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RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antibioticos reduce su eficacia terapedtica, lo que ha generado
un grave problema de salud publica. Como alternativa de tratamiento, se investigan diferentes
extractos de plantas entre ellos el de Y. baccata que ha demostrado tener propiedades
antibacterianas. Por otra parte, los métodos de encapsulacion basados en polisacéaridos se han
venido utilizando para estabilizar, controlar la liberar, y mejorar las propiedades antimicrobianas
de extractos de diferentes plantas. Uno de los polisacaridos mas empleados con este proposito es
el quitosano (QS). El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de las
microparticulas compuestas de extracto de Y. baccata (EYB) y QS antes y después de ser sometidas
a diferentes pHs simulando condiciones gastrointestinales contra E. coli, S. Typhimurium, L.
monocytogenes y S. aureus. Inicialmente, se realizé la cuantificacion de saponinas EYB utilizando
un método espectrofotométrico. Luego, las microparticulas de quitosano (MPQ) y compuestas
(MPC) fueron elaboradas por goteo controlado y bafio recirculado. Su caracterizacion se realizé
mediante FTIR y microscopia Optica, asi como la eficiencia de asociacion. Las propiedades
antibacterianas se evaluaron estimando las concentraciones minima inhibitoria y minima
bactericida. La simulacion gastrointestinal se evalué a diferentes pH. Los resultados mostraron que
el rendimiento de extraccién butandlica de Yucca fue de 2.42%. Su contenido de saponinas totales
fue de 24.58%. Las MPQ y MPC exhibieron morfologias esférica (70%) y semiesférica (30%), con
didmetros promedios de 388.5 £ 100.7 um y 285.5 £ 70.9 um, respectivamente. Las MPC contenian
0.04% de saponinas totales con una eficiencia de asociacion del 22.73 %. EYB mostré una buena
actividad frente a las bacterias evaluadas, aunque E. coli presentd mayor resistencia (CMI1=120
mg/mL). No se obtuvieron CMB para MPQ contra S. Typhimurium y L. monocytogenes. S. aureus
y L. monocytogenes (CMI=700 mg/mL) fueron menos sensibles a MPC. Durante el ensayo de
simulacion, las MPQ y EYB mostraron actividad significativa contra las bacterias analizadas. Las
MPC no mostraron actividad antibacteriana. Se requiere informacién adicional sobre la eficiencia
de encapsulaciéon del EYB con QS, y el comportamiento de las MPC bajo condiciones de
simulacion gastrointestinal lo cual conducira a la elaboracién de formulaciones QS-EYB mas
precisas capaces de mantener su integridad estructural bajo condiciones del entorno gastrointestinal
y actuar con mayor eficacia.

Palabras clave: Y. baccata, quitosano, actividad antibacteriana, pH gastrointestinal
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ABSTRACT

Bacterial resistance reduces the effectiveness of antibiotics, which represents a serious
public health problem. Different plant extracts are being investigated as an alternative treatment,
including Y. baccata, which has been shown to have antibacterial properties. On the other hand,
the encapsulation technique has been used to stabilize, control the release, and improve the
antimicrobial properties of extracts from different plants. One of the most used biopolymers for
this purpose is chitosan. The objective of this work was to evaluate the antibacterial activity of
microparticles composed of Y. baccata extract and chitosan before and after being subjected to
different pH simulating gastrointestinal conditions against E. coli, S. Typhimurium, L.
monocytogenes and S. aureus. Quantification of EYB saponins was performed using a
spectrophotometric method. Chitosan (MPQ) and composite microparticles (MPC) were prepared
using a controlled drip and recirculated bath. FTIR and optical microscopy performed their
characterization. The association efficiency was determined by the method of Kiafar. The
antibacterial properties were evaluated by estimating the minimum inhibitory and minimum
bactericidal concentrations. The gastrointestinal simulation was carried out under different pH
conditions. The butanolic extraction yield of Yucca was 2.42% (EYB). Its total saponin content
was 24.58%. MPQ and MPC exhibited spherical (70%) and hemispherical (30%) morphologies,
with average diameters of 388.523 + 100.769 um and 285.523 + 70.921 pm, respectively. MPC
contained 0.04% total saponins with an association efficiency between 22.73%. EY B showed good
activity against the tested bacteria, although E. coli showed higher resistance (MIC=120 mg/mL).
No MICs were obtained for MPQ against S. Typhimurium and L. monocytogenes. S. aureus and L.
monocytogenes (MIC=700 mg/mL) were less sensitive to MPC. MPQ and EYB showed significant
activity against the tested bacteria during the simulation test. MPCs did not show antibacterial
activity. Additional information is required on the encapsulation efficiency of EYB with chitosan
and the behavior of MPCs under gastrointestinal simulation conditions, which will lead to the
development of more precise chitosan-EYB formulations capable of maintaining their structural

integrity under gastrointestinal environment conditions and acting more effectively.

Keywords: Y. baccata, chitosan, antibacterial activity, gastrointestinal pH

11



1. INTRODUCCION

A nivel mundial existen microorganismos patogenos resistentes a los antibioticos que son
de gran preocupacion para la salud humana. Algunos de los patdgenos mas comdnmente reportados
son E. coli, Salmonella spp, S.aureus, H. pylori, S. pneumoniae y K. pneumoniae. Desde la
introduccion de los antibioticos, la incidencia de las enfermedades infecciosas habia sido
controlada. Sin embargo, en los Gltimos afios la resistencia de bacterias hacia estos farmacos se ha
convertido en un grave problema de salud publica (OPS, 2021).

Los antibidticos se emplean para tratar infecciones bacterianas, representando uno de los mayores
avances medicos. Sin embargo, se estan volviendo ineficaces, debido a su uso inapropiado e
indiscriminado. Esta problemaética ha evolucionado gravemente, ya que ha provocado un aumento
en la morbilidad y mortalidad asociada a bacterias en todo el mundo (OMS, 2020; Qasim et al.,
2020). Se ha estimado que los patdgenos resistentes a los antibiéticos provocan alrededor de 10
millones de muertes y una reduccion del 2,5% del producto interno anual bruto para 2050 (Qasim
etal., 2020). Es por ello, que se buscan nuevas alternativas para tratar a las infecciones bacterianas,
y una de ellas es el uso de extractos obtenidos de las plantas, debido a que algunos fitocomponentes
presentan propiedades antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas. Se ha reportado que, el
uso de MPQ y extracto de Yucca, podrian coadyuvar en el tratamiento de infecciones causadas por
bacterias patdgenas (Matica et al ., 2019; Benito et al ., 2023;). La encapsulacion de compuestos
bioactivos se ha vuelto una practica comun en la industria, ya que se ha utilizado para mejorar su
transporte, biodisponibilidad y liberacion en el sitio blanco de manera controlada (Gali et al., 2023).
Sin embargo, pocos estudios han explorado la actividad antimicrobiana de fitocompuestos
sometidos a condiciones de simulacion gastrointestinal. Por lo tanto, es fundamental comprender
en qué medida las microparticulas compuestas de Y. baccata-quitosano (MPC) pueden conservar
su funcionalidad después de ser sometidas a condiciones de pH gastrointestinal. Esta evaluacion
ofrecera una forma rapida y econdémica de explorar diferentes escenarios lo cual ofrece un paso

esencial hacia su posible uso en seres humanos (Li y Kong., 2022).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Persistencia y Resistencia Bacteriana

En el campo de la salud, existen dos fendmenos de gran preocupacion para el sector salud: la
resistencia y la persistencia bacteriana. Ambos fendmenos plantean un desafio significativo en el
tratamiento de las infecciones bacterianas. Es esencial tener en cuenta que la resistencia y la
persistencia son dos fendmenos distintos, con diferentes mecanismos en su aparicion (Suclupe y
Aguilar, 2020).

La persistencia, es un fendbmeno en el que existe una variacion fenotipica no heredada que se
presenta en genes especificos y que se activan en respuesta al estrés ambiental, que le permite
adaptarse y sobrevivir. Estas cepas persistentes no son susceptibles a la concentracion minima
inhibitoria (concentraciébn mas baja de un antibidtico que inhibe el crecimiento de una cepa
bacteriana originalmente sensible) y permanecen latentes, sin ser afectadas por la concentracion de
antibidticos, lo que conlleva a un tratamiento ineficaz (Suclupe y Aguilar, 2020).

La resistencia bacteriana ocurre cuando las bacterias evolucionan para evadir el efecto del
antibidtico a través de diferentes mecanismos. Esto implica alteraciones diana, cambios genéticos
heredados, mecanismos enzimaticos, asi como, cambios en su estructura y funcionalidad. Estas
células son una variante transitoria de una poblacion genéticamente homogénea no mutante, la cual
puede sobrevivir a la exposicion del antibidtico, generando latencia celular, derivada de la
variacion fenotipica silvestre. Estas se originan después del tratamiento con antibidticos por un
cambio fenotipico sensible a tolerante y reversible, porque al momento de volver a desarrollarse
en un medio no estresante, mostraran el mismo patrén de sensibilidad que la poblacién original
(Suclupe y Aguilar, 2020).

Los diferentes mecanismos de accion que la bacteria emplea para contrarrestar los efectos de los
antibidticos pueden ser: modificacion en la produccion enzimatica que alteran o inactivan los
antibioticos, el bombeo activo mediante el cual las bacterias expulsan los antibioticos de la célula;
la alteracion del blanco, donde las bacterias pueden modificar las subunidades ribosomicas a las
que se unen los antibioticos, disminuyendo su eficacia de adherencia y, las barreras fisicas, que

dificultan la entrada de los antibidticos a la célula bacteriana. Cada mecanismo es especifico para
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cada antibidtico y cada bacteria (Peterson y Kaur, 2018).

