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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos son originadas por microorganismos patdgenos
perjudiciales para la salud de los consumidores, para mitigar este problema la tendencia actual es
hacer uso de compuestos naturales con propiedades antimicrobianas. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite vegetal a partir de semillas de papaya
obtenido mediante la tecnologia de fluidos supercriticos, frente a las bacterias (Listeria
monocinogenes, Staphylococcus aureus, Bacilus cereus) identificadas dentro de la microbiota
de trucha arcoiris. Para el efecto se estandariz6 una microemulsion cuyos parametros fueron:
60°C de calentamiento, relacion 1:1 de aceite vegetal con Tween 20 como agente emulsificante y
33,73 minutos de agitamiento. Se evaluaron diferentes concentraciones de aceites vegetal (1, 8,
16, 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72 ul de aceite vegetal/mL de emulsién). La actividad antibacteriana se
determind con la Concentracion Minima Inhibidora (CMI) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) utilizando el método de microdilucion en caldo colorimétrico en caja de
Elisa. El aceite de semillas de papaya no presentd efecto inhibitorio frente a Staphylococcus
aureus, Bacilus cereu, pero existio inhibicion de Listeria monocytogenes; el aceite de semillas de
papaya extraido sin co-solvente tiene una CMI de 64 pL/mL y una CMB de 72 pL/mL; con el
aceite de semillas de papaya extraido con agua como co-solvente tiene una CMI de 40 pL/mL y
una CMB de 46 pL/mL. Este estudio demuestra que el aprovechamiento de residuos
agroindustriales es una fuente alternativa para la obtencion y aplicacién de ingredientes naturales
en la industria alimentaria.

Palabras clave: Aceite vegetal, actividad antibacteriana, emulsion, semillas de papaya

(Carica papaya).
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ABSTRACT

Foodborne illness are caused by pathogenic microorganisms harmful to the health of
consumers and to mitigate this problem the current trend is the use of natural substances with
antimicrobial properties. The objective of this work was to evaluate the in vitro antimicrobial
activity of vegetable oil of papaya seeds obtained throgt supercritical fluid technology, against
bacteria (Listeria monocynogenes, Staphylococcus aureus, and Bacillus cereus) identified within
the microbiota of rainbow trout. For this purpose, a microemulsion was standardized whose
parameters were: 60°C, 1. 1 ratio of vegetable oil with Tween 20 as emulsifying and 33.73
minutes of agitation. Different concentrations of vegetable oils were evaluated (1, 8, 16, 24, 32,
40, 48, 56, 64, 72 pL of vegetable oil/mL of emulsion). The antimicrobial activity was
determined with the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) using the microdilution method in colorimetric broth on Elisa box. The
papaya seed oil showed no inhibitory effect against Staphylococcus aureus, Bacilus cereu. The
papaya seed oil showed no inhibitory effect against Staphylococcus aureus, Bacillus cereus; but
there was inhibition of Listeria monocytogenes, the papaya seed oil extracted without co-solvent
has a MIC of 64 uL / mL and a MBC of 72 uL/mL, with the oil of papaya seeds extracted with
water as co-solvent has a MIC is 40 uL/mL and a MBC of 46 pL/mL. This study shows that the
use of agroindustrial waste is an alternative source for obtaining and applying natural ingredients
in the food industry.

Keywords: Vegetable oil, antimicrobial activity, emulsion, papaya seeds (Carica papaya),

minimum inhibitory concentration (MIC).
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INTRODUCCION

En general la industrializacion de frutas, como toda industria de alimentos implica la
generacion de una cantidad considerable de residuos que pueden ser aprovechados de diversas
formas, como en alimentacion animal, abonos, obtencidn de biogas, en la extraccion de aceites,
pectinas, flavonoides, entre otros. Para la eleccion adecuada de alguna tecnologia para el
aprovechamiento de residuos se deben realizar evaluaciones tecnoldgicas, comerciales y de
riesgos (Yepes et al., 2008). Sin embargo, en la mayoria de los casos, el destino de los residuos
generados del procesamiento de frutas se arroja en las basuras generando un impacto negativo al
medio ambiente.

En Narifio el manejo de los residuos de frutas (semillas y cascara), no tienen un destino que le
imprima valor, debido principalmente a que las estrategias de aprovechamiento de residuos
agroindustriales de este tipo se limitan simplemente a procesos de compostaje para luego ser
usado como abono, actividad que es insuficiente para la generacion de un mayor valor agregado
para los residuos como las semillas de frutas, que de acuerdo a estudios previos pueden ser una
fuente promisoria de aceites con destino a la industria de alimentos, cosmética y farmacéutica
(Peralta et al., 2008; Ocampo et al., 2007; Belén, et al.,2004; Amaya et al.,2007).

El aprovechamiento de residuos agroindustriales de frutas son una alternativa para mitigar el
impacto ambiental dejado por el procesamiento y consumo, por lo tanto, este proyecto busca
valorizar las semillas de frutas por medio de la extraccion de su aceite utilizando una tecnologia
amigable con el ambiente como es la de fluidos supercriticos.

Desde tiempos muy remotos la materia vegetal ha cumplido un papel importante en el area
terapéutica gracias a las multiples propiedades que ellas poseen. Por esta razon en las ultimas

décadas ha ido tomando cada dia mayor importancia su estudio y el desarrollo de técnicas
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analiticas que permitan la separacion e identificacion de las sustancias o principios activos
contenidos en especies vegetales.

Los aceites vegetales son liquidos aceitosos aromaticos que se obtienen por medio de
diferentes métodos de extraccion a partir de material vegetal especialmente semillas (Kiritsakis,
1992). Algunos de estos y otros extractos de plantas poseen caracteristicas antibacterianas y
antifangicas que han sido evaluadas como una fuente potencial de nuevos compuestos
antimicrobianos, como alternativas para la preservacion de alimentos y para el tratamiento de
enfermedades infecciosas (Solorzano et al., 2011). Estos aceites tienen un amplio potencial de
aprovechamiento que debe ser empleado de manera eficiente, dentro de ello esta su utilizacion
como agentes que permitan reducir y limitar la presencia de patdgenos en alimentos (Viuda et., al
2008).

Las semillas de diferentes frutas contienen componentes activos de interés como acidos
grasos libres y algunos componentes minoritarios como tocoferoles, esteroles y escualeno
(Hurtado et al., 2013). Los principales acidos grasos que se han encontrado en semillas de frutas
son palmitico, palmitoleico, estearico, oleico, linoleico, linolénico, araquiddnico (Pantoja,
Hurtado, and Martinez, 2017; Dorado, Hurtado and Martinez, 2016; Cerdn, Osorio, and Hurtado,
2012) los cuales tienen un gran potencial en la industria alimentaria, cosmética, farmacéutica, de
esta manera con el manejo adecuado de los residuos de frutas mitigaria en parte el impacto
ambiental y dando un valor agregado a un residuo alimenticio (Yepes et al., 2008).

