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Introduccion

El uso de sustancias naturales con fines terapéuticos es tan antiguo como el
hombre; las plantas medicinales fueron el principal e incluso el Unico recurso del que
disponian los médicos, por lo que se profundizé en el conocimiento de las especies
vegetales con propiedades medicinales para ampliar el uso de los productos que de éstas
se extraen. Desde entonces los extractos de plantas y productos derivados de éstos se
han utilizado para atender diversas enfermedades y aunque durante el transcurso del
tiempo su uso ha disminuido por la llegada de los antibiéticos derivados de
microorganismos, en afos recientes ha resurgido un gran interés por la busqueda de
agentes antimicrobianos en fuentes naturales, es decir, que sean posibles de encontrar en

alimentos tanto de origen animal como vegetal.

En los vegetales las sustancias con efecto antimicrobiano pueden localizarse en
diferentes partes, incluidas hojas, tallos, semillas, frutos y raices; algunas de estas
sustancias son constitutivas de los fluidos o tejidos, mientras que otras se generan en
respuesta a infecciones y ciertas condiciones de estrés provocadas por diversos factores.
Estas sustancias antimicrobianas pueden tener un efecto variado sobre los
microorganismos; algunas muestran un amplio espectro de inhibicion mientras que otras
solo afectan a ciertos grupos. Actualmente, diversos estudios han demostrado que las
verduras como la col, los rabanos, la coliflor, espinacas o col de Bruselas, generan
sustancias antimicrobianas; principalmente derivados del acido hidroxicinamico. En las
frutas, los acidos presentes en el mesocarpio funcionan como un mecanismo protector
contra la eventual invasion microbiana a las semillas. También es muy comun que entre
las plantas de la familia Umbelliferae como el perejil, apio, zanahorias y Rutaceae, como
la toronja, limas y naranjas, se lleve a cabo la produccion de fitoalexinas. Las fitoalexinas
son compuestos antimicrobianos presentes en un amplio grupo de especies vegetales y
cuya produccion se incrementa cuando estos vegetales entran en una condicion de estrés
por efecto de factores ambientales (cambios en la temperatura o exposicion a iones

metalicos) o microbianos (infeccidn por bacterias u hongos).

Entre otros alimentos que han demostrado tener actividad antimicrobiana contra
algunos microorganismos se encuentran el clavo, ajo, orégano y en estudios recientes se

ha observado que la zanahoria puede generar sustancias que afectan la viabilidad o
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desarrollo de microorganismos. En la actualidad la demanda del publico por consumir
alimentos no procesados 0 minimamente procesados va en aumento, y los extractos de
especias como el ajo o verduras como la zanahoria pueden ser una alternativa de

antimicrobianos naturales con aplicacion en alimentos.

En este trabajo se realizaron estudios para aislar, purificar e identificar los
compuestos con propiedades antimicrobianas presentes en el jugo de zanahoria
fresco y almacenado en refrigeracion. Los resultados muestran que en la fraccion
activa se encuentran compuestos como el acido hexadecandico y metil éster del

acido pentadecanaico.
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. Antecedentes

1.1 Generalidades sobre las zanahorias

La zanahoria (Daucus carota) es una planta que pertenece a la familia
Umbelliferae, su raiz es usada como alimento y esta considerada como uno de los
recursos terapéuticos mas valiosos para tratar ciertos padecimientos (colesterol,
degeneracion macular, desoérdenes digestivos, anemia, etc) siendo la mas
mineralizante y vitaminizante de todas las raices [1,2]. Su color suele ser
anaranjado, aunque existen variedades de color blanco, rojo o amarillo, incluso

algunas de origen asiatico tienen la peridermis (cascara) de color morado (Figura

1),

Figura 1. Principales colores de la zanahoria.

Aunque existe variedad en el color de la raiz, las especies de zanahoria
mayormente cultivadas en la actualidad tienen la peridermis de color naranja y la
intensidad de éste se debe al alto contenido de carotenoides. La presencia de este
pigmento color naranja hizo que las zanahorias fueran apreciadas como un
producto de gran valor nutricional ya que en 1919 se descubrié que los
carotenoides son un aporte de provitamina A que se degrada a vitamina A en el
organismo. Dicha apreciacion se ha visto aumentada a partir de la década de los

70’, ya que diversos estudios han demostrado que los alimentos ricos en

5
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pigmentos como el caroteno tienen la capacidad de eliminar las toxinas del
organismo, disolver los calculos biliares, prevenir ciertas enfermedades
cardiovasculares, algunos tipos de cancer y el envejecimiento celular debido a sus
propiedades antioxidantes [2]. En el caso de la zanahoria el contenido de
carotenoides es entre 10 hasta 1000 veces mas alto que en la mayoria de las

hortalizas.

1.1.1 Origen

La zanahoria tiene su origen en la zona este del Mediterraneo y el Sudoeste de
Asia; algunos autores especifican a Afganistan como el centro de origen exacto
debido a la mayor diversidad de formas silvestres que se encuentran en ese pais,
y el resto de las areas de la zona sefalada serian centros secundarios de
diversidad y domesticacion.

Aunque la especie inicialmente de raiz amarilla o purpura ya habia sido
usada por los antiguos griegos y romanos con fines medicinales, las primeras
evidencias de su cultivo en Asia Menor son del siglo X, y sélo entre los siglos XIV
y XVII se hace popular en Europa y Asia, siendo Holanda el primer pais en que se
registra el cultivo de zanahorias anaranjadas. A pesar de su relativamente reciente
introduccidn al cultivo, la zanahoria es hoy en dia una especie cultivada en todo el

mundo; siendo China, Estados Unidos, Rusia, Polonia y el Reino Unido los

principales productores [2].

1.1.2 Diversidad y tipos

Existe una multitud de variedades de zanahoria que pueden clasificarse de
diversas maneras ya sea atendiendo a su color, origen, forma, etc. Sin embargo,
el criterio mas usual para agrupar los distintos cultivares de zanahorias es con
base en el tamafo de la raiz (tabla 1) y de acuerdo a esta clasificacion existen
variedades cortas, las cuales no superan los 10 cm de longitud y son casi
esféricas, largas, cuya longitud puede superar los 20 cm y semi-largas, siendo

éstas ultimas las de consumo mas habitual [1, 3, 4].
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Tabla 1. Clasificacion de las zanahorias.

TIFO CARACTERISTICAS

Raiz de tamafio medio con un pesa cercano a
180 g, de un largo wariable entre 12 v 17 cm,
forma cilindrica cénica v color naranja.

Chanfenay

Raiz de gran tamafo con un peso superior  a
280 g v de un largo mayor a 25 cm, forma
levemnerte conica v colar naranjazuave.

Flakes

Raiz delgada con un peso cercana a 150 g, de
un largo superior 3 20 em, calor naranja intenso y

Iniperafar
s un acentuadozabor dulce,

Raiz pequefia con un pesa de pocaos gramos v un
largo inferior a 10 cm, tiene farma cilindrica con
puntaredondeaday un calor naranja intenso

Lz pFimqer

Raiz de tamafio medio conun peso cercano a 150
g, un largo variable entre 15 a 20 cm w un grosor
de 3 cm, tiene forma cilindrica v color naranja
intenso.

M anfe

Redorda Raiz de farma esférica w pequefia.
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1.1.3 Composicion quimica y propiedades de la zanahoria.

La zanahoria estd constituida por grandes cantidades de agua, carbohidratos
(principalmente sucrosa, glucosa y fructosa) y fibra. También contiene una gran
variedad de compuestos que representan, desde el punto de vista nutricional, el
aspecto mas destacable de este alimento. Dentro de los compuestos con un alto
valor nutricional presentes en la zanahoria destacan las vitaminas y los minerales.
En cuanto al aporte vitaminico, la raiz contiene gran cantidad de carotenoides con
actividad provitaminica A, es decir, que se transforman en vitamina A dentro del
organismo, esta vitamina es necesaria para el buen funcionamiento de la retina y
especialmente para la vision nocturna, el buen estado de la piel y mucosas. El
compuesto mas abundante que presenta dicha actividad es el B-caroteno (Figura
2) al que algunos estudios le han atribuido un papel preventivo frente a
enfermedades cardiovasculares, cancer y envejecimiento celular, dada su
capacidad antioxidante [5]. Le sigue el a-caroteno (Figura 2), cuyos niveles séricos
se han relacionado inversamente con la presencia de enfermedad coronaria y
formacion de placa arterial, ademas también contiene cantidades traza de

criptoxantina.

Ha~
CHa CHa
WL CHy |
@\/x PN WWX
He oy
CHy CHy
CHy

[-caroteno
CHy CHa i =
HC CHy
@jx SN WW\
e tH,
CHy CHa
CHa
a-caroteno

Figura 2. Estructura de los carotenos mas abundantes en la zanahoria.