En 2019 se reportaba que las bacterias resistentes habian causado alrededor de 1.27 millones de
muertes a nivel global. Actualmente se considera como uno de los mayores desafios por atender y
resolver por parte de los sistemas de salud publica del mundo, ya que afecta a personas en cualquier
etapa de la vida (Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022). Cuando el uso de antibioticos en
una poblacidn es elevado, las bacterias pueden causar un aumento en la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los mismos (Suclupe y Aguilar, 2020). La causa principal de este problema,
es la prescripcion excesiva de antibioticos por personal sanitario y como consecuencia, esto termina

en la combinacién de varios antibi6ticos para atacar las infecciones (Tahmasbi et al., 2021).

2.1.1. Agentes Bacterianos Protagonistas y Estrategia de Tratamiento

De acuerdo a un reporte por Ikuta y colaboradores en 2019, se estimaba que aproximadamente se
presentaban 13.7 millones de fallecimientos a nivel global debido a infecciones bacterianas, y se
calcul6 que los patogenos bacterianos responsables del 30.9% de las defunciones eran
Staphylococcus aureus (S.aureus), Escherichia coli (E.coli), Streptococcus pneumoniae (S
pneumoniae), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa).

Aunque las bacterias pueden ocasionar todos tipo de infecciones, nos enfocaremos en este estudio
a las infecciones gastrointestinales que afectan principalmente al estbmago e intestino. Si bien es
cierto, la mayoria de las infecciones gastrointestinales no son graves y se resuelven sin tratamiento
(autolimitan). Esto no es asi, para las poblaciones vulnerables (nifios, ancianos, personas con
sistema inmunitario comprometido), que no tienen la capacidad de resolver estas infecciones, por
lo que, en estos grupos poblacionales se presenta una alta prevalencia de mortalidad y morbilidad.
Las bacterias, hongos, virus y parasitos pueden infectar el sistema gastrointestinal, y debido que
los sintomas son similares, su diferenciacion o diagndstico es complicado. La mayoria de las
infecciones gastrointestinales bacterianas son causadas principalmente por bacterias: Bacillus
cereus (B. cereus), Campylobacter sp., Salmonella sp., S. aureus y E. coli que generalmente son

adquiridas a traves de alimentos contaminados (Burd et al., 2016). En el contexto de las bacterias
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resistentes a los antibidticos, es importante resaltar la presencia de cuatro bacterias especificas: E.
coli, Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium), Listeria monocytogenes (L. monocytogenes) y
S. aureus, que son de relevancia clinica. Ademas, son responsables de brotes y enfermedades
graves, lo que enfatiza la necesidad de comprender mejor sus caracteristicas y comportamiento
(Hérnandez, 2010,0MS, 2018, 2022).

La bacteria E. coli (gram negativa) se aloja normalmente en el intestino de los humanos y animales,
y ciertas cepas son patdgenas. La principal cepa patdgena es E. coli O157:H7 que es productora de
toxina shiga. Su via de transmision es principalmente a través de alimentos contaminados como
comida cruda, inadecuadamente cocinada, contaminacion fecal de agua, y de persona a persona
por via oral-fecal. Esta bacteria puede crecer a temperaturas que oscilan de 7°C a 50°C, siendo
37°C la 6ptima, con un pH de 4.4 destruyéndose a temperatura superior a los 70°C o mas (OMS,
2018; Ranietal., 2021). La dosis de infeccion es de 10 a 100 células, y la sintomatologia se presenta
a los 3 0 4 dias de infeccion y dentro de su sintomatologia, incluye vomitos, diarrea, fiebre y
calambres estomacales (Rani et al., 2021).

Salmonella sp. es un microorganismo Gram-negativo, aerobio, no formador de esporas, que
engloba alrededor de 2500 serotipos diferentes. Es transmitida principalmente a través de alimentos
y agua contaminada, y puede causar sintomas como fiebre, dolor abdominal, nduseas, vomitos y
heces sanguinolentas (en casos graves la muerte). Su temperatura de crecimiento éptimo es de 35
a 37°C, aun pH de 6.5 a 7.5. El riesgo de contraer Salmonella sp. es mayor para las personas sin
acceso a agua potable y saneamiento adecuado, siendo los nifios la poblacién mas vulnerable. Los
sintomas de la salmonelosis aparecen entre 6 y 72 horas después de la ingestion de la matriz
ambiental contaminada. El tratamiento general consiste en rehidratacion y reposicion de
electrolitos evitando el uso de antibidticos (Hérnandez, 2010; OMS, 2022).

La enfermedad causada por la bacteria L. monocytogenes es la listeriosis. Las personas con mas
riesgo son las embarazadas, adulto mayor y aquellos con sistema inmunodeficiente. La bacteria es
ubicua en la naturaleza y puede contaminar alimentos, y es capaz de sobrevivir y multiplicarse en
refrigeradores (temperatura éptima 3°C). La etapa temprana de tratamiento con antibidticos es
crucial. Para prevenir esta enfermedad, es importante la manipulacion segura de los alimentos y el
mantenimiento de una buena higiene (Hérnandez, 2010; OMS, 2018).

Las infecciones por S. aureus son un problema de salud a nivel global debido a la resistencia que

presentan a los antibioticos. Estas infecciones suelen originarse con una colonizacion asintomatica,
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siendo las narinas, piel y intestinos los sitios mas comunes de colonizacion. La entrada de esta
bacteria al organismo ocurre cuando se produce una ruptura en la capa protectora epitelial,
diseminandose en el sistema. La infeccion por S. aureus depende de su capacidad de evadir las
defensas del hospedero. Esta bacteria no es tan comun en las intoxicaciones alimentarias como lo
son E. coli y Salmonella sp. (Cheung et al., 2021).

Existen medidas de prevencion para las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), las
cuales incluyen un buen manejo higiénico de los alimentos desde la cosecha, elaboracion,
fabricacion y preparacion. Esta estrategia incluye mantener una adecuada limpieza, separar los
alimentos cocidos de los crudos, cocinar adecuadamente los alimentos, mantener la comida a
temperaturas seguras y usar agua potable. A pesar de estas recomendaciones, las intoxicaciones
alimentarias ain ocurren con frecuencia y llevan a la necesidad de usar una combinacién de
antibidticos lo que preocupa a la salud publica (OMS, 2018).

El Cuadro 1 muestra las frecuencias acumuladas por salmonelosis y las enfermedades infecciosas
intestinales, hasta el mes de abril del afio 2023 por el Sistema Nacional de Vigilancia

Epidemioldgica. Secretaria de Salud.

Cuadro 1. Frecuencia Acumulada de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Aparato
Digestivo en México Hasta la Semana 13 del Afo 2023

Salmonelosis Infecciones intestinales por otros Enfermedades infecciosas
organismos y las mal definidas intestinales
CIE-102 CIE-102
A04, A08-A09 A01-A03, A04, A05, A06.0-

A06.3, A06.9, A07.0-A07.2,
A07.9, A08-A09

Frecuencia acumulada Frecuencia acumulada Frecuencia acumulada
M F M F Ambos sexos
4201 7312 401681 478034 946,540

Femenino (F), Masculino (M) (SINAVE, 2023; OPS, 2003).CIE-10%: clasificacién internacional
de enfermedades décima edicion; A : enfermedades infecciosas y parasitarias.

La resistencia a los antibioticos es un problema que requiere de un enfoque multisectorial. Es por
ello que la OMS recomienda la elaboracion de programas y politicas, asi como de investigaciones
gue conduzcan al mantenimiento y mejora de la salud publica. Actualmente, la busqueda de nuevos

coadyuvantes antibacterianos sigue en curso, con un enfoque particular en los extractos de plantas
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(OMS., 2021).

2.1.2. Agentes Antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos, que incluyen antibidticos, antivirales, antifingicos y antiparasitarios,
se utilizan para prevenir o tratar infecciones al eliminar microorganismos o inhibir su crecimiento
(Di Martino, 2022). Pero los microorganismos tienen una serie de mecanismos que le permiten
generar la resistencia a los antibiéticos, algunos de estos mecanismos se presentan en el cuadro 2,

asi como los agente antimicrobianos.
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Cuadro 2. Mecanismos de Resistencia Bacteriana y Agentes Antimicrobianos

Mecanismo

de resistencia Definicion _Agente_ Bacterias asociadas Autores
bacteriana antimicrobiano
Inactivacion La molécula de antibiético p-lactam de E. coli, Pulingam et
antibioticos activa se hace inactiva por penicilina k. pneumoniae y al; 2022
enzimas producidas por las cefaloporina 'y Enterobacter sp.
células bacterianas resistentes. carbapenem
Flujo activo | La bacteria limita la penetracion Cefaloporinas Pulingam et
de drogas de los antibioticos a través de la al; 2022
disminucion de la
permeabilidad celular
Activacion de | Proteinas en la membrana de la Quinolonas E. coli Poirel et al.,
la bomba de bacteria y transporta nutrientes | Fluoroquinolonas 2018
flujo y expulsa compuesto toxicos del | Aminoglucésido Pulingam et
entorno celular Fosfomicina al., 2022
Sulfonamidas
B-lactémicos
Glicopéptidos
Lipopéptidos
Aminoglucésidos
Tetraciclinas
Macrolides
Lincosamidas
Limitacién de | La estructuray las funciones de B-lactamos Mycoplasma Reygaert WC
la absorcién la capa lipopolisacaridos en las Glicopétidos Staphylococcus aureus (2018)
de la droga bacterias Gram-negativas Vancomicina
proporcionan una barrera a
ciertos tipos de moléculas.
Formacion de biopéliculas por
las bacterias
Modificacion Por degradacion del B-lactamas:Staphylococcus aureus Reygaert
del objeto medicamento o por tetraciclinsEnterococcus faecalis WC. 2018
droga transferencia de un grupo aminoglucosiEnterococcus faecium

quimico al medicamento.

