasonido Agua CAU 15
Tallo Infusion Agua TAI
Etanol TEI
Microondas Agua TAM 30

Cuadro 4. Extractos libres de células evaluados contra las bacterias patdgenas

Material Vegetal Cepa Fungica Clave de
Identificacion
Ruezno Aspergillus niger Asp Rz
Trichoderma 25 T25 Rz
Céscara Aspergillus niger Asp Cas
Trichoderma 25 T25 Cas

En la figura 8 se puede observar la accion del extracto TAI el cual presento

efecto inhibitorio frente a las bacterias E. coli y E. aerogenes en un 14.8% y

1.2% respectivamente.
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Evaluacion del Extracto TAIl a una
Concentracion del 0.5%
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Figura 8. Porcentaje de inhibicion de bacterias patdgenas, con el extracto de TAI a la concentracion

de 0.5%

La figura 9 muestra el efecto del extracto Ruezno en Agua por Infusion a una

concentracion del 0.5%, éste presento actividad inhibitoria frente a E.

aerogenes con un 11% vy E. coli 6.3%.

Evaluacion del Extracto RAI a una
Concentracion de 0.5%

% de Inhibicién
o

Bacterias Patdgenas

Figura 9. Porcentaje de inhibicion de bacterias patdgenas a la concentracion de 0.5% del extracto

RAL.
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La figura 10 muestra la actividad inhibitoria del extracto CAl, en la cual se

observa la accion de este extracto sobre las bacterias E. aerogenes 29.3% y

E. coli ¢ 12% de inhibicion.

Evalucion del Extracto CAl auna
Concentracion del 0.5%
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Figura 10. Porcentaje de Inhibicion del extracto CAl a una concentracion del 0.5% contra bacterias

patogenas.

Como se puede observar en la figura 11 el extracto TEI presento actividad

antibacteriana contra las bacterias; E. coli ¢ 19.2%, K. pneumoniae 42.3%, S.

typhi 25% y E. coli 13.5%.
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Evaluacioén del Extracto TEI a una
Concentracion del 0.5%
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Figura 11. Porcentaje de inhibicion del extracto TEI a una concentracion de 0.5%, contra bacterias

patdgenas.

En la siguiente figura se puede observar la accion antibacteriana del extracto

REI al 0.5% el cual posee mayor actividad frente a E. coli ¢ con un 33.3%

mientras que en K. pneumoniae hay apenas un 3.8% de inhibicién.

Evaluacién del Extracto REI a una
Concentracion del 0.5%
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion del extracto REI a una concentracion del 0.5% contra bacterias

patdgenas.
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La figura 13 muestra el efecto antibacteriano del extracto Cascara en Etanol
por Infusion, el cual present6 actividad antibacteriana frente a P. mirabilis

11.8%, E. coli ¢ 15.4%, Salmonella 3.9% y E. coli 18.9%.

Evaluacion del Extracto CEIl a una
Concentracion del 0.5%
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Figura 13. Porcentaje de inhibicién del extracto CEI a una concentracion del 0.5% contra bacterias

patogenas.
El la figura 14 se observa el efecto del extracto TEI a una concentracion del
1%, como indica la efectividad fue minima y solo contra la bacteria E. coli
6.3%. Caso similar a lo ocurrido con los extractos de ruezno y cascara
evaluados a la misma concentracion, los cuales presentaron efecto inhibitorio
frente a E. coli en un 18.3%(figura 15) y con el extracto CEl un 7.7% (figura
16).
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Evaluacion del extracto TEIl a una
Concentracion del 1 %
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion del extracto TEI contra bacterias patégenas.