Otros carotenoides sin actividad provitaminica A estan presentes en la
zanahoria; entre estos encontramos a la luteina y estudios recientes han

relacionado su baja ingesta con bajos niveles en sangre lo que ocasiona un mayor
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riesgo de infarto de miocardio, asi como un riesgo mas elevado de infarto
cerebral. Otras vitaminas presentes en la zanahoria son el acido félico, vitamina C
y pequefas cantidades de niacina, piridoxina, tiamina y riboflavina. También
posee una gran variedad de minerales y oligoelementos como el hierro, fésforo,
magnesio, zinc, selenio, sodio y potasio. Contiene ademas acidos cafeico y
ferulico fundamentalmente, compuestos que han demostrado tener una importante
accién antioxidante, asi como cantidades menores de acido clorogénico y p-
cumarico. También aporta ciertas cantidades de fitoesteroles, siendo el
mayoritario el B-sitosterol, seguido del estigmasterol y campesterol, que tienen la
capacidad de bloquear la absorcion del colesterol, facilitando se excrecion, y

disminuyendo, por tanto sus niveles en sangre [5].

Ademas de los compuestos con aporte nutricional, la zanahoria contiene
sustancias bioactivas que son indispensables a largo plazo para nuestra salud,
intervienen ejerciendo un efecto protector del sistema circulatorio, reductor de la
presidn sanguinea, regulador de la glucemia y la colesterolemia, reductor del
riesgo de cancer y mejorador de la respuesta defensivo inmunitaria de nuestro
cuerpo. Las fitoalexinas (poliacetiienos y coumarinas), ademas de Ilos
carotenoides estan en el grupo de los compuestos bioactivos y tienen un papel
significativo dentro de las propiedades de la zanahoria que promueven la salud.
Los poliacetilenos del tipo falcarinol (falcarinol, falcarindiol, y falcarindiol-3-acetato)
(Figura 3) son un grupo de compuestos biolégicamente activos debido a que
presentan una actividad bioldgica considerable para un amplio rango de

microorganismos [6].

El falcarinol y falcarindiol han sido investigados como sustancias
importantes que oponen resistencia a las enfermedades de las plantas. En las
zanahorias, estos compuestos restringen el desarrollo de lesiones causadas por
hongos durante el proceso de almacenamiento y en estudios recientes se ha
observado que el falcarinol tiene un importante efecto en la prevencion del cancer
[7,8].
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Figura 3. Principales poliacetilenos de la zanahoria

Una de las mas importantes fitoalexinas en la zanahoria es la cumarina 6-
metoximeleina (Figura 4), la cual se acumula en respuesta a infecciones por
hongos, enzimas pectinoliticas, exposicion a etileno y radiacion UV. Esta
fitoalexina es Dbiolégicamente activa contra un amplio espectro de
microorganismos incluyendo bacterias. El aspecto mas destacable de esta
fitoalexina es que recientemente se le ha atribuido una actividad anticarcinogénica

asi como una accion preventiva en la coagulacién de la sangre [9, 10].

OH ﬁ
H\KD
H4CO CHy

Figura 4. Estructura de la cumarina 6-metoximeleina, fitoalexina presente en la zanahoria

10
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Otro aspecto destacable de las zanahorias se encuentra en la variedad de

colores, ya que cada pigmento le otorga una propiedad diferente (Tabla 2).

Tabla 2. Propiedades de la zanahoria de acuerdo a su pigmentacién.

Color de la zanahoria Propiedades

Estas zanahorias deben su colar al o y B-caroteno,
cuya caracterigtica principal es gue 0N precursares
de la witamina & gue es esencial para la wision
nocturna .

Naranjas

Contienen xantoflas, un pigmento gue avuda a los
ojos contra la degeneracion macular, ¥ en la
prevencion del cancer de pulman v otros tipos de
CANCEr.

Amarnifias

Cantienen licopeno, pigmento que ayuda a prevenir
la= enfermedades del corazdn v algunos tipos de
cancer, induyendo el cancer de prasata.

Rojas

El pigmento de estas zanashorias =on  las
antodaninas, las cuales previenen el envejecmiento
de laz células debido @ su poder antioxidante,

Voradas

1.2 Técnicas de evaluacion de la actividad antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los extractos de plantas puede ser detectada
por la observacion del efecto sobre el crecimiento de varios microorganismos

después del contacto con ellas.

1.2.1 Métodos de difusion.

El método mas comunmente utilizado para determinar la actividad
antimicrobiana es el método de difusién en agar; en ésta técnica, un reservorio o
pozo que contiene el extracto se pone en contacto con un medio inoculado con el

microorganismo de prueba y después de incubar se observa un halo de inhibicién
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alrededor del reservorio que indica la actividad antimicrobiana del extracto.
Diferentes tipos de reservorios pueden ser empleados incluyendo discos de papel
filtro, cilindros de porcelana o acero inoxidable colocados en la superficie o pozos

hechos en el medio de cultivo sélido [11].

1.2.1.1 Técnica de difusion en disco.

Método basado en el trabajo de Bauer-Kirby; que consiste en depositar discos de
papel filtro impregnados con el antibiético en la superficie del agar previamente
inoculado con el microorganismo de prueba, y después de incubar se observa la

presencia de un halo de inhibicién alrededor del disco de papel filtro.

1.2.1.2. Técnica de difusion en pozo

Consiste en hacer pozos en el medio de cultivo sélido previamente inoculado con
el microorganismo y colocar en ellos el antibiotico. Este método de difusion es
adecuado para ensayos con suspensiones acuosas de extractos, por lo que
resulta menos probable que la presencia de particulas suspendidas en la muestra

interfieran en la difusidn de las sustancias antimicrobianas dentro del agar.

1.2.2 Técnica de Inoculacion directa.

En esta técnica el extracto se pone en contacto directo con el
microorganismo de prueba, después de 24 h se le agrega un medio de cultivo y se
incuba, transcurrido el tiempo de incubacidn se observa si hay desarrollo o

inhibicion del microorganismo bajo estudio.

1.2.3 Técnica del bioscreen.

Consiste en seguir la cinética del crecimiento microbiano en un medio selectivo
(caldo soya tripticaseina) que contiene los extractos que mostraron inhibicion. Las
curvas de crecimiento se obtienen mediante un lector de microplacas (bioscreen)
que registra las variaciones de la densidad O6ptica (absorbancia) a través del
tiempo, y donde la densidad oOptica del medio es proporcional al desarrollo de los

microorganismos [12].
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1.3 Estudios preliminares acerca de la actividad antimicrobiana de la

zanahoria.

Los compuestos con actividad antimicrobiana existen de manera natural por
lo que podemos encontrarlos en el medio ambiente. Desde la antigiedad las
plantas y vegetales han sido objeto de estudio en la busqueda de agentes
antimicrobianos, y aunque su uso se ha visto disminuido por la aparicion de los
antibidticos derivados de microorganismos, siguen representando una alternativa
en el uso de éstos como antimicrobianos de origen natural. Dentro de la gran
variedad de plantas y vegetales que han sido estudiados por sus propiedades
antimicrobianas se encuentran: el clavo, ajo, orégano y recientes investigaciones
han demostrado que la zanahoria es capaz de inhibir el desarrollo de algunos
microorganismos de importancia sanitaria; especificamente se ha observado un

efecto antimicrobiano sobre el desarrollo de Listeria monocytogenes.

La investigacion realizada por Beuchat y Brackett sobre la sobrevivencia de
Listeria inoculada en zanahoria demostré que ésta es capaz de inhibir el desarrollo
del microorganismo. Las zanahorias enteras, rebanadas, cocidas y en jugo fueron
inoculadas con el microorganismo y transcurrido el periodo de incubacién los
resultados obtenidos mostraron que en las zanahorias rebanadas y en el jugo
habia muy pocas células de Listeria en comparacién con las zanahorias enteras y
cocidas. La presencia de pocas células de Listeria sugiere que se generan
naturalmente constituyentes o fitoalexinas en fluidos celulares y/o vasculares; que
son producidos o liberados como resultado de la ruptura de las células de la

zanahoria y que tienen un efecto toxico para los microorganismos [13].

En la zanahoria las fitoalexinas que se han identificado son la 6-
metoximeleina, eugenina, miristicina y el falcarindiol. De éstas la 6-metoximeleina
es a la que se le atribuye la mayor actividad antimicrobiana ya que inhibe el

crecimiento de bacterias y hongos [14].
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En otra investigacion realizada respecto a las propiedades antimicrobianas
de la zanahoria contra Leuconostoc mesenteroides, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens, Candida lambica vy
Escherichia coli, se propuso a los acidos grasos saturados (acido dodecandico) y
a los metil ésteres de acidos grasos saturados (dodecandico y pentadecandico)

como los posibles responsables de dicha actividad [15].