cloranfenicol estreptogramirE- coli
fluoroquinolonas

2.2. Tratamientos con Extractos de Plantas

A lo largo de la historia, el ser humano ha utilizado extractos de plantas como medicina tradicional.
Una planta con propositos medicinales, es aquella que contiene sustancias que pueden ser utilizadas
con fines terapéuticos, o ser precursores de la semisintesis quimiofarmacéutica. La OMS estimo
que existen alrededor de 20,000 variedades de especies de plantas, utilizadas con fines terapéuticos.
Cabe mencionar que uno de los principales problemas en torno a la seguridad, es la regulacion del

nivel de micotoxinas presentes en las preparaciones a base de hierbas. Las micotoxinas (sustancias
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toxicas producidas por cierto tipo de hongos) pueden entrar en contacto con el cuerpo humano, a
través de la ingestion, inhalacion o absorcion cutanea, pudiendo derivar en enfermedades e incluso
la muerte (Proestos, 2020).

La naturaleza siempre sera una fuente inagotable de nutrientes beneficiosos para la salud humana
mientras la protejamos. En sus inicios se utilizaron las plantas como preparados herbales, y ahora
se utilizan como moléculas aisladas o extractos caracterizados fisicoquimicamente (Les et
al.,2021). El uso de extractos de plantas ha captado la atencion de la industria alimentaria y
farmacéutica debido a los compuestos bioactivos que pudiera contener. Estos pueden tener una
gran diversidad de aplicaciones biologicas, entre las que se encuentran las actividades
antimicrobianas y antioxidantes. Otras actividades se han asociado con sus capacidades
antioxidantes, anticarcinogénico, antiinflamatorios y antimicrobianos (Kennedy y Wightman,
2011; Proestos, 2020). Por lo anterior, pueden ser empleados en la industria alimentaria y
farmacéutica, por su sostenibilidad y como una alternativa a los problemas que ocasionan los
compuestos sintéticos y toxicos.

El proceso de extraccion de plantas medicinales, consiste en separar el compuesto activo de la
materia vegetal o sus metabolitos secundarios mediante un solvente adecuado y un método estandar
(Abubakar y Haque, 2020). La medicina herbolaria estd ganando popularidad debido a su origen
natural y a la menor probabilidad de causar efectos secundarios en comparacién con los
medicamentos sintéticos. Se han realizado estudios in vitro e in vivo, con el proposito de reducir
los riesgos a la salud humana y utilizarlos como alternativas en el campo holistico. Las plantas
medicinales se extraen y procesan para el consumo directo como medicina herbolaria, o tradicional,
0 se preparan con fines experimentales. Sus compuestos pueden encontrarse tanto en la planta en
su totalidad como en partes especificas de la misma, y administrarse como infusiones o preparados
medicinales (Abubakar y Haque, 2020).

Existe una amplia variedad de extractos de plantas con potencial terapéutico y preventivo contra
infecciones bacterianas patdgenas (Abdul et al., 2017). No obstante, se requieren investigaciones
adicionales en este &mbito, para comprender los mecanismos de accion involucrados y evaluar su
seguridad en los ambitos clinico y alimentario. Ademas, debe analizarse la combinacion de
extractos de diferentes plantas, y su aplicaciéon como nano o microparticulas, lo cual les confiere
propiedades Unicas. Es crucial seguir evaluando las posibles interacciones cuando el extracto

natural entrar en contacto con el cuerpo humano, u otros medicamentos, asi como establecer las
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dosis especificas, lo cual contribuiria en ampliar la base de evidencia cientifica y fomentar futuras
investigaciones.

En la actualidad, se han llevado a cabo numerosas investigaciones sobre los efectos
antimicrobianos y antioxidantes de extractos herbales. Algunos extractos vegetales como la
cebolla, ajo, menta, tomillo, roble, Aloe veray jengibre han sido ampliamente estudiados en cuanto
a su capacidad antioxidante y han mostrado actividad antimicrobiana contra S. aureus, E. coli, B.
subtilis y P. multocida (Abdul et al ., 2017).

Para optimizar las propiedades de los compuestos bioactivos derivado de los extractos de plantas,
se ha recurrido al uso de biopolimeros naturales como la pectina o QS. En la industria alimentaria,
la encapsulacién de vitaminas, aceites esenciales, y polifenoles, es una practica comun, ya que se
utilizan para mejorar las caracteristicas fisicoquimicas, e incluso sus propiedades antimicrobianas,
asi como su estabilidad tanto en condiciones intrinsecas y extrinsecas. Mediante un proceso
adecuado de encapsulacion, es posible controlar la liberacion del compuesto activo, optimizando
sus propiedades de tamafio y forma. Esta técnica puede favorecer la estabilidad, biodisponibilidad

y compatibilidad de estos compuestos en el cuerpo humano. (Gali et al., 2023)

2.2.1. Yucca baccata

El género botanico conocido como Yucca, tiene alrededor de 50 especies con potentes propiedades
medicinales, y algunas de las mas comunmente distribuidas en México son Y. schidigera, Y.
baccata, Y. elatay Y. elephantipes (Géngora-Chi et al., 2022). La especie Y. baccata posee diversos
nombres cientificos segun la regién, entre ellos: Banana yucca, Datil yucca, Fleshy-fruited yucca
y Blue yucca. Es endémica del suroeste de Estados Unidos y noroeste de México. El color de sus
flores es blanco y florece en abril a julio. Es una planta acaulescente o caulescente con tallos aéreos
0 subterraneos de hasta 3 m de altura, con hojas gruesas y rizadas. Crece en suelos secos, rocosos
y arenosos, luz solar, tolerancia alta al CaCOs, y requiere poca agua (Niethammer, 1999; Lady Bird
Johnson Wildflower center, 2022), este tipo de Yucca se encuentra especialmente en la zona alta
del Estado de Sonora (Clark, 1893).
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2.2.2. Propiedades Antibacterianas del Extracto de Y. baccata

La planta Y. baccata posee una gran importancia etnobotanica para los nativos americanos, quienes
la utilizaban como laxante y sedante, asi como remedio para el dolor articular, sangrado,
inflamacion de la prostata, dolores comunes, quemaduras, dolores de cabeza y asma. Ademas,
presenta propiedades antibioticas y hemoliticas, y es capaz de formar espumas estables en
soluciones (Patel, 2012; Padmavathi, 2013; Gongora-Chi et al., 2022). La especie Y. baccata, ha
sido objeto de investigacion debido a sus altas concentraciones de saponinas, asi como su capacidad
antioxidante y capacidad antibacteriana (Morales-Figueroa et al., 2022). Sin embargo, ain se
requiere comprender cdmo estas propiedades podrian interactuar en un organismo Vivo.

El extracto de Yucca contienen compuestos bioactivos, como saponinas esteroidales y polifenoles
(taninos, alcaloides y terpenoides), que se han asociado con propiedades antimicrobianas (Quihui-
Cota et al., 2014; Benito et al., 2023). En particular, el extracto butandlico de Y. baccata ha
demostrado una notable actividad antibacteriana, con una concentracion total de saponinas del 30
% (Morales-Figueroa et al., 2022; Gongora-Chi et al., 2022). Para las bacterias Gram-negativas
como la E. coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella typhi, se ha reportado una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 100 mg/mL y una concentracion minima bactericida
(CMB) de 120mg/mL. En el caso de las bacterias Gram-positivas como S. aureus, se han
observado una CMI de 80 mg/mL y una CMB de 100 mg/mL (Morales-Figueroa et al, 2022).

2.3. Funcionalidad de las Saponinas

La saponina conocida como asparagosido C es un tipo de saponina que se encuentra en la planta Y.
baccata, este compuesto estad presente en las hojas y raices de la planta (Vega-Mazahua, 2020).
Estos metabolitos secundarios son sintetizados por las plantas, como respuesta a situaciones de
estrés bioldgico. Estos compuestos se pueden encontrar en distintas partes de la planta, como raiz,
tallo, hojas, semillas y corteza. Las saponinas poseen una naturaleza anfipatica, con regiones

hidrofilicas e hidrofébicas, lo que les confiere ser estabilizantes y emulsionantes, con gran
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aplicacion en la industria (Qasim et al., 2020; Gongora-Chi et al., 2022; Luo et al., 2022;)

La palabra saponina nace del latin “sapo” que significa jabén y hace alusion a la capacidad que
tiene este compuesto de generar espuma en solucion. Estos metabolitos secundarios tienen una
aglicona unida a una o mas cadenas de azlcar mediante un enlace éter o éster, confiriéndoles
propiedades anfifilicas. Dependiendo de su estructura quimica, algunas saponinas pueden ejercer
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antimicrobianos, anticancerigenas e inmunomoduladores
y se han utilizado en medicina tradicional como la herbolaria (Vincken et al ., 2007; Juang y Liang,
2020).