Por otra parte, tanto en Colombia como en el Departamento de Narifio, la actividad piscicola
se presenta no solamente como una alternativa de gran importancia a nivel socioeconémico sino
tambien por su contribucion a la soberania alimentaria de muchas familias, en especial en el

entorno rural. No obstante, el tema de procesamiento y conservacion de esta proteina carnica
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involucra el uso de aditivos quimicos que prolongan su vida util pero va en contravia con las
actuales tendencias de consumo de productos naturales.

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
entre las fuentes mas comunes de enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’S) se
incluyen productos lacteos y jugos no pasteurizados, carne elaborada y cocida de manera
insuficiente, frutas y hortalizas crudas, ademas de un manejo y almacenamiento insalubre de los
alimentos preparados (FAO, 2015).

Las ETA’s se pueden definir como el sindrome originado por la ingesta de alimentos, incluida
el agua, que contienen agentes etiologicos en cantidades tales que afectan la salud del consumidor
a nivel individual o en grupos de poblacion; de acuerdo a lo anterior es importante considerar la
presencia de microorganismos de caracter patdgeno que son los responsables de dichas
enfermedades y la aparicidn de graves intoxicaciones alimentarias (FAO, 2015).

Algunos microorganismos asociados a las ETA’s tales como Escherichia coli, Clostridium
botulinum, C. perfringens, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus, Yersinia enterocolitica, Shigella sp., Salmonella sp., Listeria monocytogenes
entre otros, se encuentran principalmente en alimentos contaminados o que no han pasado por un
proceso adecuado de produccion o conservacion.

Los métodos de conservacion de alimentos que estén exentos de productos quimicos pero que
contengan compuestos antimicrobianos seguros y eficaces abren paso a numerosos estudios con
productos naturales como es el caso de los aceites esenciales o vegetales de plantas ya que los
conservantes quimicos aungue son usados como control microbiano, generan gran debate por los
efectos secundarios sobre la salud humana. En este contexto en los Gltimos afios los aceites
naturales se han convertido en un tema de investigacion en beneficio de la industria alimentaria

puesto que el deterioro de los alimentos causada por microorganismos durante el procesamiento y
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almacenamiento podria ser manejado con este tipo de procedimientos por aportar agentes
antimicrobianos (Prakash et al., 2015).

El uso de productos antimicrobianos naturales es cada vez mayor en la industria alimentaria,
considerada como una de las alternativas debido a sus bajos impactos negativos en el medio
ambiente y en la salud de los consumidores. Los metabolitos secundarios de las plantas, frutas o
derivados juegan un importante papel en su resistencia contra las plagas y enfermedades, por lo
que las investigaciones sobre las propiedades antimicrobianas de los aceites permiten descubrir
nuevos agentes para el control de patdgenos; por eso la razon de esta investigacion es evaluar el
potencial antibacteriano que puede tener el aceite vegetal de semillas de papaya extraidos con
fluidos supercriticos, mediante técnicas in vitro con la posibilidad de ser incorporado en filetes

de pescado para contribuir al incremento de su inocuidad.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los productos alimenticios estan frecuentemente propensos a la contaminacion causada por
agentes patdgenos algunos de ellos generados durante el almacenamiento, el transporte o el
procesamiento después de la cosecha lo que trae consigo pérdidas significativas en la calidad,
cantidad, composicion de nutrientes, y finalmente se reduce inocuidad y valor en el mercado.
Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion en 2011 los
casos registrados de pérdidas de alimentos en mal estado en los que se incluye cereales, granos,
nueces, frutas, verduras, carnes y especias se reportan en cifras equivalentes a toneladas métricas
de alimentos cada afio; para Colombia la pérdida y desperdicio de alimentos equivale a 9.76
millones de toneladas al afio de los cuales 6.2 millones se pierde y 3.54 millones de toneladas se
desperdician.

La Organizacion Mundial de la Salud afirma que las enfermedades transmitidas por el agua y
los alimentos presentan un problema creciente y generalizado de salud publica, se estima que
afecta a 1 de cada 3 personas al afio en todo el mundo, y da lugar a 2,2 millones de muertes
afectando mayoritariamente a la poblacion infantil y desencadenando asi el problema de salud
publica méas extendido mundialmente. En Colombia para el afio 2015 segun datos del Instituto
Nacional de Salud se reportaron 795 brotes de ETA y 32 brotes en el departamento de Narifio
(Instituto Nacional de Salud, 2016).

Gran cantidad de bacterias patdgenas se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza en
reservorios acuaticos y animales. Estas bacterias estdn asociadas a enfermedades
gastrointestinales producto del consumo de alimentos contaminados tanto en origen como en
proceso por falta de higiene e inadecuadas practicas de procesamiento y conservacion. Las
infecciones vienen acompafiadas de fiebre e inflamacion intestinal con diarrea acuosa y en

ocasiones con sangre, ademas de las manifestaciones después de la infeccion, se han presentado
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lesiones cuténeas, infecciones de las vias respiratorias inclusive neumonia e infeccién del tracto
urinario (Park, 2008).

Para disminuir el riesgo de contraer alguna ETA"s y buscando la extension de la vida util de
los alimentos, se han utilizado algunos métodos de conservacion y practicas de almacenamiento,
sin embargo la contaminacion y el deterioro de los mismos sigue siendo un problema importante
a la hora de evaluar la inocuidad alimentaria ya que se conoce que el empleo diferentes productos
quimicos han contribuido de manera significativa como conservantes en el control de los
alimentos, pero asi mismo la mayoria de estos presentan efectos secundarios en la salud humana
(Angiolillo et al., 2013). De esta manera el consumo de alimentos que han sido conservados
mediante métodos quimicos ha generado de alguna manera cierta inconformidad por parte de los
consumidores y las industrias alimentarias los cuales actualmente tienen tendencias de consumo
mas saludables que contribuyen a mejorar su calidad de vida y por lo tanto los alimentos frescos,
minimamente procesados o conservados sin aditivos quimicos han creado una necesidad de gran
importancia dentro del mercado.

Es de mencionar la resistencia de los microorganismos a los farmacos existentes tiende a
incrementarse, es por esta razdn que se pretende buscar nuevas alternativas de antimicrobianos
naturales, logrando ser un aporte innovador en este campo (Clavijo Cardona, Osorio Salazar, and
Jiménes Gonzélez, 2012), para combatir las infecciones y superar los problemas de resistencia
bacteriana y los efectos secundarios de algunos agentes disponibles actualmente (Maguna et al.,
2006).

Si bien la tendencia es estudiar nuevos extractos naturales para buscar solucion a industrias
alimentarias, los aceites vegetales han sido muy poco investigados en comparacion a los aceites

esenciales sin determinar las actividades biologicas que podrian llegar a tener.
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Por otra parte, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura,
reporta que a escala mundial se procesan casi 70 millones de toneladas de pescado por fileteado,
congelacién, enlatado o curado (FAO, 2001). EI departamento de Narifio se destaca por ser uno
de los mayores productores de trucha arcoiris en Colombia, focalizado principalmente en el
corregimiento de ElI Encano donde esta actividad se desarrolla en su mayoria de manera
artesanal, con poca tecnologia lo que influye de alguna manera en la inocuidad y calidad del
producto obtenido afectando asi la salud pablica (Moreno, 2014).