Una investigacion realizada sobre los compuestos presentes en las semillas
de zanahoria [16] reporté que los compuestos aislados a partir del extracto
hexanico fueron: 2,4,5-tri-metoxibenzaldehido, &cido oleico, trans-asarona vy
geraniol (figura 5). Con base en el hecho de que las plantas tienen sus propios
mecanismos de defensa para protegerse de las plagas y que varios de sus
productos secundarios han sido asociados a dicha actividad; cada uno de los
compuestos aislados se someti® a ensayos contra levaduras, nematodos e
insectos. Los resultados de estos ensayos mostraron que solo trans-asarona fue
activo en el ensayo nematicida contra C. elegans y P. redivivus, en el ensayo
insecticida contra H. zea, H. virescens y M. sexta, ademas de inhibir también el

desarrollo de las levaduras C. albicans, C. kruseii y C. parapsilasis.

La actividad mosquiticida y nematicida de trans-asarona en conjuncion con
otras actividades como controlador de varias plagas sugiere que este compuesto
tiene el potencial para ser desarrollado como un producto natural controlador de

plagas y que podria sustituir a los agentes sintéticos del mercado [16].

Hasta el momento la zanahoria ha sido reconocida como una raiz rica en
vitaminas, minerales y otros compuestos con propiedades benéficas para nuestra
salud; pero recientes investigaciones relacionadas con sus propiedades
antimicrobianas hacen que esta raiz se convierta en una fuente de compuestos
antimicrobianos naturales que podrian contribuir a garantizar la inocuidad y
mejorar la calidad de alimentos minimamente procesados. Por esta razon, en este

trabajo se realizaron estudios para aislar, purificar e identificar los compuestos con
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propiedades antimicrobianas presentes en el jugo de zanahoria fresco y

almacenado en refrigeracion.

2.4 5-tri- Ty
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ficida 9-octadecandico Wl i Tl et Sl
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Figura 5. Estructuras de compuestos aislados a partir del extracto hexanico de semillas de

zanahoria.
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Il. OBJETIVOS
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Il. Objetivos

2.1 Objetivo general

Aislar, evaluar y caracterizar algunos de los compuestos con actividad

antimicrobiana presentes en el jugo de zanahoria.

2.2 Objetivos especificos

Determinar la actividad antimicrobiana del jugo fresco y almacenado en

refrigeracion.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos de los jugos

de zanahoria.

e Separar los compuestos presentes en los extractos activos mediante el

empleo de técnicas cromatograficas convencionales.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de las fracciones obtenidas a partir de

los extractos crudos.

e Determinar la estructura de los compuestos presentes en las fracciones

activas mediante el empleo de diversos métodos espectroscopicos.
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Ill. METODOLOGIA
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lll. Metodologia experimental

La metodologia que se empled en el desarrollo del presente proyecto se muestra
en la Figura 6, e involucra la obtencién del jugo de zanahoria, el almacenamiento
en refrigeracién, la obtenciéon de los extractos con diferentes solventes, la
evaluacion antimicrobiana de cada uno de los extractos, el fraccionamiento de los
extractos activos, la evaluacién antimicrobiana de cada una de las fracciones

obtenidas y la identificacién de los compuestos que mostraron dicha actividad.

Obtencion de
Juga de | estractes con
zanahoria il * diferantes
=0 hie rtes
¥
Evwaluacidn
antmerobiana de
los exdractos
obtenidos
b
Dreterminacion estructural Ewalua cidn Obtencion de
de compuestos presentes | antimicrobiana | fracciones con
en la fracdones % delzx I actividad
obtenidas fracziones antimicrobi ana

Figura 6. Esquema de la metodologia seguida para el desarrollo de este trabajo.

3.1 Materiales y reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico, y se emplearon tal y como se
proporcionaron por el proveedor. Todas las soluciones se prepararon utilizando
agua desionizada (18 MQ/cm™) obtenida en un desionizador marca Millipore,

modelo Academic.

3.2 Obtencion del jugo de zanahoria y su almacenamiento.

Un lote de 2 kg de zanahoria tipo chantenay fue adquirido en el supermercado, se

sometio a un proceso de lavado con agua y jabon y se obtuvo su jugo utilizando
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un extractor. El jugo se guardé en frascos estériles y se etiquetaron como jugo (1)
y jugo (2) donde:

(1) Corresponde al jugo fresco utilizado inmediatamente para las diversas
pruebas.

(2) Corresponde al jugo puesto inmediatamente en refrigeracion (7°C)
durante un periodo de ocho dias, al término del cual se utilizé para las
diversas pruebas.

La opcién de almacenar el jugo de zanahoria y el tiempo de almacenamiento (TA)
del mismo, se realizé considerando que estudios previos han demostrado que el
TA de los vegetales tiene influencia significativa sobre la concentracion y/o
produccion de algunos compuestos que presentan actividad antimicrobiana [6].
Con este fin se realiz6 un estudio previo en el que se evalud la actividad
antimicrobiana contra Listeria monocytogenes vy Vibrio cholerae, del jugo extraido
(fresco y refrigerado) de la zanahoria (jugo sin fraccionar). Se encontré que la
actividad antimicrobiana del jugo refrigerado (almacenado) fue mayor que la del
jugo fresco, no habiendo diferencias significativas entre el jugo almacenado a los 8
y 20 dias de refrigeracién, optandose en este estudio, por trabajar a los 8 dias de

almacenamiento.

3.3 Extraccion de componentes antimicrobianos

Con la finalidad de realizar el estudio de la extraccién por solventes de los
componentes antimicrobianos, se hicieron estudios previos por cromatografia en
capa fina para elegir los disolventes adecuados que permitieran fraccionar los
componentes del jugo de zanahoria. Para el analisis cromatografico cualitativo en
capa fina, se emplearon placas de aluminio recubiertas con silica gel (Merck).
Como reveladores se utilizé yodo elemental, lampara de luz ultravioleta y acido
sulfurico. Fueron utilizados disolventes con diferente constante dieléctrica y, con
base en la migracién o separacion del mayor numero de compuestos presentes en
el jugo de zanahoria, se eligieron los disolventes que se muestran en la tabla 3

para la obtencion de extractos.
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Posteriormente, se realizaron 7 extracciones sucesivas de 5 mL de jugo con 5 mL
de cada solvente y se concentraron en un rotavapor (quedando aproximadamente
2 mL del extracto en solucidn acuosa, excepto el extracto con hexano) para evitar
la presencia del solvente en las pruebas antimicrobianas (los extractos se
mantuvieron en congelaciéon hasta la evaluacion antimicrobiana). Algunos estudios
se realizaron agregando 3 mL de una solucion de Tween 20 al 1% y en otros los

extractos se evaluaron dejandolos en solucion acuosa.

Tabla 3. Disolventes utilizados para la obtencién de los extractos.

Disolventes Proporcidgn Polaridad
Etanaol 100% 248
Metanol 100% 327
Acetona 100% 207
Hexanao 100% 1.9
Acetona:Etanol a0:50 225
Metanol: Agua S0:50 a6.4

3. 4 Evaluacion antimicrobiana

3.4.1 Microorganismos de prueba

Para la evaluacion antimicrobiana fueron elegidos diferentes microorganismos
considerando su importancia sanitaria y los estudios anteriores reportados al
respecto [13, 15]. Los microorganismos estudiados se muestran en la tabla 4. Las
cepas fueron obtenidas en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo y se mantuvieron en refrigeracién en tubos con

agar inclinado de soya vy tripticaseina.

Tabla 4. Microorganismos empleados en este trabajo para evaluar la actividad antimicrobiana.

Hacteras Gramn negdliras Hacterias ram posRiras
b chokre Listerla maopocytoge hes
FPaelddomona aerigihn s3 Staphylocnosls U ke s
S mopeiia hrphindr m
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3.4.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo con las indicaciones de la casa

comercial y se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Estos

medios fueron: Agar de Soya y Tripticaseina (TSA) y caldo soya tripticaseina.

3.4.3 Preparacion del inéculo

La metodologia empleada se muestra en la figura 7.

&
Siermibra mo L Incubsr &

IT°Ci24h
Placa conTSA Colonias de mo.
Microorganisimo
en TSA ]
T ranafetiria
Hoinass.

e — e

i J : J Incubar &

1. 7] areCi24h
Ajuste de concentracion al Crecimientoen ::"_“{II_':' a0ya
tubo 0.5del Heeldmetro de medio liquido eI

McFarland

Figura 7. Preparacion del in6culo para la prueba antimicrobiana.