Se ha reportado la eficacia del aceite de ajo para bacterias Gram positivas:

Citrobacter sp, Enterobacter sp, Escherichia sp, Proteus sp, Pseudomona sp,

Salmonella sp, Serratia sp, Shigella sp. Puede prevenir el crecimiento de S.

aureus, B. cereus; con una eficacia comparada con la de

la ampicilina a

diferentes concentraciones. Aunque resulta ineficaz para C. botulinum

(Davidson y Parish, 1989).
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Evaluacién del extracto REI a una
Concentracion del 1 %
18.3
S 20
[&]
8 15 9.8
e
<10
S a 0 1.4 1.3
o\o —— A ay .7
N Q .. . O
6&\ e‘\é’ & o‘.\\rb rS{)&% &
: o < S & <
& S &
«° N Q
%.
Bacterias Patégenas

Figura 15. Porcentaje de inhibicion del extracto REI contra bacterias patdgenas

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos

de diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los aceites esenciales de

las especies del género Origanum presentan actividad contra bacterias gram

negativas como Salmonella typhimurium, Escherichia coli,

Klebsiella

pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y las gram

positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria

monocytogenes y Bacillus subtilis (Aligiannis, 2001).
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Evaluacion del Extracto CEIl a una
Concentracion del 1 %
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion del extracto Céascara en Etanol por Infusion a una concentracion

del 1%, contra las bacterias patogenas.

En la figura 17 se puede observar la actividad antibacteriana del extracto TEl,

contra las bacterias P. mirabilis 21.6% y K. pneumoniae 10.5%.
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Figura 17. Porcentaje de inhibicion del extracto TEI a una concentracion del 2% contra las bacterias

patdgenas.
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En la figura 18 se observa la actividad inhibitoria del extracto REI contra la
bacteria P. mirabilis 6.5%. Mientras que el extracto CEI presento un 13 % de
inhibicion frente a P. mirabilis y 31.6 % de efectividad frente a K.

pneumoniae (Figura 19).
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Figura 18. Porcentaje de inhibicion del extracto REI contra bacterias patdgenas.

Stoilova y col., (2005) realizaron estudios de la corteza de los extractos
acuosos Yy etandlicos de Mangifera indica L., encontrando que poseen
actividad antibacteriana en Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

Salmonella thyphimurium.

61



Evaluacién de extractos polifenolicos de residuos de Nogal Pecanero contra Bacterias Patgenas a

Humanos
Guerra Olguin 2012

w
w

30
25

N
o

% de Inhibicién
=
o wn

o wun

Evaluacion del Extracto CEl a una
Concentracion del 2%

13

31.6

Py oy

0 0
A A

P. mirabilis

K. S. typhi E. coli
pneumoniae

Bacterias Patogenas

Figura 19. Porcentaje de inhibicion del extracto CEIl al 2% contra bacterias patgenas.

La figura 20 muestra el porcentaje de inhibicion del extracto TAI el cual fue

de 19.6% contra P. mirabilis y 21.1% en K. pneumoniae. Mientras que el

extracto de RAI presento actividad solo frente a K. pneumoniae, con un

10.5% de inhibicion (Figura 21).
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion del extracto TAI al 2% contra bacterias patogenas.

Scalbert y Williamson (2000) mencionan que las propiedades antimicrobianas
de los taninos pueden ser debido a que: los taninos pueden formar complejos
con enzimas y otras proteinas microbianas inhibiendo sus funciones; los
taninos también pueden inhibir el transporte de electrones a través de las
membranas y adicionalmente; los taninos pueden acomplejar iones como
hierro y cobre inhibiendo asi la actividad de algunas enzimas que pueden ser

esenciales para la vida microbiana.
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Figura 21. Efecto inhibitorio del extracto RAI al 2% contra bacterias patdgenas.

Los metabolitos secundarios son importantes en la fisiologia de las plantas
porque contribuyen en la resistencia hacia los microorganismos. Se ha
demostrado que los polifenoles de diferentes origenes vegetales presentan
propiedades interesantes para el control de microorganismos patégenos con

importancia para el hombre (Guevara-Gonzalez, y col., 2005).
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Figura 22. Porcentaje de inhibicion del extracto CAl contra bacterias patdégenas.