En consecuencia, si bien el renglon piscicola representa una importante fuente de ingresos
para los productores de la region, su competitividad se ve disminuida por las rudimentarias
practicas de produccion y conservacion de este alimento.

De acuerdo a lo anterior el presente estudio plantea la siguiente pregunta de investigacion: ¢el
aceite vegetal de semillas de papaya (Carica papaya) tiene actividad antimicrobiana in vitro ante
la flora bacteriana de trucha arco iris (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacilus

cereus).
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2. JUSTIFICACION

El crecimiento del sector fruticola en Narifio ha permitido que el procesamiento de frutas
adquiera una importancia econémica y social en la region, siendo el lulo, maracuya, tomate de
arbol, mora, mango, guanabana, papaya y guayaba, las frutas mas utilizadas en esta actividad
agroindustrial. De estas, el tomate de arbol es la fruta con mayor produccién anual en el
departamento con 4477,5 Ton, le sigue la papaya con 2862,5 Ton, mora con 2674,9 Ton.
(Consolidado Agropecuario, 2010).

Dentro de la produccion de papaya, se espera un aumento de produccién de esta actividad al
pasar de 168.783 Toneladas de producto en fresco en el afio 2015 a 186.892 para el 2020 y a
251.843 para 2030, donde la mayoria estaria destinada al consumo interno (Asohofrucol, 2013).

Con el fin de garantizar la seguridad alimentaria, existe la necesidad de contar con medidas de
control eficaces como conservantes antimicrobianos que generen inocuidad en los alimentos y
que de la misma manera no traigan efectos secundarios negativos debido a su consumo. En la
actualidad se evidencia una demanda importante de alimentos que no contienen productos
quimicos artificiales perjudiciales, y en cuanto a la prevencion de enfermedades transmitidas por
alimentos ha crecido el interés de investigacién relacionado con la busqueda de alternativas a los
antibidticos como son los antimicrobianos naturales para extender la vida atil y detener el
deterioro de los alimentos a causa de agentes patdgenos (Varona et al., 2013).

Desde tiempos muy remotos la materia vegetal ha cumplido un papel importante en el area
terapéutica gracias a las multiples propiedades que ella posee. La medicina tradicional esta siendo
complementada por la medicina natural tomando cada dia mayor importancia su estudio y el
desarrollo de técnicas analiticas que permitan la separacion e identificacion de las sustancias o
principios activos contenidos en especies vegetales. Por ejemplo, aunque los extractos vegetales

estan en el grupo de aditivos clasificados como sustancias aromaticas y saborizantes, en el que se
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incluyen diversos productos naturales, pueden utilizarse como medicamentos alternativos en
todas las especies animales sin restriccion alguna de su edad pero si en la dosis del producto
(Shiva Ramayoni, 2007).

De esta manera los productos de origen natural como los aceites han sido estudiados como
inhibidores potenciales de crecimiento bacteriano en la conservacion de los alimentos
demostrando eficacia bactericida, antioxidante y antifingica (Varona et al., 2013). Por lo tanto es
evidente que en cuanto a seguridad alimentaria hoy en dia se hace necesario el desarrollo de
nuevas estrategias que permitan eliminar o reducir la presencia de patdgenos en los alimentos y
para esto se plantea la posibilidad de utilizar aceites de plantas y subproductos de la industria
alimentaria como una opcion de conservacion de alimentos. Ademas los compuestos fendlicos
que contienen los aceites vegetales por sus propiedades ademés de antioxidantes y por sus
atributos sensoriales brindan estabilidad por la resistencia a la oxidacion lipidica, son excelentes
conservadores naturales, brindando estabilidad al alimento, desplazando a otros conservadores
sintéticos (Mufioz et al., 2013).

En la actualidad, el gran desafio para los paises ricos en biodiversidad es poder vincular y
convertir el conocimiento proveniente de los recursos bioldgicos en compuestos, procesos,
métodos, herramientas o productos Utiles, como parte del aprovechamiento y la explotacion
sostenible de la diversidad bioldgica en beneficio de la sociedad (Lizcano and Vergara, 2008).
Narifio cuenta con un gran potencial econdmico gracias a biodiversidad vegetal pero no lo ha
sabido aprovechar para generar valor agregado. Es entonces cuando se presenta una nueva
oportunidad para el departamento, a traves de la investigacion en ingredientes naturales y el
desarrollo de productos innovadores que se convierten en una alternativa para trazar una ruta

exitosa hacia el progreso cientifico y economico del departamento.
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Es asi como se busca aprovechar un residuo del procesamiento de las frutas, como son las
semillas para generar un valor agregado, lo cual puede conllevar que en el futuro, estos
subproductos sean una fuente adicional de ingresos tanto para el productor como para el
industrial. Ademas, los posibles residuos generados de este proceso se podran destinar a la
elaboracion de abonos o para alimentacion animal, mitigando asi el impacto ambiental que estos
pueden generar si no se les da un tratamiento adecuado. Por otra parte, el uso de una tecnologia
limpia como lo es la extraccion con fluidos supercriticos permite un aprovechamiento de estos
residuos agroindustriales de manera sostenible y amigable con el medio ambiente, logrando un
uso integral de los productos fruticolas en el departamento (Yepes et al., 2008).

La extraccion de aceites vegetales con fluidos supercriticos se puede considerar como una
tecnologia selectiva, que requiere menor tiempo de extraccion, consume menos energia y
coincide con las exigencias actuales del mercado en el sentido de promover el uso de procesos de
nulo impacto ambiental (Silva, et al., 2017). Por lo tanto, la extraccién con fluidos supercriticos,
especificamente con dioxido de carbono, resulta una alternativa interesante para la extraccion de
aceites vegetales por cuanto no posee los inconvenientes de los disolventes quimicos
tradicionales.