A partir de un cultivo puro de cada microorganismo, en un tubo inclinado

conteniendo TSA, se sembraron las cepas de prueba por estria cruzada en placas

de TSA y se incubaron a 37°C durante 24 h. Posteriormente, se eligieron colonias

del mismo tipo morfolégico y con un asa bacterioldgica se transfirié la biomasa a
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un tubo que contenia caldo soya tripticaseina y nuevamente se incubé a 37°C
durante 24 h. Al observarse el crecimiento en medio liquido de las cepas de
prueba, se procedid a realizar el ajuste de su concentracion con el fin de
estandarizar el inéculo de cada ensayo. Para ello, el cultivo se diluyd y se ajusté al
tubo numero 0.5 del Nefelometro de McFarland, que equivale a tener una
concentracion de 1X10° células/mL. El Nefeldmetro de McFarland es un estandar

de turbidez que permite estimar la concentracion de bacterias en una suspension.
3.4.4 Técnicas para la evaluacién antimicrobiana

3.4.4.1 Teécnica de difusion en disco

Una vez ajustada la suspension celular (1X108 células/mL) se realizaron diluciones
hasta obtener una concentracion de 1X10° células/mL. Posteriormente, 100 pl de
la dilucion se distribuyeron uniformemente con una varilla de vidrio estéril en forma
de “L” sobre placas que contenian TSA y rifampicina (antibiético activo frente a un
gran numero de bacterias, y al que son resistentes las cepas bajo estudio).
Finalmente, se dejaron reposar a temperatura ambiente para favorecer la
adsorcion del inoculo sobre la superficie del agar.

Sobre las placas de TSA inoculadas con la bacteria se colocaron discos de
papel filtro (0.5 cm de didmetro) que sirvieron como soporte de los extractos. En
cada uno de estos discos se colocaron 20 uL del extracto concentrado de etanol,
metanol, acetona, hexano, mezclas de acetona:etanol (1:1) y metanol:agua (1:1)
respectivamente. Posteriormente las placas se dejaron reposar y se incubaron a
37°C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se procedié a la lectura
de las placas; el extracto se consideré activo cuando se observd un halo de
inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del disco, en el caso contrario el

extracto se considerod inactivo.

3.4.4.2 Técnica de difusién en pozo

A las placas de TSA inoculadas con cada una de las cepas se les realizaron seis
perforaciones con un diametro de 0.5 cm. En cada uno de los pozos se colocé 100
ML de cada uno de los extractos y las placas se dejaron reposar durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron a 37°C por 24 h. Transcurrido
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el tiempo de incubacion se procedid a realizar la lectura de las mismas; el extracto
se considerd activo cuando se observo un halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano alrededor del pozo; en el caso contrario el extracto se consideré

inactivo.

En la Figura 8 se muestra de manera resumida la metodologia empleada en

las técnicas de difusidn en disco y pozo.

Diluciones
[ — (— —
5 o
ikl i
Suspension de bacterias 1X103 células/mL Siembra de la
ajustadas al tubo 0.5 del bacteria en TSA.

Nefelometro de McFarland

Colocacion
de los
extractos
Colocacion de los discos
o perforacion del agar.
Incubar a
37°C/ 24 h.
Inhibe el desarrollo del No inhibe el desarrollo
microorganismo del microorganismo

Figura 8. Metodologia de las técnicas de difusion en disco y pozo.

3.4.4.3 Técnica de Inoculacion directa.
Esta técnica consiste en poner a los extractos en contacto directo con las

bacterias bajo estudio. Para ello, en un tubo de ensayo previamente esterilizado
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se colocd 1 mL del extracto mas 100 pL de la dilucién de la bacteria (1X10*
células/mL), se agitd vigorosamente y se dejo en refrigeraciéon durante 24 h. Una
vez transcurrido el tiempo de refrigeracion el contenido del tubo se coloca en una
caja Petri y se le agrega TSA con rifampicina. Posteriormente, la caja se incuba
durante 24 h a 37°C; transcurrido este tiempo de incubacion se procede a la
lectura de las placas; el extracto se considerd activo cuando no hubo desarrollo
del microorganismo, en caso contrario, el extracto se considerd inactivo. La

metodologia empleada en esta técnica se muestra en la figura 9.

Adicionar 100
Transfariy 1 ml M e g bactena
Extracto en agua Tubo de ensayo
esterilizado
Agregar TSA con Transferir el contenido Agitar v dejar en
rifampicina del tubo a una caja Petri refrigeracion 24 h

/\
O €

Inhibicidn del Desarrollo de
crecimiento microorganismao

Figura 9. Metodologia empleada en la inoculacién directa.

3.4.4.4 Técnica del bioscreen
Los extractos que mostraron actividad antimicrobiana mediante la técnica de

inoculacion directa se examinaron también utilizando el método del bioscreen para
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determinar su efecto en la cinética del crecimiento microbiano. Para realizar la
medicion de la actividad antimicrobiana mediante esta técnica, los extractos se
diluyeron en 0.5 mL agua y en 0.5 mL de solucién salina isoténica (0.85% NaCl).
100 uL de esa solucién se colocaron en los pocillos de la microplaca y se les
agrego 300 uL de caldo soya tripticaseina con rifampicina (500 pL de rifampicina
por cada 100 mL de caldo) mas 20 ul de la bacteria; con una concentracion de
1x10 células/mL en el caso de Listeria y de 1x10° células/mL en el caso de Vibrio.
Las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 600nm a
intervalos de 20 minutos durante 24 h y a una temperatura de 37°C. El control que
se utilizdé contenia 20uL de la bacteria y el medio de cultivo (300 uL de caldo soya

tripticaseina + rifampicina).

3.5 Extraccion de los compuestos presentes en los extractos activos.

Posterior a las pruebas antimicrobianas cualitativas de los extractos de los jugos,
se procedié a realizar la separacion del extracto de acetona por medio de una
extraccion solido-liquido. La separaciéon de este extracto se realizé empleando una
columna cromatografica de vidrio empacada con fase estacionaria C18 (Alltech, 1
g de fase estacionaria). El extracto de acetona se evaporo hasta sequedad y se le
agregd 1 mL de hexano; posteriormente 0.5 mL de esa solucién se eluyeron a
través de la columna utilizando 1 mL de las fases méviles de la tabla 5, en ese
orden y de forma consecutiva. Las fracciones colectadas fueron sometidas a
evaluacion antimicrobiana mediante la técnica de inoculacion directa y el método

del bioscreen

3.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las fracciones colectadas.

Las fracciones colectadas se concentraron, se solubilizaron en una solucién salina
isoténica (0.85% NaCl) y fueron sometidos a evaluacién antimicrobiana mediante

la técnica de inoculacion directa y el método del bioscreen contra las bacterias

26



Karemi Martinez Angeles

Listeria. monocytogenes, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Salmonella typhimirium y Vibrio cholerae.

Tabla 5. Disolventes utilizados para la cromatografia en columna.

Fracciones Eluyente Proporcidn Polaridad
1 Hexano 100% 1.80
2 Hexano ACOEt 80:10 2.3
3 Hexan o ACOEt 80:20 272
4 Hexano ACOEL 7030 3.13
5 Hexano: ACOEt B0:40 3.54
B Hexano: ACOE 50:50 3.95
7 ACDEt 100% B.00
g ACOELEtOH 70:30 11.68
9 ACOELEIOH 40:60 1716
10 ACOELEtOH 10:90 2274
11 EtOH 100% 246
12 EtOH:MeOH 70:30 27.03
13 EtOH:MeOH 40:60 29,46
14 MelH 100% 32.70

3.7 Caracterizacion de los compuestos con actividad antimicrobiana.

La caracterizacion de los compuestos presentes en las fracciones activas se llevd
a cabo mediante Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas
(GC-MS) e Infrarrojo (FT-IR). Los espectros de masas de determinaron en un
equipo Hewlett Packard 5989A, acoplado a un cromatografo de gases Hewlett
Packard 5890 serie Il. La columna utilizada fue especial para acidos grasos
(Columna capilar de silica fundida Marca Hewlett Packard, Modelo Ultra 2,
crosslinked 5% fenil-metil siloxano, D.l. 20 mm, L. 25 m), utilizando helio como
gas portador, un impacto electronico (IE) de 70ev y una rampa de temperatura de
40 a 260°C (10°C/min).

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotometro FT-IR
Perkin-Elmer 200, en pelicula de Csl; para este analisis las fracciones se

solubilizaron en cloroformo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV. Resultados y Discusién

4.1 Extraccion de componentes antimicrobianos

La cromatografia en capa fina del jugo de zanahoria reveld que todos los
solventes etanol, metanol, acetona, hexano y mezclas de acetona:etanol (1:1) y
metanol:agua (1:1), mostraron buena separacion de los compuestos presentes en
el jugo 1y 2, por lo que se procedié a realizar la extraccion liquido-liquido con
cada uno de ellos y posteriormente someter a evaluacion antimicrobiana cada uno

de los extractos.