En la figura 23, se muestra el porcentaje de inhibicion del extracto TEI, contra
las cepas bacterianas patdgenas a humanos, como se puede observar el
extracto es 100% eficaz contra P. mirabilis, mientras que en la cepa K.
pneumoniae el efecto no es significativo pues fue del 4.5%. Méndez (2010)
evalud el efecto antibacteriano de los extractos de gobernadora, yuca, orégano,
lechuguilla, nopal, ruezno, hojasen, demostrando que los extractos etanolicos
fueron mas eficaces para la inhibicion del crecimiento de las bacterias,
también reporto que los extractos obtenidos a partir de gobernadora fueron los
maés eficientes. Los mejores resultados encontrados fueron contra S. aureus y

E. coli, mientras que el efecto fue menor en Enterobacter.
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Figura 23. Porcentaje de inhibicion del extracto TEI a una concentracion del 5% contra las

diferentes bacterias patégenas.

En la figura 24, extracto REI, y Figura 25, extracto CEIl se observan

comportamientos similares de las bacterias, ya que ambas presentan inhibicion

en las cepas de E. coli y E. coli ¢, mientras que en K. pneumoniae y P.

mirabilis los extractos no tuvieron ningun efecto. Benitez y col. (2010)

reportaron que el extracto etanolico de mango presento un efecto inhibitorio

visible frente a E. coli pero no hubo inhibicion frente a S. typhi.
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Figura 24. Porcentaje de inhibicion del extracto REI a una concentracion del 5%, contra bacterias

patdgenas.

Los extractos de polifenoles obtenidos en estado puro presentan propiedades

antibacterianas, afectando la porcién lipidica de la membrana citoplasmatica

de los microorganismos patogenicos, provocando una disminucion del

consumo de oxigeno y la alteracion de la cadena respiratoria.
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Figura 25. Porcentaje de inhibicion del extracto CEl a una concentracion del 5%, contra bacterias

patdgenas en humanos.

Se puede observar una gran diferencia entre los extractos acuosos de tallo

cascara y ruezno evaluados a una concentracion del 5%, ya que el extracto de

tallo presento la méas alta actividad inhibitoria frente a E. aerogenes 33.3%

(figura 26), mientras que el extracto de ruezno presento 90.5 % de inhibicion

frente a la misma cepa bacteriana (figura 27) y fue 100 % contra P. mirabilis.
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Figura 26. Porcentaje de inhibicion del extracto Tallo en Agua por Infusion a una concentracion del

5% contra bacterias patogenas.

Los aceites esenciales de clavo y canela estdn siendo estudiados como

sustancias antimicrobianas para la conservacion de alimentos, el extracto de

canela fue estudiado en jugo de manzana pasteurizado, en combinacion con

otras sustancias, con el fin de inactivar el crecimiento de Salmonella y E. coli;

Yuste y Fung (2004) encontraron que la combinacion de Nicina y extracto de

canela aceleran la destruccion de estas bacterias aumentando asi la seguridad

de este producto.
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Figura 27. Porcentaje de Inhibicion del extracto Ruezno en Agua por Infusion a una concentracion

del 5% contra bacterias patdgenas en humanos.

En la figura 28 se puede apreciar el efecto del extracto CAIl a una

concentracion del 5%, el cual presento actividad frente a E. coli 22.2%, P.

mirabilis y E. aerogenes en un 5.1y 9.5 % respectivamente.
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Figura 28. Porcentaje de inhibicion del extracto Céscara en Agua por Infusion a una concentracion

del 5% contra bacterias patégenas a humanos.
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Como se puede observar en la figura 29, el extracto ruezno mas cascara en
etanol por infusion presento efectividad inhibitoria frente a E. coli ¢ 51%, asi
como también inhibid el crecimiento de E. aerogenes, P. mirabilis y S. typhi

aun que en menor porcentaje.
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Figura 29. Porcentaje de inhibicidn usando la mezcla del extracto ruezno mas cascara en etanol por
infusion al 0.5%.