La mayoria de las plantas contienen saponinas que contribuyen a la propia defensa de la planta.
Las plantas de la subfamilia Agavaceae son fuente de saponinas esteroidales y triterpenoides, y
sapogeninas. Algunas llegan a tener actividad bioldgica, hemolitica, antiinflamatoria y
antimicrobiana. Las especies del género Yucca son ricas en saponinas y tienen mayor concentracion
en sus tallos, hojas y rizomas. Se ha reportado que el extracto del tallo de Y. baccata tienen
actividad antimicrobiana y antioxidante y contiene alrededor de 20 al 30% de saponinas totales
(Gongora-Chi et al., 2022; Gutiérrez-Garcia et al., 2021).

Las saponinas presentes en los géneros de Yucca, podrian ser empleadas en la creacion de
nutracéuticos con propiedades antibacterianas. Sin embargo, se requiere de un analisis mas

detallado de los extractos de estas plantas (Gongora-Chi et al., 2022).

2.4. Quitosano y sus Propiedades

El QS es un polisacarido que se obtiene por la desacetilacion de la quitina usando hidréxido de
sodio (NaOH) a temperatura elevada o enziméaticamente. La quitina se encuentra en la naturaleza,
principalmente en los exoesqueletos de crustaceos, insectos y aracnidos (Antunes et al., 2016;
Romanazzi et al., 2018). La quitina es el segundo polimero mas abundante en la naturaleza (el
primero es la celulosa). Se considera un polimero no toxico y bioldégicamente compatible. Una de
sus principales caracteristicas es que es insoluble en agua y ciertos disolventes organicos.
Quimicamente tiene cadenas de N-acetilglucosamina unidas con enlaces B-glicosidicos en la
posicion 1,4. Su forma mas estable es la o, aunque tiene otras dos variedades polimorficas (B y y)
(Sotelo-Boyas et al., 2015; Piekarska et al., 2023).
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Los principales pardmetros que influyen en las caracteristicas del QS son el peso molecular, la
polidispersion y el grado de acetilacion (GA), los cuales dependen de las condiciones de reaccion
durante su elaboracion. EI peso molecular del QS afecta significativamente sus propiedades. Este
puede clasificarse segun su masa molecular en: bajo peso molecular (<100 kDa), peso molecular
medio (100 - 1000 kDa) y alto peso molecular (>1000 kDa). La morfologia y estructura interna del
QS pueden dar lugar a diferentes formas de producto, como microesferas y microparticulas
(Lopretti et al., 2011; Hellmers, 2013; Ardean et al., 2021). En cuanto al GA, se ha observado una
mejor respuesta en cuanto la actividad antibacteriana con un GA que exhibe un 7.5% que uno de
(15% Ardean et al., 2021).

2.4.1. Actividad Antibacteriana del Quitosano

Existen numerosos factores que influyen en la actividad antibacteriana del QS, como el pH, el peso
molecular, el grado de desacetilacion, la concentracion de QS, la temperatura y el tipo de
microorganismos. La actividad antibacteriana del QS varia entre bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas debido a las diferencias en la estructura de sus membranas celulares. En las bacterias
Gram-negativas, el QS interactia con las estructuras anionicas en su superficie, como los
lipopolisacaridos y las lipoproteinas, afectando su integridad. En contraste, en las bacterias Gram-
positivas la estructura de la pared celular incluye una capa gruesa de peptidoglicano y &cido
teicoico. La estructura principal del acido teicoico esté altamente cargada negativamente debido a
sus grupos fosfato, lo que facilita la formacion de interacciones electrostaticas con compuestos
antibacterianos catiénicos del QS (NH3*) (Li y Zhuang ., 2020; Guarnieri et al., 2022). Estas
interacciones hacen que las bacterias Gram-positivas sean mas vulnerables a los efectos del QS.
Ademas, se ha observado que un mayor grado de desacetilacién del QS no solo incrementa su
solubilidad en medios acidos, sino que también potencia su actividad antibacteriana (Li y Zhuang,
2020).

El QS aumenta su efecto inhibitorio en las bacterias a medida que su peso molecular se incrementa,
y su eficacia se ve favorecida en condiciones de pH &cido. La literatura documenta que el QS tiene

propiedades antibacterianas contra E. coli, S. Typhimurium S. aureus y L. monocytogenes , siendo
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mas efectivo contra bacterias Gram-positivas que contra Gram-negativas (Sotelo-Boyas et al.,
2015; Li y Zhuang, 2020). En particular, cuando el peso molecular del QS es inferior a 300 kDa,
su efecto antibacteriano mejora contra S. aureus, pero disminuye frente a E. coli. Ademas,
concentraciones de QS superiores a 200 ppm pueden, en algunos casos, promover el crecimiento
de E. coli (Lizardi-Mendoza et al., 2016; Li y Zhuang, 2020). El grado de desacetilacion también
influye significativamente en la actividad antibacteriana del QS. A medida que aumenta el grado
de desacetilacion, la carga positiva del QS se intensifica después de la protonacion de los grupos
amino, potenciando asi su efecto antibacteriano. Se ha observado que un grado de desacetilacion
del 81.56% resulta en una mayor actividad antibacteriana contra E. coli, L. monocytogenes y S.
aureus que cuando presenta un grado de desacetilacion del 62.71% (Li y Zhuang ., 2020).

2.4.2. Microparticulas de Quitosano

La mayoria de los componentes de los extractos de plantas son volatiles, sensibles a la luz y la
temperatura, lo que puede reducir su eficacia. Por otro lado, el QS se ha investigado en forma de
microparticulas para encapsulacion de extractos de plantas. Esta técnica resulta efectiva para
proteger los componentes activos, minimizando el dafio causado por la exposicion a factores
ambientales (Antunes et al., 2021). Se ha reportado que las MPQ tienen la capacidad de actuar
como vehiculo para encapsular compuestos bioactivos, liberandolas principalmente en el intestino.
Esta estrategia puede conferir mayor estabilidad y viabilidad de los compuestos bioactivos
(Morales-Olan et al., 2021; Siles-Sanchez et al ., 2022;). El QS puede ser una opcién 6ptima para
la encapsulacion del extracto de Y. baccata, por su naturaleza biodegradable, su baja toxicidad
(Nakorn, 2008; Zhang et al., 2018; Handayani, 2018). Son pocos los estudios publicados que
reportan el efecto que pueden tener las condiciones de simulacion gastrica sobre las propiedades
de las MPQ como matriz encapsulante. El cuadro 3, muestra ejemplos de esos reportes.
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Cuadro 3. Reporte de Microparticulas de Quitosano Cargadas con Diferentes Matrices Expuestas
a Simulacion Gastrointestinal

Microparticulas de quitosano Uso Liberacion Autores
Cargadas de extracto de Suplemento Intestino delgado Mulia et al.,
oleoresina de jengibre rojo antioxidante 2019
Alginato y QS encapsulando Microparticulas Intestino delgado y Ling et al.,
nanoparticulas de proteinas gastroprotectoras colén 2019
terapéuticas
Cargadas de acetogeninas Terapia de contra el Intestino delgado y Krisanti et
extraidas de las hojas de Annona cancer colon al., 2021
muricata L

La encapsulacion permite atrapar gotitas de liquido o particulas sélidas en matrices de particulas.
Su funcidn esta disefiada para evitar el deterioro de las propiedades fisicoquimicas del compuesto
bioactivo, asi como evitar dafios no deseados e interacciones prematuras con otros compuestos en

el medio circundante (Zhang et al., 2018).

2.5. Estructura y Fisiologia del Tracto Gastrointestinal

Es importante conocer la fisiologia del tubo digestivo humano para comprender el funcionamiento
y la eficacia que podrian tener las MPC como agente antimicrobiano en el tracto gastrointestinal.
El tubo digestivo esta conformado por la boca y faringe, eséfago, estdbmago, intestino delgado,
colon, recto y ano. Ademas, cuentan con érganos accesorios como las glandulas salivales, el
pancreas, el higado y la vesicula biliar (Koeppen y Stanton, 2018; Costanzo, 2018). Su funcion
principal es permitir el paso de nutrientes y agua hacia el torrente sanguineo (Koeppen y Stanton,
2018).

El proceso de digestion inicia en la boca, donde el alimento ingerido se mezcla con enzimas de
saliva para crear el bolo. El bolo alimenticio pasa del es6fago al estobmago gracias a las
contracciones peristalticas (Schulze, 2006; Marieb, 2008). Durante este proceso, los alimentos se
descomponen en nutrientes que el organismo utiliza para obtener las funciones vitales de la célula.
La velocidad del vaciamiento del estbmago cambia segun el tipo de alimento, siendo mas rapido
para los hidratos de carbono y mas lento para los lipidos y proteinas. El tiempo de permanencia de
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los alimentos, es aproximadamente de 1 a 4 horas, y la velocidad de evacuacion y vaciamiento
estan controlados por los receptores del estbmago (Segarra, 2006).

Dentro del proceso digestivo, el higado y el pancreas secretan enzimas hidroliticas y sales biliares
que ayudan a la descomposicion de los nutrientes. Estos Organos son necesarios para la
descomposicion de los alimentos y la posterior absorcion de los nutrientes (Lucas et al., 2018).
En la boca, la saliva estd compuesta de 98% agua, sustancias inorgénicas y organicas. Hay diversos
electrolitos como Na*, K*, CL" y HCO®. Dentro de los compuestos organicos esta la amilasa
(Ptialina) la cual degrada polisacaridos (almidon y glucogeno) y su accion persiste en el estbmago
hasta que se inactiva por el descenso del pH (Mataix, 2015; Fox, 2014).