4.2 Evaluacion antimicrobiana de los extractos obtenidos

4.2.1 Técnica de difusion en disco.

Primeramente, sobre los discos de papel filtro se agregaron los extractos
disueltos en una solucién de Tween 20 al 1%. Sin embargo, transcurridas las 24 h
de incubacion no se observé halo de inhibicidon ya que los extractos no inhibieron
el crecimiento microbiano. Por lo que, para eliminar la posible interferencia de la
soluciéon de Tween 20, se procedié a realizar los mismos experimentos pero
utilizando los extractos concentrados del jugo de zanahoria en solucién acuosa.
Transcurrido el tiempo de incubacidn nuevamente ninguno de los extractos
presento inhibicion. La conclusion de estos estudios es que quiza las particulas
suspendidas en los extractos se queden impregnados sobre el disco de papel filtro

y por lo tanto no difunden hacia el agar.

4.2.2 Técnica de difusion en pozo.

Dado que la técnica de difusion en discos no resultd util se procedié a evaluar la
actividad antimicrobiana utilizando la técnica de difusién en pozo; ésta técnica es
adecuada para ensayos con suspensiones acuosas de extractos y resulta menos

probable que la presencia de particulas suspendidas en la muestra interfieran en
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la difusidon de las sustancias antimicrobianas dentro del agar. Los resultados de

esta prueba se muestran en las tablas 6 y 7.

Tabla 6. Resultados de la evaluacion antimicrobiana (Técnica de difusién en pozo) de los extractos

de jugo fresco.

Extractos Jugo 1

Microorganismos
Hexano EtOH ‘ Acetona MeOH EtOH:Acetona MeOH:H,0

Listetia monocitogenss I [ A I I I

Vibrio cholerae | | | | | |

A= Activo
I= Inactivo

Tabla 7. Resultados de la evaluacion antimicrobiana (Técnica de difusién en pozo) de los extractos

de jugo almacenado en refrigeracion.

Extractos Jugo 2

Microorganismos
Hexano EtOH Acetona MeOH EtOH:Acetona MeOH:H.0

Listetia | I | I | |
mohocitogenes

Vibro cholerea

A= Activo
I= Inactivo

Como se puede observar en las Tablas 6 y 7, el extracto primario de
acetona del jugo 1 fue el unico que mostré actividad contra Listeria
monocytogenes y no se observo ningun otro efecto inhibitorio con otros extractos
de los jugos de zanahoria. Estos resultados aunque un poco mas confiables
comparados con los obtenidos por los experimentos de difusion en discos,
tampoco fueron contundentes, por lo que se optd utilizar otra técnica de

evaluaciéon antimicrobiana: la inoculacién directa.

4.2.3 Técnica de inoculacion directa.

Debido a que en este estudio las técnicas de difusion en disco y en pozo no

permitieron observar adecuadamente la inhibicidn antimicrobiana a pesar de ser

muy comun su empleo en microbiologia por su sencillez y rapidez de analisis, se
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procedié a utilizar la técnica de inoculacion directa en la cual las bacterias se
ponen en contacto directo con el extracto y se evita la presencia de posibles
interferentes (papel filtro), por lo tanto, aunque esta técnica es mas larga y
laboriosa los resultados se consideran confiables. Los resultados de este ensayo

se muestran en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Resultados de la evaluacion antimicrobiana (Técnica de inoculacion directa) de los

extractos de jugo fresco.

Extractos Jugo 1
Microorganismos
Hexano | EtOH ‘”‘““';““ MeOH | EtOH:Acetona | MeOH:H,0
Listeria I A, A, I A, I
monocitogeneas
Vibrio cholerae A
A= Activo
I= Inactivo

Tabla 9. Resultados de la evaluacién antimicrobiana (Técnica de Inoculacion directa) de los

extractos de jugo almacenado en refrigeracion.

Extractos Jugo 2

Microorganismos
Hexano | EtOH | Acetona | MeOH EtOH:Acetona MeOH:H.0
Listeria I I A, I I I
monocidogenas
Vibrio Cholerae A,
A= Activo
I= Inactivo

Los resultados presentados en las Tablas 8 y 9 muestran que la fraccién de
acetona del jugo 1(J1) y jugo 2 (J2) inhiben completamente el crecimiento de
ambas bacterias (Listeria y Vibrio), por lo que se pensdé que los compuestos
responsables de dicha actividad tienen una polaridad semejante a la de la

acetona.
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4.3 Separacion de los compuestos presentes en los extractos primarios

activos.

Los resultados anteriores mostraron que los compuestos antimicrobianos del jugo
1y 2 se encuentran en el extracto obtenido empleando acetona como extractante,
por lo que se procedié a separar cada uno de los compuestos presentes en este
extracto utilizando la cromatografia en columna y con diversos sistemas de

elucion.

La eleccion de los solventes utilizados en la cromatografia en columna se
hizo con base en los resultados de la cromatografia en capa fina de dicho extracto.
Estos resultados mostraron que todos los solventes utilizados (Tabla 5) mostraban
separacion de componentes por lo que se procedié a utilizarlos para obtener
distintas fracciones. De esta forma, se colectaron 14 fracciones para el jugo 1y 14
fracciones para el jugo 2, que posteriormente fueron sometidas a evaluacion
antimicrobiana mediante la técnica de inoculacion directa y el método del

bioscreen.

4.4 Evaluacion antimicrobiana de cada una de las fracciones obtenidas.

Cuando el extracto de acetona se paso a través de la columna se obtuvieron 14
fracciones, tanto para J1 como para J2, cada uno correspondiente al uso de un
disolvente (Tabla 5). Estas fracciones fueron concentradas y se solubilizaron en
una solucién salina isoténica (0.85% NaCl) para evaluar su actividad
antimicrobiana mediante la técnica de inoculaciéon directa y el método del
bioscreen. En este estudio ademas de Listeria y Vibrio también se procedio a
evaluar la actividad de estas fracciones contra las bacterias Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa y Salmonella typhimurium. Los resultados de
dicha evaluacidon mediante la técnica de inoculacién directa se muestran en las
tablas 10 y 11.
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Tabla 10. Resultados de la evaluacion antimicrobiana de las fracciones obtenidas del jugo 1.

Fracciones jugo 1

Microorganismos
A 1 2 3 4 A 6 ) ] a 1 1 1 1 1

Listerla | | | | | I | | | | | | I |
Wibrio Cholerae | | | | | |

¥ | =

Staphylococcus I I

Salmonella | |

FPseudarnona | | | | | | | A | | | | | |

A= Activo
I= Inactivo

En los resultados de la tabla 10 se puede observar que las fracciones 7 y 8 fueron

activas contra tres de las bacterias estudiadas.

Tabla 11. Resultados de la evaluacion antimicrobiana de las fracciones obtenidas del jugo 2.

Fracciones jugo 2
Microorganismos

A 112 (3|4 5|6 |7 (8|9 :'I : ; ; 1
Listeria | A I I I I [ | A I I I I I I
Wibrio Chaole rae I I Al I Al A A A I I
Staphilococcus I I I I I I | [ I I I I I
Salmonella I I I I I I I I I I I I I I
Pseudomona I I I I I I I A I I I I I I

A= Activo

I= Inactivo

Los resultados de las tablas 10 y 11 muestran que la fraccién 8 del jugo 2
fue activa contra un mayor numero de bacterias que la correspondiente del jugo 1,
por lo que de acuerdo con estos resultados en la fraccion 8 se encuentran
mayoritariamente los compuestos que inhiben el desarrollo de los
microorganismos en estudio. También se pudo observar que el jugo almacenado
en refrigeracion presenta mayor actividad antimicrobiana en comparacion con el
jugo fresco.

Por otro lado, la evaluacién antimicrobiana mediante el método del

bioscreen mostré que la fraccion 7 del J1 y las fracciones 1, 2, 3,5,6,7,8,9,10y
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11 del J2 inhibieron el desarrollo de Vibrio cholerae y que las fracciones 2 y 8 del
J2 fueron activas contra Listeria monocytogenes. Los comportamientos tipicos de

estas fracciones en la técnica de bioscreen se muestran en las Figuras 10y 11.
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Figura 10. Cinética del crecimiento microbiano de las fracciones del J2 activas contra Listeria
monocytogenes.
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Figura 11. Cinética del crecimiento microbiano de las fracciones del J1 y J2 activas contra Vibrio
cholerae.