La figura 30 muestra el efecto inhibitorio de la mezcla de extractos RCEI la
cual presento inhibicion frente a E. aerogenes y E. coli c enun 75y 67.3%
respectivamente. Castillo Godina (2008) reportd que extractos de
gobernadora, damiana, sangre de drago, hojasén y cascara de nuez inducen
una inhibicion del crecimiento de Escherichia coli y Enterobacter aerdgenes,

hasta de 60 y 50 % respectivamente.
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Figura 30. Porcentaje de inhibicién de la mezcla del extracto ruezno mas cascara en etanol por

infusion.

En la figura 31 se muestra el efecto del extracto ruezno mas cascara en agua

por infusion en la cual se observa que solo hubo inhibicidn frente a la bacteria

K. pneumoniae.
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Figura 31. Porcentaje de inhibicion de la mezcla de extractos ruezno y cdscara en agua por infusion

contra las bacterias patdgenas.
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En la figura 32 de observa el efecto antimicrobiano del extracto ruezno mas
cascara en agua por infusion el cual presento inhibicion frente a tres de las

cepas bacterianas evaluadas.

Evaluaciondel Extracto RCAla una
Concentracion del 1%

38.8

[
g 40 ~+
5 30 7 15.1
S0 o @ oo
© 0 —-
X ) )
(=) 00\\ ('\\’bQ’ (\Qf’ ~°§\% Q\Q\ 0\\(/

& ) ng NG ’6 C

\)@ Q}o & S £
&8 A
%.

Bacterias Patdgenas

Figura 32. Porcentaje de inhibicion de la mezcla de extractos ruezno y cascara en agua por infusion
al 1% contra las bacterias patégenas.

4.3.2 Evaluacion del los extractos usando la técnica de Sensi-discos

Para la realizacion de esta prueba se utilizaron los extractos (cuadro 4) y
fermentados (cuadro 5) concentrados, sin embargo no se obtuvieron resultados
satisfactorios, como se observa en la figura 33 el extracto REU 15 fue el tnico
que tuvo un efecto inhibitorio contra las cepas bacterianas siento mas eficaz

frente a P. mirabilis 21.4%.

Herrera y col. (2006) reportaron el efecto inhibitorio de extractos acuosos de

clavo principalmente efectivo contra S. aureus pero no contra Salmonella,
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canela y tomillo presentaron efecto inhibitorio frente a Salmonella y laurel

contra E. coli.
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Figura 33. Porcentaje de inhibicion del extracto REU 15’ contra las bacterias patogenas.
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Conclusiones

e Se logro conservar las cepas bacterianas mediante los métodos de leche

descremada, glicerol, tubos de agar nutritivo y liofilizacion.

e Los mejores resultados de la evaluacion por el método de agar en
difusién fueron con los extractos etandlicos de tallo, cascara y ruezno
con mayor concentracion. Mientras que de los extractos acuosos el que

presento mayor inhibicion fue el extracto de ruezno.

e Los extractos TEI, CAI, RAI Y TAI mostraron mayor efectividad
contra las cepas de Escherichia coli, Escherichia coli c, Proteus
mirabilis y Enterobacter aerogenes, mientras que Klebsiella
pneumoniae y Salmonella typhi fueron las cepas mas resistentes a los

extractos.

e En evaluacion por el método de sensi-discos el unico extracto que
presento actividad inhibitoria fue el de REU 15 contra todas las

bacterias pero en diferentes porcentajes.

e La utilizacion de extractos etanolicos obtenidos de los residuos del
nogal pecanero son efectivos a altas concentraciones contra tres cepas
bacterianas Escherichia coli, Proteus mirabilis y Enterobacter
aerogenes, por lo tanto representan una alternativa para futura la
elaboracion de productos que inhiban el crecimiento de estos

microorganismos.
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