En el estdbmago, las secreciones gastricas tienen componentes inorganicos, siendo el &cido
clorhidrico (HCL) el predominante, junto con los electrolitos diversos como K*, Na*, Mg** fosfato
(PO4 %) y sulfato (SO4%). EI HCL desempefia diferentes funciones cruciales: ayuda a activar el
pepsindgeno para convertirlo en pepsina (mas activa en condiciones &cidas), genera un pH muy
acido (<2), ejerce accion bactericida y contribuye a desnaturalizar las proteinas de los alimentos
junto con la pepsina (la pepsina no tiene ningln efecto sobre carbohidratos y grasas). En el
estdmago existe una capa adherente de moco gastrico que contiene bicarbonato alcalino (HCO3)
para proteger el revestimiento del estomago (Mataix, 2015; Fox, 2014).

En el intestino delgado se lleva a cabo la digestion completa de las moléculas de los alimentos.
Casi todos los productos de la digestion son absorbidos en el intestino delgado gracias a las
microvellosidades que aumentan la superficie de absorcién y mejora la digestion. La absorcién de
carbohidratos, lipidos, amino&cidos, calcio y hierro ocurre en el duodeno y el yeyuno. Las sales
biliares, vitamina B1o, agua y electrolitos se absorben de manera primaria en el ileon (Fox, 2014).

2.5.1. ¢ Qué es la Simulacion Gastrointestinal?

El estandar de oro para estudios de digestién simulada es la digestion in vitro ya que proporciona
una representacion mas precisa o cercana al proceso digestivo humano (Cheng et al ., 2020). Para
comprender cdmo se comportan las MPC en el tracto gastrointestinal, es necesario contar con una

herramienta capaz de imitar el comportamiento fisicoquimico y fisioldgico del cuerpo humano
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(Bellesi, 2016). Existen diversos modelos de digestion in vitro que permiten investigar el
comportamiento digestivo de los alimentos o productos farmacéuticos, sin estar sujetos a
restricciones éticas como ocurre en los modelos in vivo (Brodkorb et al., 2019; Li y Kong., 2022;).
Estas técnicas son empleadas en diversos campos, como la nutricién, quimica y farmacologia. Los
modelos de digestion in vitro resultan Utiles para predecir algunos resultados de la digestion in vivo.
(Lucas et al., 2018; Brodkorb et al., 2019), porque pueden reproducir condiciones controladas, y
facilitan el muestreo y su reproducibilidad. No obstante, tiene limitaciones para reproducir ciertos
eventos de digestion in vivo (Minekus et al., 2014).

Los diversos modelos de digestion in vitro, dindmicos o estaticos, estan disefiados para simular la
complejidad del tracto gastrointestinal. Estos modelos suelen incluir la fase oral, gastrica e
intestinal, teniendo en cuenta una variedad de factores como la presencia de enzimas digestivas,
pH, tiempos de digestion y concentraciones (Brodkorb et al., 2019). Los modelos estaticos han
sido empleados para investigar aspectos como la digestibilidad y bioaccesibilidad de

macronutrientes, micronutrientes, productos farmacéuticos y micotoxinas (Minekus et al., 2014).

2.5.2. Uso de Microparticulas para Simular la Liberacion de Componentes Activos en el

Tracto Gastrointestinal

Las MPQ es una estrategia eficaz como medio para transportar, y estabilizar componentes activos,
como el extracto de Y. baccata. (Pulido, 2010; Lopretti et al., 2011; Vanden, 2016; Guan, 2019).
Se han encontrado investigaciones, en donde las propiedades de liberacién controlada con MPQ y
compuestos activos han mostrado una mejoras en su biodisponibilidad intestinal. Esto puede
deberse a que el QS es capaz de interactuar con la mucosa intestinal y puede aumentar la absorcion
de ciertos nutrientes y farmacos (Guan, 2019). Cuando se utiliza el QS como vehiculo de transporte
para un componente activo, ya sea en forma de micro o nanoparticulas, tiene un impacto
significativo en la liberacion, interaccion y biodisponibilidad del componente, asi como en su
eficacia y duracion (Lopretti et al., 2011; Vanden, 2016;). Al replicar estas condiciones en un
modelo de simulacion gastrointestinal, es posible obtener informacion mas precisa acerca de los
efectos que podrian presentarse en la actividad antimicrobiana de los componentes activos de las

MPC sobre ciertas bacterias patdgenas.
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3. HIPOTESIS

Las microparticulas compuestas de extracto de Y. baccata y quitosano, sometidas a pH de

simulacion gastrointestinal tiene actividad antibacteriana.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana de las microparticulas compuestas de extracto de Y. baccata y
quitosano después de ser sometidas a diferentes pH de una simulacién gastrointestinal contra E.
coli, S. Typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus.

4.2. Objetivos Particulares

1. Elaborar y caracterizar fisicoquimicamente las microparticulas compuestas de extracto del tallo
de Y. baccata y quitosano.

2. Determinar la actividad antibacteriana de las microparticulas compuestas de extracto del tallo de
Y. baccata y quitosano antes y después de ser sometidas a diferentes pH simulando condiciones

gastrointestinales contra E. coli, S. typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Recoleccion de Materiales

La planta Y. baccata fue recolectada en primavera, a 20 km del municipio de Cananea, Sonora. Se
obtuvieron 8 tallos de 70 cm de longitud, cortados en discos de 5 cm. Posteriormente se molio y se
almaceno a temperatura ambiente, y en la oscuridad para evitar posible dafio en su actividad. El
QS tuvo un peso molecular (PM) de 437,500 Da y grado de acetilacion (GA) de 20% y fué
proporcionado por el laboratorio de biopolimeros de las instalaciones del Centro de Investigacién
y Desarrollo de Alimentos A.C. (CIAD).

5.2. Obtencion de Extracto Butanodlico de Y. baccata

Para obtener el extracto butandlico de Y. baccata (EYB) se peso en una balanza Ohaus (Scout Pro
SP601) 33 g de harina de Y. baccata y se mezcld con 1 litro de agua destilada. Esta mezcla se puso
en agitacion constante durante 24 h. Posteriormente, se centrifugd en un equipo Unico (PowerSpin
MX Centrifuge, México) a 1450 g de fuerza centrifuga relativa (RCF), durante 10 min. Para
asegurar la pureza de la muestra, se llevé a cabo un proceso de filtrado para remover cualquier
residuo no disuelto. Una vez completada la etapa de filtracion, la mezcla resultante se combiné con
una cantidad igual de butanol (800 mL), y se sometié a agitacion durante 24 h. Posteriormente, se
dejo reposando dos semanas para la separacion de fases. Transcurrido el tiempo, se procedio a
decantar la muestra para separar la fase butandlica de la fase acuosa. Luego, se utilizd un
rotaevaporador Buchi (B-491, Buchi Laboratories, Suiza) para remover el solvente. La muestra
resultante se evaporo a una temperatura de 50 a 60 °C. Posteriormente, se recolectd y se transfirio
a una estufa para eliminar cualquier residuo de butanol. Finalmente, la muestra fue congelada y

liofilizada, almacenandose a temperatura ambiente (Ponce-Acosta, 2022).
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5.2.1. Cuantificacion de Saponinas del Tallo de Y. baccata

Para la cuantificacion de las saponinas en el EYB, se siguié el método colorimétrico descrito por
Ledn-Roqué (2019). Las soluciones de trabajo fueron preparadas en 30 mL de etanol y 30 mg de
diosgenina. Se mezclaron 50 pL de la muestra con 50 pL de vanilina (8% m/v) y posteriormente
se adicionaron 400 uL de &cido sulfurico (72% m/v). Las muestras fueron incubadas durante 10
min a 60°C, agitadas a 300 rpm, y colocadas en un bafio de hielo por 15 min para detener la
reaccion. La mezcla fue leida a 450 nm (BIO-RAD imark Microplate Reader) usando una curva
estandar de diosgenina (93% de pureza) para determinar la concentracion de saponinas esteroidales

(Figura 1).
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Figura 1. Curva Estandar de Diosgenina para la Cuantificacion de Saponinas del Extracto
Butandlico del Tallo de Y. baccata.

5.3. Elaboracion de Microparticulas de Quitosano y Compuestas de Y. baccata/Quitosano

Para la elaboracion de MPQ y MPC, se emplearon dos soluciones. La primera solucion consistio
en QS al 2% (m/v) disuelto en 200 ml de acido acético (0.2 M). La segunda solucion se componia
de QS al 2% (m/v) disuelta en 100 mL de &cido acético (0.2 M), y 100 mL de extracto del tallo Y.

baccata al 1.5% (m/v) en agua bidestilada. La preparacion de la segunda solucion consistié en

31



calentarla a 50°C por 1 h, y centrifugarla a 6000 rpm durante 15 min. Una vez obtenidas las
soluciones, se usé el método de goteo controlado y bafio recirculado para la elaboracion de las
MPQ y MPC. Este método estuvo conformado por una bomba de vacio para producir
microparticulas y una bomba de jeringa Razel (R99-EJ, EE.UU.) para la eyeccion de la solucion
a10 kPa/cm? y controlar el tamafio y forma de las microparticulas. Una vez elaboradas las MPQ y
las MPC, se dejaron reposar en una solucion de TPP durante 30 min para completar el proceso de
gelificacion ionica. Despues se procedio a recuperarlas mediante multiples lavados con agua
bidestilada, hasta obtener un pH neutro (=7), y se almacenaron a 4°C en agua destilada hasta su
uso (Ponce-Acosta, 2022) .