34



Karemi Martinez Angeles

Las figuras 10 y 11 muestran que las fracciones ensayadas son activas
contra las bacterias bajo estudio debido a que su densidad 6ptica es mucho menor
que la del control (blanco-medio de cultivo mas la bacteria), es decir, durante el
transcurso del tiempo la densidad optica del control aumenta progresivamente
indicando el crecimiento del microorganismo, mientras que la densidad optica de
las fracciones ensayadas permanece constante lo cual indica que no hay

crecimiento del microorganismo.

En las tablas 12, 13 y 14 se muestran las fracciones que fueron activas
contra las bacterias bajo estudio, considerando los resultados obtenidos tanto en

la técnica de inoculacidn directa como en el método del bioscreen.

Tabla 12. Fracciones activas del J1 contra Vibrio cholerae.

Fraccidn Inoculacidn directa Bioscreen

7 A, A

Tabla 13. Fracciones activas del J2 contra Vibrio cholerae.

Fraccidn Inoculacidn directa Bioscreen

1 I A

2 I A

3 A A

5 I A,

B A, A

7 I A

8 A, A,

g A A

10 I A

11 A A

Tabla 14. Fracciones activas del J2 contra Listeria monocytogenes.

Fraccidan Inoculacion directa Bioscreen
2 A, A
a A, A,
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Los resultados que se reportan en las tablas 12, 13 y 14 muestran, tanto en
la prueba de inoculacion directa como la de bioscreen, que la fraccion 7 del jugo 1
y las fracciones 3, 6, 8, 9, y 11 del jugo 2 inhiben el desarrollo de Vibrio cholerae;
mientras que las fracciones 2 y 8 del jugo 2 son activas contra la bacteria Listeria
monocytogenes. Estas fracciones cuya actividad fue corroborada por ambas
pruebas antimicrobianas, se analizaron con la finalidad de caracterizar los

compuestos activos que las constituian.

4.5 Caracterizacion de los compuestos con actividad antimicrobiana.

Las fracciones que mostraron actividad antimicrobiana tanto en la técnica de
inoculacion directa como en el método del bioscreen fueron sometidas a analisis
mediante GC-MS e IR con el fin de realizar la determinacion estructural de los
compuestos presentes en dicha fraccion, y por lo tanto responsables de dicha

actividad.
4.5.1 Espectroscopia de infrarrojo

4.5.1.1 Fraccion 7 del jugo 1 (J1-7)

En el espectro de infrarrojo para esta fraccién se observan bandas de absorcion a
2922.07cm™ y 2852.33cm™ para el alargamiento C-H y a 1466.48cm™, y
1378.44cm™ para la flexion del enlace C-H. Otra banda a 720.51cm™ que

representa la oscilacion (CH.), cuando n>3 y una banda en 1739 cm’
caracteristica del alargamiento C=0. Otro aspecto importante del espectro es que

presenta una banda a 1071.81cm™ correspondiente al alargamiento C-O de un

éster (Figura 14).

4.5.1.2 Fraccion 2 del jugo 2 (J2-2)
El analisis de los datos para este espectro, muestra la presencia de bandas de
absorciéon a (2926.87cm™, 2855.06cm™) y (1463.87cm™, 1377.20cm™) para el

alargamiento y flexién C-H. A 722.49cm™ correspondiente a la oscilacidn (CH.),

cuando n>3. Otras bandas presentes son las correspondientes a las
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representativas del alargamiento C=O a 1746.28cm™” y dos bandas
correspondientes al alargamiento C-O a 1164.98 cm™ para C-C(=0)-O y a
1098.94 cm™ para O-C-C. (Espectro 1, Anexo 2).

4.5.1.3 Fraccion 3 del jugo 2 (J2-3)

En este espectro de IR se observa la presencia de bandas de absorcidn a
(2925.73cm™, 2854.59cm™) y (1464.53cm™, 1377.41cm™) que representan las
vibraciones de alargamiento y flexion para el enlace C-H respectivamente.

Asimismo, se muestra una banda a 722.68cm™ para la oscilacion (CH.), cuando

n>3, otra banda caracteristica del alargamiento C=0 a 1745.74cm™ y dos bandas
a 1164.16cm™ para C-C(=0)-O y a 1099.55cm™ para O-C-C correspondientes al

alargamiento C-O. (Espectro 2, Anexo 2).

4.5.1.4 Fraccion 6 del jugo 2 (J2-6)

Las bandas de absorcion caracteristicas de este espectro se observan a
2920.70cm™ y 2850.65cm™ para el alargamiento C-H y a 1465.95cm™ y
1378.27cm™ para la vibracién de flexion en el enlace C-H. Otra banda a 720.96cm’
' que representa la oscilacién (CH,), cuando n>3. Otros datos importantes son la
banda de absorcién a 1732.83cm™ caracteristica del alargamiento C=0 y bandas
a 1160.89cm™ para (C-C(=0)-O) y 1027.12cm™ para O-C-C correspondientes al

alargamiento C-O. (Espectro 3, Anexo 2).

4.5.1.5 Fraccion 8 del jugo 2 (J2-8)

Los datos de este espectro muestran bandas de absorcién a 2922.99cm™ vy
2852.70cm™ correspondientes al alargamiento del enlace C-H, y a (1463.54cm™ y
1376.20cm™) para la flexién C-H. La banda que caracteriza al enlace C=0 se
observa a 1739.74cm™ y otras dos bandas que caracterizan al alargamiento C-O
de los esteres se observan a 1167.02cm™ para (C-C(=0)-O) y a 1069.82 cm™ para
(O-C-C). (Espectro 4, Anexo 2).

4.5.1.6 Fraccion 9 del jugo 2 (J2-9)
En este espectro se observan bandas a 2922.14cm™ y 2853.05cm™ que

corresponden al alargamiento C-H y a 1462.91cm™ y 1379.89cm™ caracteristicas
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de la flexion del enlace C-H. Otra banda a 723.50cm™ representa la oscilacion
(CH,), cuando n=3. A 1744.19cm™ se observa la banda del alargamiento C=0 y a
1166.67cm™ y 1065.02cm™ se muestran las bandas correspondientes al

alargamiento del enlace C-O; para C-C(=0)-O y O-C-C respectivamente.

(Espectro 5, Anexo 2).

4.5.1.7 Fraccion 11 del jugo 2 (J2-11)

Para este espectro se observan bandas a 2921.61cm™ y 2851.09cm’' que
representan la vibracién de alargamiento C-H y a 1462.92cm™ y 1377.41cm™ para
la flexién del enlace C-H. Otra banda de poca intensidad se observa a 1733.05cm”

'y corresponde al alargamiento C=0. (Figura 19).
4.5.2 Espectrometria de masas.

Del pico con mayor abundancia de los cromatogramas de gases correspondiente
para cada una de las fracciones activas, se obtuvieron los espectros de masas

respectivos. Un cromatograma tipico se muestra en el Anexo 2.

4.5.2.1 Fraccion 7 del jugo 1
MS (IE, 70ev) m/z, 256(46), 239(20), 213(10), 199(8), 185(10), 171(10), 157(16),
143(10), 129(24), 115(16), 102(88), 97(32), 83(36), 71(56), 60(100). (Figura 16)

(Cromatograma 1, Anexo 2).

4.5.2.2 Fraccion 2 del jugo 2

MS (IE, 70ev) m/z, 256(20), 227(4), 213(12), 199(6), 185(12), 171(14), 157(19),
143(10), 129(42), 115(20), 97(24), 87(30), 73(100), 60(90), 55(72). (Espectro 6,
Anexo 2).

4.5.2.3 Fraccion 3 del jugo 2
MS (IE, 70ev) m/z, 256(20), 227(4), 213(12), 199(6), 185(12), 171(14), 157(16),
143(10), 129(38), 115(18), 97(22), 87(30), 73(100), 60(96). (Espectro 7, Anexo 2)
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4.5.2.4 Fraccion 6 del jugo 2
MS (IE, 70ev) m/z, 256(22), 213(16), 185(16), 157(20), 143(16), 129(44), 111(18),
97(24), 83(32), 73(100), 57(88), 55(79). (Espectro 8, Anexo 2).

4.5.2.5 Fraccion 8 del jugo 2
MS (IE, 70ev) m/z, 256(22), 213(16), 185(14), 171(14), 157(20), 129(32), 115(20),
97(26), 85(40), 73(80), 57(100). (Espectro 9, Anexo 2).

4.5.2.6 Fraccion 9 del jugo 2
MS (IE, 70ev) m/z, 256(22), 213(20), 199(10), 185(14), 171(16), 157(20), 143(14),
129(40), 115(20), 97(28), 85(32), 73(100), 60(90). (Espectro 10, Anexo 2).