El desarrollo de esta investigacion permitio generar un aporte cientifico importante para
aquellas investigaciones relacionadas con aceites vegetales que van enfocadas hacia la aplicacion
y evaluacion de la actividad antibacteriana de los compuestos bioactivos de los aceites de
semillas de frutas sobre matrices alimentarias, con el fin de garantizar la calidad y la inocuidad de
uno de los alimentos mas representativos de la economia del departamento de Narifio como es la
trucha arco iris. Con los resultados obtenidos se pretende contribuir, de manera indirecta con la
calidad y la inocuidad de una proteina carnica altamente nutritiva y a incrementar la

competitividad de la industria de la pesca y la acuicultura.
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3. HIPOTESIS
El aceite vegetal de semillas de papaya (Carica papaya) extraido con fluidos supercriticos
tiene actividad antibacteriana in vitro frente a tres bacterias (Listeria monocynogenes,
Staphylococcus aureus, Bacilus cereus) presentes en la microbiota de la trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Estudiar mediante técnica in vitro la actividad antibacteriana del aceite de semillas de papaya
(Carica papaya) frente a la microbiota de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
4.2 Objetivos Especificos
e Determinar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite vegetal de semillas de papaya
extraido mediante la tecnologia de fluidos supercriticos.
e Determinar los parametros de formacion de la microemulsion a partir de aceite de
semillas de papaya requerida para la evaluacion de la actividad antibacteriana.
e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite de semillas de papaya frente a las
bacterias: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacilus cereus, identificadas

como parte de la microbiota de la trucha arcoiris.
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5. MARCO TEORICO Y ESTADO DE ARTE
5.1 Generalidades de la papaya (Carica Papaya)

La papaya pertenece a la familia Caricaceae de género carica. Papayas Caricaceae son
originarias de zonas tropicales y subtropicales de América y Africa. Generalmente las papayas
son bayas elipsoides a esféricas, tornandose de verdes a un color amarillo atractivo en su
madurez, de pulpa blanda y jugo lechoso que es de amplio consumo. La papaya posee semillas
que constituyen entre el 15 y el 20% de la fruta aproximadamente 200 semillas, dependiendo de
la variedad las semillas miden de 3,7 a 4,5 mm de largo por 2 a 2.8 mm de ancho y 2 a 2.5 mm de
grueso, esféricas, cubiertas por una capa mucilaginosa (sarcotesta); las cuales hacen parte de los
residuos de biomasa en las unidades de procesamiento de frutas. La fruta se consume de forma
directa como también en jugos y dulces, y tiene unas magnificas propiedades para facilitar la
digestion de alimentos de dificil asimilacién, debido a su alto contenido de papaina (Calderon et
al., 1993).

5.2 Tecnologia de fluidos supercriticos

En la actualidad existen muchos métodos para la extraccion de aceites vegetales, entre los mas
comunes estan el prensado, la extraccion con solventes, la destilacion y métodos con tecnologia
mas avanzada como la extraccion asistida con ultrasonido (Vinatoru, 2001), la extraccion asistida
con microondas (Kaufmann & Christen, 2002) y la extraccion con fluidos supercriticos (Hurtado,
2002).

La extraccion con fluidos supercriticos, especificamente con dioxido de carbono, resulta una
alternativa interesante para la extraccion y fraccionamiento de aceites vegetales por cuanto no

posee los inconvenientes de los disolventes organicos tradicionales.
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Cuando los valores de una determinada sustancia son superiores a los de su punto critico se le
conoce como fluido supercritico, en este punto la sustancia no puede considerarse ni gas ni
liquido, por consiguiente, la fase liquida es indistinguible de la fase vapor. Tiene la propiedad de
difundirse a través de los sélidos como un gas y de disolver los materiales como un liquido
(Hurtado, 2016). Adicionalmente, puede cambiar rapidamente la densidad con pequefios cambios
en la temperatura o presion. Estas propiedades lo hacen conveniente como un sustituto de los
solventes organicos en los procesos de extraccion (Velasco, Villada, and Carrera, 2007,
Velasquez Valderrama, 2008).

Este proceso usa las propiedades de los gases por encima de sus puntos criticos para extraer en
forma selectiva los componentes solubles de una materia prima (Cavero et al., 2006). Tal como lo
muestra la Figura 1, un fluido supercritico se define como una sustancia que se encuentra por

encima de su presion Critica (Pc) y la temperatura Critica (Tc).

Figura 1. Diagrama de temperatura frente a presion de una sustancia para conocer las

condiciones de punto triple y punto critico.

Fuente: (Vasquez, 2008)
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La Figura 1 muestra la relacion entre los estados sélido, liquido y gaseoso en funcién de la
temperatura y la presion. En el Punto Triple (PT) coexisten las tres fases. Por sobre el Punto
Critico (PC) la sustancia no es ni un liquido ni un gas, sin embargo posee propiedades de ambos:
se comporta como un gas al llenar y tomar la forma de su contenedor y tiene la densidad de un
liquido, ademas de su poder disolvente.

Los fluidos supercriticos poseen interesantes propiedades que los hacen convenientes en
procesos de extraccion, separacion y en cromatografia, como por ejemplo: poseen alto coeficiente
de difusion y viscosidad mas baja que los liquidos, ausencia de tension superficial, la cual
aumenta la operacion de extraccion dada la rapida penetracion de estos al interior de los poros de
la matriz heterogénea, la selectividad durante la extraccién puede ser manipulada dada la
variacion de las diferentes condiciones de operacion tales como la temperatura y presion
afectando la solubilidad de varios componentes en el fluido supercritico, la extraccion con fluidos
supercriticos no deja residuos de disolventes, la extraccién con CO, supercritico permite su facil
recuperacion por procesos de reciclaje. EI CO, supercritico también ha sido usado en
innumerables aplicaciones industriales que incluyen diferentes campos como: alimentos,
agricultura, acuicultura, pesticidas, procesos microbianos, petroguimico y farmacéutico (Brunner,
2005; Sanchez et al., 2005; Tonthubthimthong et al., 2001; Vagi et al., 2005).

El CO; es el fluido supercritico méas utilizado debido a que es no tdxico, no inflamable, no
corrosivo, incoloro, no es costoso, se elimina facilmente, no deja residuos, se consigue con
diferentes grados de pureza, se puede trabajar a baja temperatura y por tanto, se pueden separar
compuestos termolabiles, y ayuda a prevenir la degradacion térmica de ciertos componentes
quimicos cuando son extraidos (Brunner, 2005; Rosa & Meireles , 2005).

Entre las aplicaciones comerciales de los fluidos supercriticos en la industria alimentaria se

encuentran: la extraccion de aceites vegetales, acidos grasos omega—3, aceites esenciales,
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alcaloides, antioxidantes naturales, aromas, saborizantes colorantes, obtencion de compuestos
minoritarios de alto valor agregado como escualeno, tocoferoles y fitosteroles (Hurtado, Martin,
Véazquez, Reglero, Sefiorans, & Ibafiez, 2014; Hurtado, 2002; Tilly & Col, 1990).

Una limitacion que presenta el didéxido de carbono como fluido supercritico es su caracter
apolar, que lo hace un disolvente poco adecuado para la extraccion de compuestos polares. Sin
embargo, esta caracteristica puede no ser una desventaja, puesto que confiere una mayor
selectividad en la extraccion de compuestos y mas posibilidades en el fraccionamiento de los
mismos (Vasquez, 2008). No obstante existe una alternativa que consiste en adicionar pequefias
cantidades de modificadores o co-solventes, que son sustancias polares que varian enormemente
la polaridad del fluido si son afiadidas en conjunto durante la extraccion (Vasquez, 2008). El co-
solvente puede ser seleccionado para interactuar fuertemente con los solutos de interés para
facilitar su extraccion; el agua, el metanol y el etanol son capaces de formar interacciones de
puentes de hidrogeno y dipolo-dipolo con los fenoles, lo que indica que son buenos co-solventes
del diéxido de carbono (Murga et al., 2000), para la extraccién de componentes polares.