5.3.1. Caracterizacion de Microparticulas por FTIR y Microscopia

Para la caracterizacion de las MPQ y MPC, se emplearon diferentes métodos y equipos. Se utilizé
un microscopio optico de luz invertida AmScope (XSB-1a, China) con un objetivo de 4X, acoplado
a una computadora que ejecuto el sotfware toupView 3.7. Este sistema permitio analizar el tamafio
y forma de las microparticulas. Asimismo, se utilizé espectroscopia infrarroja transformada de
Fourier FTIR Nicolet (iS50 FT-IR Thermo scientific, EE. UU) para detectar la frecuencia de

resonancia de las moléculas presentes en las MPC (Acufia-Gallardo., 2019).

5.4. Cuantificacién de Saponinas de las MPC y Eficiencia de Asosiacion

La cuantificacion de saponinas en las MPC se realizé utilizando el método descrito por Baccou y
colaboradores (1977). Se prepararon 25 mL de las soluciones de p-anisaldehido al 0.5% (v/v) y
acido sulfurico al 50% (v/v), ambas aforadas con metanol. Ademas, se prepar6 una solucion con 4
mg de diosgenina (al 93%) aforada en 10 mL de metanol. Se realizaron diluciones de la solucion
de diosgenina en tubos de ensayo de 15 mL, a diferentes concentraciones de 25, 50, 100, 200, 300
y 400 pg/mL, las cuales fueron utilizadas para obtener la curva estandar. Se tomo una muestra de
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100 pL de cada solucion y se afiadieron 1 g de MPC. Después se les afiadio 1 mL de cada una de
las soluciones de p-anisaldehido y acido sulfdrico y 2 mL de acetato de etilo. Cada ensayo fue
realizado por triplicado. Todas las soluciones fueron homogenizadas durante 1 min en volrtex
(FOUR E’S Scientific) se realiz6 un embalaje a la gradilla donde se encontraban los tubos y luego
se calentaron a 60°C en bafio Maria por 20 min. Posteriormente, se trasladaron a un bafio de hielo
durante 10 min para detener la reaccion. Las muestras fueron leidas (Thermo scientific Genesys 10
UV) a una longitud de onda de 430 nm. En la figura 2 se muestra la curva estandar de diosgenina

para la cuantificacion de saponinas en las MPC.
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Figura 2. Curva Estandar de Diosgenina para la Cuantificacion de Saponinas en las MPC y para
la Medicion de la Eficiencia de Asociacion

La formula para la eficiencia de asociacion por Kiafar y Colaboradores 2016:

L o Total de saponinas — pérdida de saponinas
Eficiencia de asosiacion (EE%) = Total de saponinas x 100
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5.5. Cultivo de Cepas Bacterianas

Para llevar a cabo el analisis microbioldgico, se emplearon las cepas ATCC especificas de las
siguientes bacterias: E. coli 25922, L. monocytogenes 19115, S. Typhimurium 14028 y S. aureus
6538P, proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Molecular del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo, A. C. Durante su reactivacion, se tomo el indculo de cada una de las
bacterias colocandose en diferentes tubos (5mL) en caldo Mueller-Hinton (MH), y se incubaron
durante 24 h a 37°C. Las concentraciones de cada una de las cepas bacterianas fueron ajustadas a
1.5 x 108 UFC/mL en la escala de Mc Farland 0.5 (1,5 X) siguiendo las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards (CLSI, 2020).

5.5.1. Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria y Bactericida

La determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima
bactericida (CMB) del EYB, MPQ, y MPC, se llevd a cabo mediante el método de microdilucién
en caldo. Se emplearon distintas concentraciones para el EYB (60, 80, 90, 120 y 140 mg/mL) y
para MPQ y las MPC (0.2, 0.3, 0.4, 0.5. 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 g/mL) incubandose a 37°C durante 24 h.
En cada prueba se incluyé como control positivo kanamicina (1 mg/mL), y como control negativo
el caldo inoculado con su respectiva cepa bacteriana. Los tratamientos fueron EYB, MPQ vy las
MPC contra cada cepa bacteriana respectiva. Igualmente, el caldo MH fue usado como control de
no contaminacion. Se tomaron 20 pL de cada muestra y se sembré en agar MH (cada prueba fue
realizada por triplicado). Se consideré6 como CMI a la concentracién mas baja la cual empezo a
inhibir parcialmente el crecimiento bacteriano, y la CMB a la concentracion que se observo que
inhibid el inoculo bacteriano inicial (Ramirez y Castafio, 2009).
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5.6. Exposicion a Diferentes pH por Simulacion Géstrica

Las microparticulas fueron expuestas a cambios de pH por simulacion gastrica lo cual incluyo la
fases gastrica e intestinal del proceso digestivo. Se evaluaron los tres tratamientos por MPC, MPQ
y EYB en agua destilada. Cada una de las cepas bacterianas fue usada como control negativo E.
coli, S. Typhimurium, L. monocytogenes y S. aureus (cada cepa ajustada segun la escala
McFarland). Como control positivo, se emple6 kanamicina a una concentracion de 1 mg/mL,
ajustada a diferentes pH mediante un potenciometro (Denver Instrument UB-10, EE.UU). Cada
tratamiento fue probado de manera independiente. En la fase géstrica, el tratamiento y control
fueron expuestos a pH 3.0 (ajustado con HCL al 1 M) , a temperatura de 37°C, y agitacion
constante durante 2 horas. Posteriormente, en la fase intestinal, el pH fue ajustado (potenciometro
Denver Instrument ub-10 EE.UU).a 7.0 (NaHCO3 1M) y se procedié a afiadir la bacteria
correspondiente y se mantuvo en agitacion durante 2 horas (Salazar-Ldpez et al ., 2018). Durante
la fase intestinal se recolectaron muestras de 100 pL cada 30 min hasta completar las 2 horas. Cada
muestra se diluy6 hasta obtener una concentracion de 1 x 10y 1 x 10° células bacterianasy se
sembraron en Agar Mueller Hinton para realizar un conteo de colonias a las 18 horas (American

Society for Microbiology, 2016).

5.7. Anélisis Estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva para calcular la media y la desviacion estandar de las
caracteristicas de las MPQ y MPC. Se realiz6 un ANOVA vy pruebas post hoc (Tukey-Kramer)
para comparar entre tratamientos sometidos previamente a distintos pHs simulando condiciones
gastrointestinales contra el control positivo. Los datos fueron tratados con logaritmo inverso y

analizados en el programa Prism version 2024, con un nivel de significancia a p <0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Rendimiento de Extraccion y Cuantificacion de Saponinas

Los resultados obtenidos revelaron un rendimiento de 2.42% de extracto butanolico de Y. baccata
y un contenido total de 24.58% de saponinas. En otros estudios en los que se ha empleado la misma
especie de planta y el mismo solvente se ha reportado un rendimiento de 3.84% y un contenido
total de saponinas de 24.22% (Ponce-Acosta, 2022; Morales-Figueroa et al., 2022). Segun
Malpica-Acosta (2024) los métodos de extraccién de fitoquimicos convencionales presentan bajo
rendimiento y largos tiempos en el proceso de obtencion, lo cual se refleja en los resultados
obtenidos que se han reportado con el extracto butandlico de Yucca baccata (EYB).

6.2. Morfologia y Descripcion del Tamarfio de las Microparticulas

En la Figura 3 se observa a las MPQ y MPC, las cuales presentan una morfologia esférica (70%) y
semiesférica (30%). Las irregularidades de forma y tamafio podrian atribuirse al método de
elaboracion de microparticulas, el tiempo de gelificacidn, la concentracion del agente reticulante y
la relacion molar entre agente encapsulante y compuesto encapsulado (Xool-Herrera, 2023,
Samrot et al., 2016).
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Figura 3. Microparticulas de Quitosano (M) y Microparticulas de Compuestés de Extracto de
Yucca baccata/Quitosano (MPC) Mediante Microscopia con Objetivo 4X

- -

Las MPQ presentaron un didmetro promedio de 388.5 + 100.7 (um), mientras que para las MPC
fue de 285.5 £ 70.9 (um) (p<0.001). En la Figura 4, se muestra un histograma de frecuencia con la
distribucion del tamarfio del diametro de las MPQ y las MPC. Se observo que la mayoria de las
MPQ presentan un didmetro de 400 a 499 um (37.2%) y las MPC un didmetro de 200 a 299 um
(64.22%). Las caracteristicas de las MPQ obtenidas en este estudio (388.5 £ 100.7 um) fueron muy
similares a las reportadas por Ponce-Acosta y Acufia Gallardo (265.5 £ 96.3 um y 453.7 £ 150.4
um) mientras que el promedio de las MPC (285.5 + 70.9 um) fue menor a las reportadas por Ponce-
Acosta y Acufa Gallardo (453.7 + 150.7 um y 408.8 + 156.3 um) (Ponce-Acosta., 2022; Acuiia-
Gallardo., 2019) quienes usaron la misma especie de planta. Esta diferencia de tamafios podria ser
atribuida a las técnicas empleadas, y a las condiciones utilizadas (disefio del sistema, velocidad de
agitacion, viscosidad del QS, concentracion del polimero, concentracion del extracto), en la

produccion de las microparticulas (Elsayed., 2020).
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Figura 4. Distribucion del Diametro de Microparticulas de Quitosano y Microparticulas

Compuestas de Extracto de Yucca baccata/Quitosano.
MPQ: microparticulas de quitosano; MPC: microparticulas compuestas de extracto de Yucca baccata/quitosano.