4.5.2.7 Fraccion 11 del jugo 2
MS (IE, 70ev) m/z, 256(20), 213(18), 185(18), 171(20), 157(18), 143(16), 129(32),
115(20), 97(28), 85(36), 73(100), 60(90), 57(100). (Figura 21).

4.5.3 ldentificacion de los compuestos con actividad antimicrobiana
4.5.3.1 Metil éster del acido pentadecandico

De acuerdo con la informacién obtenida y la encontrada en la bibliografia asi como
las bandas de absorcion en el IR, se dedujo que en la fraccién 7 del jugo 1y en
las fracciones 2, 3, 6, 8 y 9 del jugo 2, esta presente un éster de acido graso. La
masa molecular del espectro de masas permitio identificarlo como el metil éster

del acido pentadecandico (Figura 12).

Q
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Figura 12. Estructura del metil éster del acido pentadecanoico

Asi, en las Figuras 13 y 14 se muestran respectivamente los espectros de
Infrarrojo reportado y experimental para la fraccion 7 del jugo 1 del metil éster del
acido pentadecandico. Puede observarse que en ambos estan presentes las

bandas de absorcidon caracteristicas de los ésteres de acidos grasos,
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principalmente las que corresponden al alargamiento C-O en la regién de (1000 -
1300cm™), éstas vibraciones de alargamiento C-O consisten en dos vibraciones
asimétricas acopladas: C-C(=0)-O en la regién de (1210 - 1163 cm™) y O-C-C en
la regién de (1064 - 1031 cm™) Los espectros correspondientes a las fracciones 2,
3, 6, 8 y 9 que fueron comparadas con el espectro de IR reportado del metil éster

del acido pentadecandico se muestran en el anexo 2.

[t ] HROOLET 34X T8
if ai i [} H i ¥ k] 1 i3 18 i N

3% F T LR |
P P W TS B | P i — )
; JANRNEEW N Failiis. P s

| a8
» |

| EEEE

42 BN BE O MEE X W O33N 3R ME oo bod Lo

WL ana o] {2 e L] 4
LEY L H]

Figura 13. Espectro IR reportado para el metil éster del acido pentadecandico. Datos obtenidos en
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/P6250.
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Figura 14. Espectro de IR en pelicula de Csl para la fraccion 7 del jugo 1 (J1-7)
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Por otro lado, en la Figura 15 se muestra el espectro de masas reportado
en la literatura para el metil éster del acido pentadecandico, mientras que en la
Figura 16, se muestra el espectro de masas experimental correspondiente a la
fracciéon 7 del Jugo 1. Puede observarse que ambos espectros coinciden en un M*
de relaciéon m/z 256. Los espectros de masas para las fracciones 2, 3, 6, 8 y 9 que
fueron comparadas con el espectro del metil ester del acido pentadecandico se

pueden observar en el anexo 2.
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Figura 15. Espectro de masas reportado para el metil éster del acido pentadecandico (Datos

obtenidos en Wiley library).
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Figura 16. Espectro de masas correspondiente a la fraccién 7 del jugo 1.
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4.5.3.2 Acido hexadecanoico

Después de realizar el analisis de la informacién espectral de las fracciones
obtenidas, pudo observarse que la fraccion 11 del jugo 2 presenta datos de IR
diferentes a las fracciones mencionadas en el apartado anterior, y que por lo tanto
hay en ella un compuesto diferente. Al comparar los datos obtenidos con los
reportados en la literatura se propuso que la estructura del compuesto
corresponde al acido hexadecandico (Figura 17). También en este caso, el patron
de fragmentacion asi como el peso molecular del compuesto analizado

corresponde a lo reportado en la bibliografia para el acido hexadecanaico.
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Figura 17. Estructura del acido hexadecandico

El espectro de infrarrojo reportado en la literatura para el &cido
hexadecandico se muestra en la figura 18 y el espectro de IR experimental para la

fraccion 11 del jugo 2 se muestra en la figura 19.
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Figura 18. Espectro IR reportado para el acido hexadecandico. Datos obtenidos en:
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/ P5585.
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Figura 19. Espectro de IR en pelicula de Csl para la fraccion 11 del jugo 2 (J2-11)

En la Figura 20 se muestra el espectro de masas del acido hexadecandico

reportado en la literatura y en la Figura 21 el espectro de masas experimental

correspondiente a la fraccion 11 del jugo 2. Ambos espectros coinciden en

presentar un ion molecular (M*) en 256.
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Figura 20. Espectro de masas reportado para el acido hexadecandico. Datos obtenidos en:

http://www.lipidlibrary.co.uk/ms/ms21/#top.
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Figura 21. Espectro de masas para la fraccion 11 del jugo 2 (J2-11).

Cabe mencionar que la interpretacién de los espectros de infrarrojo causé
cierta confusion debido a que, aunque existen bandas caracteristicas del acido
hexadecanodico y del metil éster del acido pentadecandico, también estan
presentes otras bandas que pueden ser debidas a la presencia agua y de otros
compuestos que no fueron posibles de identificar debido a su menor
concentracion. Sin embargo, como ya se mencioné anteriormente; el ion molecular
observado en los espectros de masas concuerda con el peso molecular de los

compuestos propuestos.
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V. CONCLUSIONES
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V. Conclusiones

1.- Los resultados de la cromatografia en capa fina del jugo de zanahoria
mostraron que los solventes: etanol, metanol, acetona, hexano y mezclas de
acetona:etanol (1:1) y metanol:agua (1:1) separaban igual numero de

componentes presentes en el jugo de zanahoria.

2. En la evaluacion antimicrobiana las técnicas que resultaron ser mas adecuadas
para evaluar cada uno de los extractos y fracciones obtenidas fue la de
inoculacion directa y el método del bioscreen; ya que en la primera el extracto se
pone en contacto directo con el microorganismo de prueba y se eliminan posibles

interferencias como el papel filtro en el caso de la técnica de difusién en disco.

3. Se observdé que en los jugos frescos y almacenados existen sustancias
antimicribianas que son extraidas principalmente con acetona y que unicamente
mediante la técnica de inoculacién directa y el bioscreen ha sido posible demostrar
su actividad, esto también puede ser debido a la baja concentracién de estos

componentes antimicribianos en los jugos.

4. La evaluacion antimicrobiana de las fracciones obtenidas a partir del extracto de
acetona permitié observar que el jugo 1 es activo contra Vibrio cholerae, y que el
jugo 2 inhibe el desarrollo tanto de Vibrio cholerae como de Listeria
monocytogenes presentando un amplio espectro de inhibicion ya que inhibe el

desarrollo de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

5. En la caracterizacion de los compuestos presentes en el extracto activo del jugo
1 se propuso al metil éster del acido pentadecandico como el posible responsable
de dicha actividad, mientras que para el jugo 2 se propuso al acido hexadecanadico
y al metil éster del acido pentadecandico como los responsables de la actividad

antimicrobiana.
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6. También se pudo observar que el jugo almacenado en refrigeracion mostro
mayor inhibicién que el jugo fresco, es decir; que el jugo refrigerado fue activo
contra Listeria y Vibrio; mientras que el jugo fresco sélo inhibié el desarrollo de
Vibrio. Esto confirma que el almacenamiento del jugo influye significativamente en

la concentracion y/o produccion de compuestos con actividad antimicrobiana.

47



Karemi Martinez Angeles

REFERENCIAS

48



Karemi Martinez Angeles

Referencias

[1] El cultivo de la zanahoria, origen, morfologia y taxonomia. Disponible en

http://www.infoagro.com/hortalizas/zanahoria.htm#1.%ORIGEN, Julio 2006.

[2] Zanahoria, Composicion y usos. Disponible
http://www.uc.cl/sw_educ/hort0498/HTML/p100.html, Julio 2006.

[3] World Carrot Museum, Varieties. Disponible

http://www.carrotmuseum.co.uk/today.html#varieties, Julio 2006.

[4] La zanahoria, Tipos de zanahoria. Disponible

http://www.horfres.com/zanahoria.htm, Julio 2006.

[5] Zanahoria (Daucus carota L.). Disponible

http://www.alcentral.com.ar/fh_zanahoria.html, Julio 2006.

en

en

en

en

[6] U. Kidmose, S. L. Hansen, L. P. Christensen, M. Edelenbos, E. Larsen, and R.

Norbaek, Effects of Genotype, Root Size, Storage, and Processing on Bioactive

Compounds in Organically Grown Carrots (Daucus carota L.), Sensory and

Nutritive Qualities of Food, 2004,69, 388-394.