5.3 Los aceites vegetales

Los aceites vegetales se caracterizan por ser compuestos organicos que se obtienen a partir de
semillas u otras partes de las plantas en cuyos tejidos se acumula como fuente de energia,
pertenecen a la familia de compuestos denominados lipidos, estan formados basicamente por
triglicéridos, diglicéridos, &cidos grasos libres y otros constituyentes minoritarios como
tocoferoles y esteroles (Hurtado, 2002; Bueno Ferrer 2012).

Los principales acidos grasos que se han encontrado en semillas de frutas son palmitico,
palmitoleico, estearico, oleico, linoleico, linolénico y araquidénico (Gornas & Rudzinska, 2016;
Pantoja, Hurtado, and Martinez, 2017; Dorado, Hurtado and Martinez, 2016; Ceron, Osorio, and

Hurtado, 2012).
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Existen acidos grasos monoinsaturados, es decir que poseen solamente un doble enlace en su
cadena hidrocarbonada, como el &cido oleico (Figura 2). Por otra parte, los acidos linoleico
(C18:2), linolénico (C18:3) y araquidonico (C20:0) son acidos grasos poliinsaturados, debido a
que poseen mas de un doble enlace. El acido palmitico (C16:0) (Figura 4-1b.) y el &cido estearico
(C18:0) son los acidos grasos saturados mas abundantes en la naturaleza, mientras que los

insaturados méas abundantes son el &cido oleico (C18:1) y linoleico (C18:2) (Kiritsakis, 1992).

Figura 2. Estructura quimica de los acidos grasos: a. Palmitico; b. Oleico
Fuente. Este estudio

En los aceites vegetales existen compuestos minoritarios como los esteroles, también
conocidos como fitoesteroles; estos se caracterizan por tener una alta demanda en la industria
farmacéutica para la elaboracién de hormonas semi-sintéticas y se ha difundido su uso como
aditivo de algunos alimentos, debido principalmente a que disminuyen las concentraciones
sanguineas de colesterol (Palou et al., 2005). Los tocoferoles, por su parte, son compuestos
poliprenoides precursores de la vitamina E, la cual actia como inhibidor de la oxidacion lipidica
en sistemas biolégicos y en alimentos. Los tocoferoles ejercen el efecto antioxidante por
numerosos mecanismos biofisicos y bioquimicos y tienen funcion de inhibicién de la sintesis del

colesterol (Pramparo et al., 2005).
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Estos aceites presentan grandes ventajas tanto a nivel alimentario como cosmeético por su
aporte en acidos grasos esenciales y vitaminas liposolubles como A, D, E y K, por lo cual se
requiere estudiar las bondades de su aplicacion en estos renglones. La produccion de aceites, son
muy demandados por su alto consumo, sobre todo en las mismas industrias de alimentos que
buscan constantemente fuentes naturales de sustancias aromatizantes, para no recurrir a las
sintetizadas en laboratorio.

5.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas de los aceites vegetales

La determinacién de las constantes analiticas de los aceites se hace por medio de las pruebas
fisicas y quimicas que dan valores caracteristicos para las distintas sustancias grasas. Estos
valores sirven como parametro de comparacion entre los reportados por el ICONTEC para la
clasificacion de los aceites (Dias & Amaya, 2005). Sobre la naturaleza y la calidad de un aceite se
puede juzgar a partir de sus constantes fisicas y quimicas o sus numeros (indices). Entre las
propiedades fisicas mas importantes de un aceite se encuentran la densidad y la temperatura de
fusién; entre las quimicas se destacan el niamero acido (indice de acidez), el indice de yodo, el
indice de perdxidos y el nimero o indice de saponificacién (Ramirez L. , 2008).

5.3.1.1 Densidad o gravedad especifica

Esta es una constante que no varia mucho para un aceite determinado cuando esta puro y
fresco, pero es afectado por la edad, rancidez y cualquier tratamiento especial que se le haga.

Segln la NTC 336, la densidad es igual a la masa por una unidad devolumen convencional a
una temperatura dada.

5.3.1.2 indice de acidez

Se entiende por indice de acidez o valor &cido, los miligramos (mg) de hidroxido de sodio

NaOH o hidroxido de potasio KOH necesarios para neutralizar los acidos grasos libres presenten
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en 1 g de grasa; la acidez por su parte, es el contenido de acidos grasos libres determinados de

acuerdo con procedimientos analiticos (NTC 218, 1999).

Las grasas y aceites en contacto con el aire, humedad y a cierta temperatura sufren cambios
con el tiempo, en su naturaleza quimica y en sus caracteres organolépticos. Estas alteraciones
reciben el nombre de rancidez o enranciamiento, el cual puede ser causado por oxidacion o por
hidrolisis; el enranciamiento hidrolitico consiste en que en presencia de lipasas o
microorganismos, los triglicéridos (grasa o aceite) producen acidos grasos y glicerina, mientras
que el enranciamiento oxidativo se debe a la oxidacion de los dobles enlaces de los acidos grasos
insaturados con formacién de perdxidos o hidroperdxidos que posteriormente se polimerizan y
descomponen dando origen a la formacién de aldehidos, cetonas y acidos (Bolafios et al., 2003).

5.3.1.3 Indice de saponificacion

El indice de saponificacion es el nimero de miligramos de hidroxido de potasio o sodio que se
requieren para saponificar 1 gramo de grasa o aceite (NTC 335, 1998), este indice determina el
tipo de triglicéridos y la cantidad que se encuentra en el extracto.

El indice de saponificacion es una medida de acidos grasos libres y combinados que existen en
las grasas y es directamente proporcional a su masa molecular media: cuanto menor sea la

proporcion de los acidos grasos de cadena corta, tanto mayor serd el indice de saponificacion.



ESTUDIO IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 36

CH3-(CH2)n- COO - CH 2 CH3<CH2)n- COO K CH20H
CH3-(CH2n-CO0-CH + KOH —— CH3CH2n-CO0K  + CHOH

CH3-(CH2)n- COO-CH 2 CH3-(CH2)n - COOK CH210H

I molécula de 3 moléculas de 3 moléculas de I molécula de
GRASA ALCALI JABON GLICERINA

Figura 3. Reaccion de saponificacion de una molécula de grasa.
Fuente. Este estudio

Si el indice de saponificacion es alto, indica que el peso molecular de los &cidos grasos es
menor, asi pues las grasas que contiene acidos grasos de cadena corta consumen mas KOH para
saponificar un gramo, y por tanto van a tener un indice de saponificacion superior o mas alto. El
indice de saponificacion orienta sobre la proporcion total de glicéridos que contiene la muestra;
para calcular el Indice de saponificacion se parte de una cantidad conocida de grasa, se afiade un
volumen medio y en exceso de KOH en solucion alcohdlica y se valora con HCI (Sanz 1., 2011).