6.3. Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Se utiliz6 una técnica de reflectancia total atenuada (ATR) para obtener los espectros FTIR de los
EYB, MPQ y MPC (Figura 5). El espectro de EYB tiene una banda de absorcion amplia centrada
en 3400 cm™, que se asignd a la vibracion de estiramiento de los grupos -OH. Ademas, las bandas
centradas en 2916 cm, 1750 cm™, 1650 cm™ y 1040 cm-! se asignaron a los grupos -CH2-, C=0,
-C=C-y -CO-, respectivamente (Sahoo et al., 2011). Los espectros QS también mostraron la banda
de absorcion de —OH (~3300 cm™), junto con bandas relacionadas con las vibraciones de enlace de
los grupos acetoamida (1650 cm™) y amida (1580 y 1318 cm™), la banda de flexion de CH2 a 1425
cm, la deformacion por vibracion simétrica de -CHs a 1380 cm™; y la “zona de huella digital”
(1100-1000 cm-1) caracteristica de los carbohidratos. Las MPC fueron comparables a los del
espectro MPQ, con un par de bandas (a 900 y 1215 cm™) asociadas con vibraciones de enlace del
TPP (Silvestro et al., 2020). El espectro de MPC no mostr6 modificacion de bandas, lo que indicd

la ausencia de cambios quimicos durante la formacion de particulas (Sahoo et al., 2011).
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Figura 5. FTIR de EYB, MPQ y MPC

6.4. Cuantificacion de Saponinas de las MPC y Eficiencia de Asociacion

La solucion utilizada para la elaboracion de las MPC contenia solo un 0.75% de EYB y 1% QS. Es
importante sefialar que el extracto libre contenia 24% de saponinas totales. Sin embargo, se
encontr6 que 100 g de MPC contenian solo 0.04% de saponinas totales. Esto reflejo una baja
significativa en el contenido de saponinas tras el proceso de encapsulacion, por lo que la eficiencia
de asociacion estimada entre EYB 'y QS en las MPC fue del 22.73%. Wang y colaboradores (2024)
elaboraron microcapsulas de QS con extracto de Ambrosia artemisiifolia y reportaron una buena
eficiencia de encapsulacién del 88,48%. Estudios previos, Acufia-Gallardo (2019) y Ponce-Acosta
(2022) también reportaron una buena eficiencia de asociacién del 83.37% y 86.70%,
respectivamente. Estos dos ultimos estudios observaron que el bafio de gelificacion habia adquirido
una coloracion ligeramente café. Este fenomeno también se presento en este trabajo, lo que sugirio
que una parte del extracto se habia perdido (= 77.27%) del total del extracto en la solucién
reticulante durante el proceso de gelificacion. La baja eficiencia de asociacion reportada en este
estudio, podria ser atribuida a las bajas concentraciones de EYB (0.75%) y de QS (1%) contenidos

en las MPC, y a la presencia de otros factores como la concentracion del agente reticulante (TPP
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2%) y el tiempo de gelificacion (30 min). Ko y colaboradores (2002), Elsayed (2020) y Molares y
colaboradores (2021) , reportaron que entre los factores que pueden influenciar la eficiencia de
asociacion durante un proceso de encapsulacion se incluyen la matriz de QS (el peso del polimero
y grado de acetilacion), la concentracién del material encapsulado (EYB), la concentracién de la
solucidn del agente reticulante, afinidad del extracto y el polimero, la velocidad en el proceso de

fabricacion, y el tiempo de gelificacion.

6.5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Minima Bactericida (CMB)

Los resultados del ensayo antibacteriano se muestran en el Cuadro 4. Cada una de las bacterias
presentaron comportamientos diferentes o similares al exponerlos contra los tratamientos de EYB,
MPQ y MPC. La bacteria que mostré mayor resistencia a EYB fue E. coli con una CMI de 120
mg/mL, mientras que las de mayor sensibilidad fueron S. Typhimurium, S. aureus y L.
monocytogenes, con CMI’s de 60 mg/mL, 60 mg/mL y 60 mg/mL, respectivamente. S.

Typhimurium mostré menor sensibilidad a las MPQ y L.monocytogenes y S. aureus a las MPC.

Cuadro 4. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida de EYB,
MPQ y MPC Contra las Bacterias Patogenas Analizadas en este Estudio.

Bacteria EYB CMl\}Ilgr(gg/mL)MPC EYB = (T%SL) MPC
Sg%’gg‘?:g;gm 60 | 700 200 80 NE 300
ATE&:nggzz 120 | 600 200 140 700 500
Af'cacu;%ugzs 60 | 400 700 80 700 700
L oy ogenes 60 | 600 700 100 NE 800

EYB: extracto butandlico de Y. baccata; MPQ: microparticulas de quitosano; MPC: microparticulas
compuestas; CMI: concentracién minima inhibitoria; CMB: concentracion minima bactericida; ATCC:
American Type Culture Collection; NE: no encontrado.

Morales-Figueroa y colaboradores (2018) evaluaron las propiedad antibacteriana del extracto
butandlico de Yucca baccata (EYB). Ellos reportaron valores de CMI 'y CMB de 80 mg/mL y 100
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mg/mL para S. aureus, y de 100 mg/mL y 120 mg/mL para E. coli ATCC 25922, respectivamente.
En comparacion, en este estudio los valores de CMIy CMB para S. aureus tendieron a ser menores,
pero se observo lo contrario para E. coli. Por otra parte, Ponce-Acosta (2022) report6 que las CMI
y CMB de MPQ de peso molecular de 290,000 Da y un grado de acetilacion del 25% fueron de
200 mg/mL y 400 mg/mL para S. Typhimurium ATCC 14028, de 300 mg/mL y 400 mg/mL para
E. coli O157:H7, de 300 mg/mL y 500 mg/mL para S. aureus (ATCC 25923) y de 500 mg/mL y
600 mg/mL para L. monocytogenes (ATCC 7644), respectivamente. En comparacion, en este
estudio las CMI y CMB para S. Typhimurium, E. coli, S. aureus, y L. monocytogenes tendieron a
ser mayores que los reportados por Ponce-Acosta (2022), e incluso no se obtuvieron valores de
CMB para S. Typhimurium y L. monocytogenes. Esto quiza pueda estar relacionado con el peso
molecular y grado de acetilacion (GA) del QS usado para elaborarlas, el cual fue de 437,500 Da y
GA de 20%. Ponce-Acosta también report6 que las CMI y CMB de MPC de la misma especie de
planta fueron de 200 mg/mL y 300 mg/mL, para S. Typhimurium (ATCC 14028), de 300 mg/mL
y 400 mg/mL para E. coli O157:H7 , de 300 mg/mL y 400 mg/mL para S. aureus (ATCC 25923),
y de 400 mg/mL y 500 mg/mL para L. monocytogenes ATCC 7644, respectivamente. En este
estudio se obtuvieron los mismos valores de CMI y CMB de MPC para S. Typhimurium, pero un
valor mas bajo de CMI (200 mg/mL) y mas alto de CMB (500 mg/mL) para E. coli. Sin embargo,
estos valores tendieron a ser mas altos (CMIs de 700 mg/mL y 700 mg/mL; y CMBs de 700 mg/mL
y 800 mg/mL) y para S. aureus y L. monocytogenes. Estas diferencias en las actividades podrian
ser el resultado del método usado para elaborar microparticulas, a las concentraciones de QS y
EYB presentes en las MPC, eficiencia de encapsulacién, el tamafio y conformacion de las
microparticulas, la concentracién de la solucién de QS y extracto, el peso molecular, sensibilidad
de la bacteria, el pH del medio (Ardean et al., 2021).

6.6. Exposicion Bacteriana a Tratamientos Sometidos a Diferentes pH

de Simulacion Gastrointestinal

En las figuras 6, 7, 8 y 9 se muestran los resultados del crecimiento bacteriano de cada cepa que
fue expuesta a los tratamientos por EYB, MPQ y MPC sometidos a distintos pH simulando a
aquellos del tracto gastrointestinal.
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Figura 6. Comportamiento del Crecimiento de E coli Expuesta a Diferentes Tratamientos
Sometidos Previamente a Cambios de pH Simulando las Condiciones Gastrointestinal (3.0 y 7.0).

En la Figura 6, se observ6 una reduccion significativa (p < 0.05) en el crecimiento de la bacteria

Gram-negativa E. coli frente a EYB a partir de los 30 minutos. Por otra parte, el crecimiento de

esta bacteria también se redujo desde el momento de exponerse a MPQ, mostrando una tendencia

de disminucion gradual con el tiempo lo que reflejé una lenta actividad de esta microparticula en

comparacion con EYB. En contraste, MPC parece no presentar actividad antibacteriana debido a

que la bacteria siempre presentd una tendencia gradual de crecimiento.
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Figura 7. Comportamiento del Crecimiento de la Bacteria S. Typhimurium Expuesta a Diferentes
Tratamientos Sometidos Previamente a Cambios de pH Simulando las Condiciones
Gastrointestinal (3.0 y 7.0).

En la Figura 7, se observé como EYB reduce significativamente (p < 0.05) el crecimiento de la
bacteria Gram-negativa S. Typhimurium a través del tiempo, desde el momento de exposicion.
MPQ también redujo el crecimiento de la bacteria al tiempo de exposicion, pero a partir del minuto
30 se observé una reduccion gradual y constante y parecid tener una actividad mas lenta que la de

EYB. Sin embargo, el tratamiento con MPC no mostro actividad antibacteriana.
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Figura 8. Comportamiento del Crecimiento de L. monocytogenes Expuesta a Diferentes
Tratamientos Sometidos Previamente a Cambios de pH Simulando las Condiciones
Gastrointestinal (3.0 y 7.0).