[7] M. K. Larsen, L.P. Christensen, W. Vach, J.R. Hottinga, K. Brandt, Inhibitory

Effects of Feeding with Carrots or (-)-Falcarinol on Development of

Azoxymethane-Induced Preoneoplastic Lesions in the Rat Colon, Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 2005, 53, 1823-1827.

[8] M. Baranska, H. Schulz, R. Baranski, T. Nothnagel, L.P. Chirstensen, In Situ

Simultaneous Analysis of Poliacetylenes, Carotenoids and Polysaccharides in
Carrot Roots. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2005, 53, 6565-6571.

49



Karemi Martinez Angeles

[9] S.T. Talcott, L.R. Howard, Determination and Distribution of 6-Methoximellein in
Fresh and Processes Carrot Puree by a Rapid Spectrophotometric Assay,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1999, 47, 3237-3242.

[10] A. Czepa, T. Hofman, Structural and Sensory Characterization of Compounds
contributing to the Bitter Off-Taste of carrots (Daucus carota L.) and carrot
Puree. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2003, 51, 3865-3873.

[11] Métodos basicos para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos.
2000. Disponible en: http://www.seimc.org/protocolos/microbiologia/cap11.htm,
Julio 2006.

[12] Bioscreen C Microbiology Plate Reader. http://www.mtxlsi.com/

bioscreenc.htm, Julio 2006.

[13] L.R. Beuchat, R.E. Brackett, Inhibitory Effects of Raw Carrots on Listeria
Monocytogenes. Applied and Environmental Microbiology, 1990, 1734-1742.

[14] S.G.Yates, and R.E. England. Isolation and analisis of carrot constitutens:
Myristicin,. falcarinol, and falcarindiol. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 1982, 30, 317-320.

[15] Babic I, Nguyen-the C, Amiot MJ, Antimicrobial Activity of Shredded Carrot
extracts on Food-borne Bacteria and Yeast., Applied Bacteriology, 1994, 76(2),
165-141.

[16] R. A. Momin and M. G. Nair, Pest-Managing Efficacy of trans-Asarone
Isolated from Daucus carota L. Seeds. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2002, 4475-4478.

50



Karemi Martinez Angeles

[17] ICMSF, Microorganismos de los alimentos. Caracteristicas de los patégenos

microbianos. Ed. Acribia, Zaragoza (Espana), 1996.

[18] "Especificidad y Sensibilidad de la PCR para Detectar Salmonella spp. en
Cultivos Puros y en Alimentos". Disponible en  http://www.

unavarra.es/genmic/publicaciones/tfc/Nekane%20Razquin.htm, Julio 2006.

[19] Vibrio Cholerae. Disponible es http://es.wikipedia.org/wiki/Vibrio_cholerae,
Julio 2006.

[20] Staphylococcus aureus. Disponible en http://es.wikipedia.org

Iwiki/Staphylococcus_aureus, Julio 2006.

51



Karemi Martinez Angeles

ANEXOS

52



Karemi Martinez Angeles

ANEXO 1

Caracteristicas generales de las bacterias a estudiar.

A.1.1 Listeria monocytogenes

La descripcion de esta bacteria se remonta a mas de 60 afios; cuando Murray
aisloé una bacteria corta, Gram positiva, de forma bacilar que causaba enfermedad
en los conejos (Figura 22). En ese entonces se denominé como Bacterium
monocytogenes porque infectaba a los monocitos (leucocitos de la sangre). Las
primeras descripciones de organismos que se parecian a Listeria monocytogenes
que causaban infeccion en las personas y en los animales; se remontan a finales
del siglo XIX. Pirie (1930) aislé un organismo parecido en el higado de gerbos
enfermos y lo denominé Listeria hepatolytica en honor al Dr. Joseph Lister. A
pesar que la denominacién de Listeria habia sido adoptada anteriormente para un
grupo de mohos productores de mucilago; finalmente fue acordada la
denominacion de Listeria monocytogenes. Las especies incluidas en este género
son la L. innocua y L. murria consideradas apatdgenas, L. seeligeri, L ivanovii, y L.
welshimer que rara vez causan infeccion humana y L. monocytogenes la especie

de consideracion mas importante.

Figura 22. Listeria monocytogenes
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Esta es un patdégeno oportunista, capaz de sobrevivir y de multiplicarse fuera de
hospedadores animales y en medios nutritivos muy simples; ha sido aislada en
una gran diversidad de habitats, entre los que se incluyen el suelo, las aguas
residuales, carnes crudas, heces y en los ambientes donde se elaboran alimentos.
Su importancia radica en la relacion que existe con diversos casos aislados y
brotes de listeriosis, ocurridos a nivel mundial por el consumo de alimentos que
permiten el crecimiento de la bacteria, como los productos lacteos y carnes crudas
[17].

A.1.2 Vibrio cholerae

Desde tiempos antiguos, el cdlera ha sido un azote de la humanidad y todavia es
una enfermedad de importancia universal. La bacteria causante de esto es un
bacilo anaerobio, Gram negativo, que presenta forma de coma y es
extremadamente mdévil debido a su unico flagelo polar, mide entre 0.2 y 0.4 pm

por 1.5 a 2.4 um (Figura 23).

Figura 23. Vibrio Cholere

Esta bacteria pertenece al genero Vibrio; que comprende varias especies de
importancia meédica, relacionadas muchas de ellas con enfermedad
gastrointestinal y en particular con enfermedades transmitidas por alimentos de

origen marino. La vibrio cholerae merece especial atencién ya que es responsable
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del célera epidémico, enfermedad infecciosa con un cuadro clinico caracterizado
al inicio por una diarrea ligera, malestar abdominal y anorexia, pero rapidamente
progresa a una diarrea intensa con las clasicas heces de agua de arroz y una
pérdida rapida de liquidos y sales del organismo (especialmente potasio), que
originan deshidratacion grave, hipertension y desequilibrio salino. Dicha bacteria

ingresa al organismo con el agua o los alimentos contaminados. [19, 17].

A.1.3 Salmonella typhimurium

Budd (1874) fue quien dedujo que la fiebre tifoidea era transmitida por el agua y
los alimentos. Salmonella typhi, el agente etioldgico de la enfermedad, fue descrito
por Eberth y aislado en 1884 por Gaffka. Salmonella es un género de la familia
Enterobacteriaceae. Las representantes de la familia se caracterizan como
bacterias Gram-negativas, anaerobias facultativas, de forma bacilar cuyo tamano
oscila entre 1 y 3 um de longitud y entre 0.5 y 0.7 um de diametro. Generalmente

poseen flagelos peritricos que les confieren movilidad. (Figura 24).

Las especies del género Salmonella son una de las patégenas mas importantes

que pueden provocar enfermedades en el hombre por ingestién de alimentos
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contaminados. Son causantes de la salmonelosis humana y aproximadamente la
tercera parte de los alimentos implicados en los brotes de salmonelosis son
carnes, productos carnicos y productos derivados de las aves (huevos y

ovoproductos) [17,18 ].

A.1.4 Staphylococcus aureus

S. aureus es la especie tipo del género Staphylococcus, se presenta en forma de
cocos Gram positivos que crecen agrupados en racimos (de ahi su raiz

"Staphylo"), es aerobio y anaerobio facultativo (Figura 25) [17, 20].

Figura 25. Staphylococcus aureus

El estafilococo aureo causa lesiones de piel superficiales tales como ebulliciones y
orzuelos; infecciones mas serias tales como pulmonia y meningitis e infecciones

de las vias urinarias.

A.1.5 Pseudomona aeruginosa

La P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, que en medios de cultivo produce

colonias de color azul-verdoso debido a la produccion de pigmentos (Figura 26).
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Figura 26. Pseudomona aeruginosa.

Se encuentra ampliamente difundida en la naturaleza en intima asociaciéon con
medios humedos. La P. aeruginosa afecta con frecuencia las estructuras cutaneas
produciendo diversos cuadros clinicos como foliculitis, infecciones ungueales
(donde las uias adquieren un color verdoso caracteristico), otitis externa, infeccion

del pliegue interdigital e infeccion de las heridas quirurgicas [18].
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ANEXO 2

Espectros de IR y MS para los extractos secundarios con

actividad antimicrobiana del jugo de zanahoria

A.2.1 Espectros de IR
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Espectro 2. Espectro de IR en pelicula de Csl para la fraccion 3 del jugo 2 (J2-3)
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Espectro 4. Espectro de IR en pelicula de Csl para la fraccion 8 del jugo 2 (J2-8)
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Espectro 5. Espectro de IR en pelicula de Csl para la fraccion 9 del jugo 2 (J2-9)

A.2.2 Cromatograma
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Cromatograma 1. Cromatograma de la fraccion 7 del jugo 1, obtenido en un GC-MS. Condiciones

descritas en el apartado 3.7.
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A.2.3 Espectros de Masas
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