5.3.2 Indice De Yodo

El indice de yodo se define como la determinacion del grado de insaturacion de una grasa
expresada como el nimero de gramos de yodo absorbidos por 100 gramos de muestra (NTC 283,
1998). La determinacion del indice de yodo, consiste en someter una cantidad exactamente
pesada de la muestra a la accion del reactivo de Wijs (Solucion con aproximadamente 0.2N de
monocloruro de yodo en acido acético glacial) luego de un tiempo determinado se valora el yodo
en exceso, mediante el empleo de solucidn de Tiosulfato de Sodio y se expresa como el ndmero
de gramos de yodo absorbidos por 100 gramos de muestra.

El &cido graso puede ser de 2 tipos: saturados (sin dobles enlaces) o insaturados (con un doble

enlace por lo menos). Los acidos grasos insaturados son muy reactivos debido a la presencia de
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dobles enlaces y por tanto reaccionan a la adicion de H, cambiando el comportamiento a la
fusion, el O, provoca oxidacion y I, permite determinar el nimero de dobles enlaces de la grasa
analiticamente, el indice de yodo mide la saturacion de los acidos grasos y esteres que es funcion
del grado de insaturacion. Se determina afiadiendo a la muestra un exceso de reactivo halogenado
que reacciona con los dobles enlaces (adicion electrofilica); posteriormente se valora por
retroceso el exceso de haldégeno que no ha reaccionado (valoracion redox) (Sanz I. , 2011).

Segun Los valores del indice de yodo los aceites se pueden clasificar de la siguiente manera:

e ACEITES SECANTES: son aceites que tienen indices de yodo muy elevados que pasan de
120, como los de linaza y los de pescado. Son los que al exponerse a la accién del aire
absorben el oxigeno de este y forman peliculas transparentes semejantes a la goma
elastica.

e ACEITES NO SECANTES: son aceites que tienen indices de yodo inferiores a 100 como
los de oliva, mani o almendras. Son los que al exponerse a la accion del aire se mantienen
liquidos y se espesan un poco.

e ACEITES SEMISECANTES: son aceites que tienen indices de yodo intermedios como los
de algoddn, ajonjoli 0 maiz. Estos aceites desecan menos que los aceites secantes y su
indice de yodo estd comprendido entre 100 y 120.

El indice de yodo puede variar ligeramente con la edad y la forma de conservacion de las

materias grasas. Generalmente los materiales viejos y mal conservados tienen un valor inferior al
mismo material fresco y bien conservado. Esta variacion es mas critica para los aceites secantes

que absorben facilmente el oxigeno del aire.



ESTUDIO IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 38

5.3.2.1 Indice de per6xidos

Esta prueba es empleada para cuantificar la alteracion del aceite causada por el ranciamiento,
en el cual se determinan todas las sustancias presentes que oxidan el yoduro de potasio (KI) bajo
las condiciones del método. Este valor se expresa en miliequivalentes de oxigeno activo por
kilogramo de muestra y es aplicable a todas las sustancias grasas y se determina segin la norma
NTC 336 de 2002.

La causa de la alteracion de los aceites y las grasas puede ser el resultado de una reaccion
tanto quimica como bioquimica pero la oxidacion de las grasas es mas frecuente por efecto de
degeneraciones quimicas. Lo esencial es que los dobles enlaces de sus acidos grasos
constituyentes, reaccionan con el oxigeno del aire formando compuestos que al descomponerse
originan otros, a los cuales se les atribuye el olor y sabor desagradables caracteristicos de las
grasas oxidadas, y es esto lo que se conoce con el nombre de rancidez. Al principio de la
oxidacion de las grasas es posible gue, en su mayoria, el producto de la reaccién no sea mas que
un hidroperéxido. Al aumentar la cantidad de perdxidos y aparecer el olor y el sabor
caracteristicos de la rancidez, se demuestra la presencia de otros productos resultantes de la
descomposicion de los hidroperoxidos. El agudo y desagradable olor a rancio se cree que es
debido principalmente a la presencia de aldehidos con atomos de carbono.

El sabor y olor a rancio apareceran sélo cuando la concentracion de estos compuestos sea tal
que puedan ser detectados por nuestros 6rganos sensoriales. La correlacion entre el olor y el
sabor de grasas rancias y la cantidad de peroxidos, expresada como indice de peroxido, depende
de muchos factores, como de su grado de insaturacion y de la longitud de la cadena del &cido,
entre otros. No es posible generalizar cual es el indice de perdxido correspondiente a la aparicion
de la rancidez; se hace necesario, en la mayoria de los casos, determinar el indice de peréxido y

hacer las correspondientes pruebas organolépticas; no obstante, si existen grasas que tienen una
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composicion similar, se puede generalizar y decir, mas 0 menos, qué indice de peroxido
correspondera a la aparicion de la rancidez.

5.3.2.2 Cuantificacion de polifenoles

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos secundarios
de los vegetales, donde desempefian diversas funciones fisioldgicas. Los compuestos fendlicos
son sustancias que se encuentran en compuestos organicos, éstos presentan anillos aromaticos
sustituidos por grupo hidroxilo y derivados funcionales de ésteres, metilésteres, entre otros.
Existe una gran variedad que va desde moléculas simples hasta la formacion de polimeros
(Jimenez & Villareal, 2008).

Se trata de compuestos que intervienen en el crecimiento y reproduccion de las plantas, asi
como en procesos defensivos contra agentes patdgenos, depredadores o radiacion ultravioleta.
Tradicionalmente se han considerado como sustancias antinutritivas debido al efecto adverso de
uno de sus componentes principales, los taninos, en la digestibilidad de proteinas. Sin embargo,
actualmente existe gran interés en estos compuestos debido a la gran variedad de actividades
bioldgicas que presentan, considerandose uno de los compuestos fitoquimicos alimentarios mas
importantes por su contribucion al mantenimiento de la salud humana.

Los compuestos fenolicos tienen efectos beneficiosos sobre la salud y sobre la calidad de los
alimentos que contienen, siendo responsables de algunas propiedades sensoriales como color y
sabor (Garcia, Ferndndez, & Fuentes, 2015). Las frutas y verduras contienen micronutrientes
esenciales tales como minerales, fibras y vitaminas, estos aportan varios componentes
metabolicos secundarios de naturaleza. Estos presentan gran capacidad para captar radicales
libres causantes del estrés oxidativo, justificando muchos de sus beneficios previniendo la

generacion de enfermedades cronicas degenetarivas (Kuskoski, Asuero, & Troncoso, 2005).
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El procedimiento para la determinacion de fenoles totales por el método de Folin- Ciocalteu se
utiliza para medir compuestos fenolicos totales en materiales vegetales. Se basa en que los
compuestos fenolicos reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, determinandola
espectrofotométricamente a 765 nm siendo este un maximo de absorcion, cuando se reduce por
los grupos fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que mide
para evaluar el contenido en polifenoles. Las lecturas de este ensayo se cuantifican en base a una
curva de calibracion con un patron de 4cido galico (Isaza, Veloza, Guevara, Avila & Diaz, 2005).