En la Figura 8, se observa como MPQ reduce significativamente (P < 0.05) el crecimiento de la
bacteria Gram-negativa L. monocytogenes desde el tiempo de exposicion. Por otro lado, y desde
un inicio EYB presentd una actividad aparentemente mas lenta que MPQ, aunque redujo
significativamente el crecimiento bacteriano a partir del minuto 30 (P < 0.05), el cual continu6
disminuyendo de manera gradual y constante a través del tiempo. Finalmente, las MPC parecen
haber perdido actividad antibacteriana.
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Figura 9. Comportamiento del Crecimiento de S. aureus Expuesta a Diferentes Tratamientos
Sometidos Previamente a Cambios de pH Simulando las Condiciones Gastrointestinal (3.0 y 7.0).

En la Figura 9 se observa como MPQ reduce significativamente (P < 0.05) el crecimiento de la
bacteria Gram-positiva S. aureus desde el momento de exposicién. También EYB redujo el
crecimiento de la bacteria a partir del minuto 30, la cual sigui6 reduciéndose considerablemente a
través del tiempo, aunque su actividad al inicio fue aparentemente mas lenta que la de MPQ. Igual
que en el resto de las bacterias, las MPC no tuvieron actividad antibacteriana.

Morales-Figueroa y colaboradores (2022), reportaron la buena actividad de EYB contra bacterias
Gram-positivas (Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (E. coli, Pseudomona aeruginosa, y S.
typhi), aunque al final los autores concluyeron que las bacterias Gram-positivas fueron mas
sensibles a EYB. Durante este ensayo, EYB presentd actividad similar con ambos tipos de
bacterias. Las bacterias Gram-positivas tienen una pared celular externa rica en peptidoglicano,
mientras que las bacterias Gram-negativas tienen una capa externa en su pared celular pobre en
peptidoglicano, pero con predominio de lipopolisacaridos y lipoproteinas (Bailey., 2024). Se ha
planteado la hipétesis de que estas variaciones pueden explicar las diferentes sensibilidades entre
las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas a diversos extractos de plantas. Se ha propuesto que
las saponinas pudieran formar complejos de colesterol-saponina produciendo lisis celular

(Baumann et al., 2000). Sin embargo, el mecanismo de inhibicion celular por las saponinas sigue
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sin aclararse.

Con respecto a la actividad de MPQ, Ardean y colaboradores (2021) reportaron que el pH del
medio circundante es un factor que afecta la actividad antibacteriana del QS. Si el pH esta por
debajo de pKa (constante de disociacion acida) el QS tiende a tener mayor efecto antibacteriano,
debido a que las moléculas de QS se protonan. Por lo tanto, el pH 3.0 incrementa las cargas
positivas (NHz™) en las MPQ. Se ha determinado que las membranas externas de las Gram-
negativas contienen predominantemente lipopolisacaridos (LPS) la cual es una molécula cargada
negativamente. La carga positiva del grupo amino protonado del QS interactda con las moléculas
de carga negativa en la superficie de las células bacterianas aumentando su permeabilidad, y la
filtracién de componentes celulares, conduciendo a su muerte. Esto explicaria el por qué el QS
podria tener mayor actividad antimicrobiana sobre las bacterias Gram-negativas (Aldapa-Vega et
al., 2016; Li y Zhuang., 2020). Sin embargo, cuando el QS se expuso a un pH de 7.0, este tiende a
desprotonarse (NH-), pero, aun asi, en nuestro ensayo se observa que QS mantiene su actividad
antibacteriana. Por otro lado, y de acuerdo a las gréficas, se observd que las bacterias Gram-
positivas (S. aureus y L. monocytogenes) presentaron aparentemente mayor sensibilidad a MPQ
que las bacterias Gram-negativas (E. coli y S. Typhimurium). Hallazgos similares fueron
reportados por Fernandez-Saiz et al., (2009), que reportaron una CMI de 40 mg/mL de pelicula de
QS contra la bacteria Gram-positiva S. aureus, pero no encontraron una CMI para la bacteria Gram-
negativa Salmonella sp. usando indculos de 1 x 10° UFC/mL. Los autores concluyeron que la pared
celular de las bacterias Gram-positivas estd compuesta no solo por una capa gruesa de
peptidoglicano, sino ademas del polimero &cido teicoico cuya cadena principal contiene una alta
concentracion de fosfatos cargados negativamente que interactlan electrostaticamente con
compuestos antibacterianos cationicos como QS, lo que lleva a que las bacterias Gram-positivas
sean mas permeables y sensibles que las bacterias Gram-negativas (Li et al., 2020; Fernandez-Saiz
et al., 2009)

Por otro lado, MPC no present6 actividad antimicrobiana. Se reconoce que las condiciones
estructurales del QS, su peso molecular, grado de desacetilacion, fuente original, la forma derivada,
y la concentracion de la matriz encapsulante de QS (1%) y el compuesto encapsulado de EYB
(0.75%) influyen significativamente en su actividad antimicrobiana (Yu et al., 2015)

Con respecto a esta ultima caracteristica, Tantala y colaboradores (2022) y Morales-Figueroa y
colaboradores (2022) reportaron que la concentracion de QS o EYB es un factor determinante en
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las actividades antimicrobianas de ambos. Cuando el QS tiene una concentracion mas alta, hay méas
moléculas de QS disponibles que interaccionan con las células microbianas (Algahtani et al., 2020)
Liu y colaboradores (2006) reportaron que diferentes variedades de QS con diferentes pesos
moleculares reducian significativamente el crecimiento de E. coli a valores superiores de 200 ppm,
pero este efecto se atenuaba a concentraciones menores de 200 ppm. Los autores concluyeron que
el QS a altas concentraciones podia aglutinar y matar bacterias, pero a bajas concentraciones se
observaba todo lo contrario. Igualmente, Osorno-Sanchez et al., (2024) observaban que mientras
mayores eran las concentraciones de extractos etandlicos de Artemisa ludoviciana, Brickellia
veronicifolia, Hesperozygis marifolia, Poliomintha longiflora y Schinus molle (3200, 1600, 800,
400, 200, y 100pg/mL menores eran los rangos de inhibicion (9.0-26.0 mm) de crecimiento de
Vibrio cholerae. También, Quiroz-Lobo et al., 2021 reportaron mayor actividad antifungica del
extracto metandlico del organismo marino Holothuria princeps a mayores concentraciones (25-
2,250 ppm) contra la cepa de referencia de Candida albicans y los aislados clinicos de Candida
albicans (muestra de sangre) y Candida krusei (muestra de catéter). Sin embargo, es importante
sefialar que la concentracién de cualquier extracto, incluyendo la de QS pueden provocar
citotoxicidad en las células hospederas, por lo que la determinacidn de una concentracion optima
es crucial para alcanzar no solo la maxima actividad antimicrobiana esperada sino también

garantizar la seguridad en la célula hospedera (Algahtani et al., 2020)
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7. CONCLUSION

Se obtuvo un rendimiento de EYB del 2.42% y un contenido total de saponinas del 24.58%.
Las MPQ y MPC exhibieron morfologia esférica (70%) y semiesférica (30%), con didmetros
promedio de 388.5 = 100.7 um y 285.5 + 70.9 pum, respectivamente. El contenido total de saponinas
en 100g de MPC fue de 0.04%, lo que refleja una disminucion significativa en su concentracion en
comparacion con el extracto libre (EYB) (24%). La eficiencia de asociacion entre el EYB y QS
MPC fué del 22.73%. S. Typhimurium y S. aureus fueron las bacterias mas sensibles a EYB
mientras que E. coli mostraba mayor resistencia. lgualmente, S. Typhimurium y E. coli mostraron
menor sensibilidad a las particulas de MPQ, y S. aureus y L. monocytogenes a las MPC. Sin
embargo, S. Typhimurium y E. coli fueron mas sensibles a las MPC. EYB present6 mayor
actividad que MPQ y MPC. Después de que los tratamientos fueron sometidos a diferentes pH
simulando condiciones gastrointestinales, EYB y MPQ, mostraron buena actividad antibacteriana
en general independiente del tipo de cepa bacteriana probada, mientras que las MPC no mostraron
actividad. Estos resultados sugieren que EYB y MPQ tienen un efecto prometedor como agentes
antibacterianos, con potencial aplicacion en la practica clinica. Sin embargo, la combinacion
quitosano-EYB mostrd baja actividad antibacterial antes y después de haber sido sometida a

diferentes pHs simulando condiciones gastrointestinales.
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8. RECOMENDACIONES

Es fundamental llevar a cabo investigaciones adicionales, donde los tratamientos no solo
sean sometidos a variaciones de pH que simulen las condiciones gastrointestinales, sino que
también se incluyan el tiempo de exposicion y adicion de enzimas gastrointestinales para
comprender mejor su actividad antimicrobiana en condiciones bidlogicas. También es
recomendable optimizar las condiciones de elaboracion de las MPC y encapsulacion del EYB,
evaluando diferentes variables como concentracion y velocidad del proceso. Debido a que las MPC
no mostraron actividad antibacteriana comparable a las de MPQ y EYB después de ser sometidas
a diferentes pH simulando condiciones gastrointestinales, es necesario explorar el uso de otros

biopolimeros naturales (carragenina, alginato), que puedan potenciar la actividad de EYB.
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