Este método puede padecer numerosas variaciones, principalmente en los volimenes
utilizados de la muestra a analizar, concentracion de reactivos y tiempo de reaccion.

La cantidad de compuestos polifendlicos y tipos presentes en un alimento varia en funcion de
la especie vegetal, variedad y parte del vegetal considerada (fruto, semillas, brotes, hojas), horas
de exposicion solar, grado de madurez, condiciones de cultivo, procesado, condiciones de
almacenamiento, etc (Mufioz et al., 2013).

Los compuestos fendlicos presentes en los aceites juegan un papel fundamental como
antioxidantes y agentes antimicrobianos, se encuentran presentes en aceitunas, romero y cacao
entre otros vegetales, entre sus funciones ademas de inhibir la peroxidacion lipidica, controlan y
protegen a los organismos vivos del dafio por radicales libres (Wollgast y Anklam, 2000; Del
Campo, Amiot, y Guyen, 2000; Bisignano et al., 1999).

Nieto Calvache y colaboradores en 2016, detectaron en los residuos de pulpa y cascara de
papaya componente fenolicos, carotenoides y acido ascorbico. El andlisis cromatogréafico les
permitio la identificacion de cinco compuestos fendlicos: acido hexacosico protocatecuico,
manghaslina, 3-O-rutindsido de quercetina, hexaosido de cafeoilo y acido feralico. Del mismo

modo, la luteina, la zeaxantina, el B-caroteno y la B-criptoxantina.
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Segun Ghosh, Bandyopadhayay and Janna en 2017, en un estudio sobre la extraccion y
caracterizacion de compuestos bioactivos del extracto de cloroformo de las semillas de papaya
encontraron alrededor de catorce componentes, en donde los principales determinados fueron:
acido oleico, acido estearico, éster metilico, dibenzoil-l-acido tartarico, acido palmitico y fenol,
2-metoxi-5-propilino entre otros.

5.3.3 Aceite vegetal de semillas de papaya

El perfil de acidos grasos del aceite de semillas de papaya reportados en la Tabla 1 por Dorado
A, en 2016 fue obtenido con CO,-SC, en el que se destacan como acidos grasos mayoritarios el
acido oleico y reporta una concentracion promedio a 57,45 mg/mL (C18:1, 59,89%) y el acido
palmitico con 28,68 mg/mL (C16:0, 27,67%). En menor proporcion se encontraron los acidos:
linoleico (C18:2, 7,58%), estearico (C18:0, 3,30%), palmitoleico (C16:1, 1,03%), laurico (C12:0,
0,62%), linolénico (C18:3, 0,54%) y miristico (C14:0, 0,52%).

Tabla 1.

Perfil de &cidos grasos de aceite de semillas de Carica papaya.

Perfil de acidos grasos

Acidos grasos identificados Cantidad relativa en porcentaje (%)
Palmitico 27,67
Estearico 3,30
Linolénico 7,58
Oleico 59,89
Laurico 0,62
Miristico 0,52

Linoleico (C18:2) 0,54
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SFA 30,97
MUFA 60,91
PUFA 8,12

SFA, acidos grasos saturados; MUFA, &cidos grasos monoinsaturados; PUFA, acidos

grasos poliinsaturados.

Fuente: (Dorado A et al., 2016)

5.4 Emulsion

La definicion de una emulsién se refiere a una dispersién coloidal de gotas de un liquido en
otra fase liquida. Estos sistemas de dispersion estan constituidos por dos liquidos inmiscibles en
los que la fase dispersa se encuentra en pequefias gotas distribuidas en la fase continua o
dispersante.

Por lo general las emulsiones son sustancias cuyas moléculas contienen una parte no polar y
otra polar, por lo que es posible que se disuelvan tanto en agua como en disolventes organicos y
aceites. Dependiendo del dominio de una de las partes de la molécula sobre la otra, el emulgente
tendra un caréacter lipofilico o lipofobico y por consiguiente, presentara una mayor afinidad por el
agua o por los aceites. (Mc Clements, 2012).

La accion del emulgente o tensoactivo es disminuir la tension superficial hasta que empiecen a
formarse agregados moleculares “micelas” (Moulik y Paul 1998).

Varios sistemas coloidales se pueden utilizar para incorporar compuestos hidréfobos en
sistemas acuosos donde se incluyen las emulsiones la cuales son termodindmicamente estables y
generalmente las mezclas isotropicas de agua, aceite y los tensoactivos se utilizan para mejorar la
carga de fase dispersa. Las emulsiones se han estudiado para disolver compuestos hidrofobos en
sistemas de caracter alimentario, la industria farmacéutica, cosmética y las aplicaciones de

recuperacion de petréleo (Rao & McClements, 2011) de donde estudios recientes han demostrado
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la potencial aplicacién de emulsiones formadas con aceites como conservantes antimicrobianos
para mejorar la seguridad microbioldgica, la calidad de los productos frescos y como
antioxidantes para mejorar la alimentacion (Wang et al., 2014).

5.4.1 Fenomenos involucrados en la estabilizacion de una emulsion

Cuando ocurre la colision entre gotas de una emulsion, pueden ocurrir varios comportamientos
dependiendo de las propiedades de los componentes de la emulsion.

SEDIMENTACION

Se produce cuando parte de la emulsion se separa en sentido descendente por la accion de la
gravedad formando una fase liquida en la parte inferior, en este fendmeno las gotas méas grandes
se mueven a mayor velocidad hacia la superficie si la densidad de la fase dispersa es menor que
la de la continua. En los casos extremos, las gotas se concentran en la superficie, las gotas no
pierden su individualidad y el proceso es reversible.

FLOCULACION

Es la adhesion de las gotas sin fusionarse, no existe una variacion en la distribucion de tamafio
de gotas, es un proceso de agregacion de gotas sin que éstas cambien el didmetro promedio de las
mismas.

COALESCENCIA

Este proceso implica la union de varias gotas para formar otras méas grandes, lo que finalmente
conduce a la separacion de las fases. Para que se produzca la coalescencia, es necesario que la
pelicula interfacial que rodea las gotas, asi como el surfactante sufra un completo deterioro
(Danielsson & Lindman., 1981).
5.5 Agentes antimicrobianos

El término antimicrobiano se refiere a una sustancia cuyas propiedades son capaces de

eliminar agentes bacterianos o la inhibicion de su crecimiento o proliferacion sin incurrir en el


http://conceptodefinicion.de/sustancia/
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dafo del objeto, ambiente u organismo que las porta. Son en esencia farmacos como es el caso de
los antibidticos u otros agentes quimicos capaces de combatir estos cuerpos.

Las sustancias con propiedades antibacterianas se pueden clasificar en dos tipos segun la
accion que ejerce sobre las bacterias, estos son, bactericidas y bacteriostaticos. Los bactericidas
son aquellos que eliminan a las bacterias, mientras que los antibacterianos bacteriostaticos
impiden el crecimiento de estas. Los antibacterianos pueden actuar de varias formas en
las bacterias, en la pared celular para evitar su crecimiento, sobre la membrana celular para que
sea permeable y que el principio tenga acceso al interior, en el ADN de la bacteria para dafiar su
estructura o sobre los ribosomas para que no sea capaz de sintetizar las proteinas que la
mantienen con vida (Cavalieri et al., 2009).

Las opciones de agentes antimicrobianos utilizadas en las terapias para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas causadas por las bacterias con resistencia maltiple estan por lo tanto
seriamente limitadas. Las compafiias farmacéuticas estdn buscando drogas alternativas de otras
fuentes incluyendo las plantas y los animales. Las plantas medicinales son consideradas como
una fuente potencial de nuevas drogas quimioterapéuticas debido a su contenido de fitoquimicos
y a su poco o nulo efecto toxico. Ciertamente, las plantas poseen un enorme y desconocido
reservorio de sustancias derivado de sus sistemas de defensa en contra de microorganismos,
insectos y herbivoros. Aunque se han identificado algunas sustancias simples como fenoles,
derivados de los fenoles, quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles, taninos y cumarinas,
terpenoides, alcaloides lectinas y polipéptidos haciendo esto posible que los extractos pueden
inhibir el crecimiento de cepas con resistencia multiple que ha llevado a muchos autores a

investigar la actividad antibacteriana en plantas (Lou et al., 2001).
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5.6 Bacterias patogenas en alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) se originan por consumir alimentos
contaminados con toxinas microbianas o con una o varias bacterias patogenas. Esta
contaminacion usualmente se presenta por la incorrecta manipulacion de los alimentos en el
medio que esta en contacto directo con ellos, sin embargo las enfermedades transmitidas por
alimentos no solo se adquieren de esta manera, sino que la gravedad del problema se pone en
evidencia al considerar que los agentes patdgenos potenciales se encuentran en diversos
ambientes, incluyendo la presion osmotica elevada y la humedad reducida, lo que explica por qué
pueden sobrevivir y desarrollarse en las secreciones nasales del portador. Ademas, la
contaminacion del alimento puede ser endogena o de lo contrario el alimento se contamind en
algun punto de su transformacion (Mercado et., al 2012).

Cualquier microorganismo con potencial para causar enfermedad se conoce como patdgeno.
Esta definicion no sélo incluye a los microorganismos que causan enfermedad si ingresan en el
cuerpo sino también a los que pueden colonizarlo sin producir enfermedad durante la mayor parte
del tiempo pero que causan enfermedad si las defensas corporales se debilitan o si el
microorganismo accede al lugar equivocado (Parham, 2005).

5.7 Métodos de evaluacion antimicrobiana

Los métodos para evaluar la actividad antibacteriana estan clasificados, en tres grupos
principales: Métodos de difusion, métodos de dilucion y bioautografia. Las técnicas de difusion
han sido ampliamente usadas para evaluar extractos de plantas con actividad antimicrobiana. En
general se propone usar los métodos de difusion (en papel o en pozo) para estudiar compuestos
polares, y los métodos de dilucion para sustancias polares y no polares (Ramirez and Castafio,

2009).
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Es importante mencionar que no existe una reglamentacion o estandarizacion de la
metodologia para la evaluacion de la capacidad inhibitoria de extractos de plantas in vivo sobre
bacterias y hongos como se establece para los antibioticos. La mayoria de los métodos estan
basados en aquellos que son utilizados para evaluar la resistencia o susceptibilidad a antibioticos,
variando la preparacion del inoculo, medio de cultivo, temperatura y tiempo de incubacion
(Miranda-cruz et al., 2012)

La concentracion de bacterias usada para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio ha sido
estandarizado en 5 x 10° unidades formadoras de colonias (ufc)/mL, lo cual equivale a un patron
de 0.5 en la escala de Mac Farland. Es recomendable tomar el in6culo de cultivos en la fase
exponencial de crecimiento y siempre tomar 4 o 5 colonias de un cultivo puro para evitar
seleccionar variantes atipicas.

Los medios de cultivo mas utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller Hinton y agar
tripticasa soya, ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacterianas y
mayor difusion de las muestras. Algunos investigadores utilizan el agar nutritivo (Ramirez and
Castafio, 2009).

5.7.1 Métodos de dilucion

El método de dilucién en agar o en caldo como test de susceptibilidad microbiana es utilizado
para determinar la concentracion minima bactericida (CMB) definida como la concentracion mas
baja del agente antimicrobiano necesaria para matar el 99% del inoculo inicial después de
incubacion por 24 horas bajo condiciones estandarizadas; y la concentracion minima inhibitoria
(CMI), la cual es definida como la concentracion méas baja de sustancia que puede inhibir el
crecimiento visible de un microorganismo después de incubar por 24 horas (Andrews, 2001).

En la técnica de dilucion en caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilucion) que

contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. El organismo en estudio es inoculado
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en los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la CMI es determinada después de la
incubacion.

En el método de dilucion en agar, las cajas se siembran por profundidad con una determinada
concentracion de extracto vegetal, luego se inoculan con el microorganismo en estudio y se
incuban por 24 horas, después de ésta, se examina si el microorganismo crece 0 no en cada una
de las cajas, la principal desventaja de este método es la cantidad necesaria de muestra a evaluar
(Ramirez and Castafio, 2009).

5.7.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Se puede realizar en microdilucion para lo cual se escogen pocillos en las que se estudia en
cada una de ellas, el mismo microorganismo, antimicrobianos y diluciones. Los pocillos de
microdilucion deben sellarse para evitar la evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben.
Tras la incubacion se observa la turbidez o se procede a la adicion del bromuro de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5- difeniltetrazolium (MTT). Las células vivas y metabdlicamente activas son
capaces de reducir el MTT, de color amarillo en solucién a formazan, compuesto insoluble que
precipita en forma de cristales violeta, evidenciando de esta forma actividad metabdlica
(Moriarty, Elborn, and Tunney, 2005).

ESTANDARIZACION DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE LA
CONCENTRACION MINIMA DE INHIBICION (CMI)

Para las pruebas de actividad antimicrobiana en microplaca de 96 pozos, se preparan
diferentes concentraciones de los aceites y /o extractos a ensayar, los cuales se mezclan con el
medio de cultivo, el cual ha sido inoculado previamente con el microorganismo de prueba , se
deja incubar y posteriormente se determina por turbidez o por cambio de color con MTT el
crecimiento o no del microorganismo, el pozo que contenga la menor concentracion del agente

que inhibe completamente el crecimiento define la MIC. (Ramirez and Castafio, 2009).
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Como prueba confirmatoria para determinar Concentracion Minima Bactericida (CMB) se
siembra por superficie en caja de petri con agar nutritivo 10 uL del contenido del pozo, dejando
incubar por 