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RESUMEN

La proliferacion microbiana en alimentos tiene gran impacto negativo en el
sector salud y en la industria a nivel mundial. Las causas de las pérdidas y el
desperdicio de alimentos estan relacionados principalmente con limitaciones
econOmicas, deficiencias de infraestructura y almacenamiento, los sistemas de
comercializacion involucrados y en gran parte por las condiciones de envasado
y conservacion de los alimentos. El presente proyecto surge del creciente
interés en el desarrollo de conservadores naturales efectivos y seguros para
alimentos. El objetivo del trabajo fue evaluar el uso de un extracto con actividad
antimicrobiana del tallo de Yucca baccata como componente activo en un
envase para conservacion de homogenizado de pollo. La extraccion se realizé
con agua (extracto acuoso) y con n-butanol (extracto butandlico), el cual fue
posteriormente evaporado para obtener el extracto en polvo. El rendimiento del
extracto butanolico fue de 6.76 g/100 g de polvo del tallo de Yucca baccata
(6.7%) y del extracto acuoso fue de 24.69 g/100 g de tallo empleado (24.6%).
La evaluacion cualitativa de actividad antibacteriana de ambos extractos frente
a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 usando el método de difusion por
disco demostré mayor sensibilidad frente al extracto butandlico. Se determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI) usando el método de microdilucion en
caldo, siendo 37.5 mg/mL para P. aeruginosa. Para probar los resultados
obtenidos in vitro, se afiadio el 1% en peso del extracto a un homogenizado de
pechuga de pollo y se almacend en refrigeracion durante 10 dias (4°C+1),
realizando una cuenta total viable de mesdfilos en placa cada 2 dias, tanto al
homogenizado con el extracto como a un control (0% de extracto). Se encontré

que la adicion del extracto butandlico del tallo de Yucca baccata al 1% en peso,



disminuye 91.9% la proliferacién microbiana. Se desarrollaron y probaron tres

envases de polietileno de baja densidad

Xi



aditivados con 0, 5 y 10 % de extracto butandlico como bolsas. El
homogenizado de pechuga de pollo fue envasado en las bolsas y se obtuvo un
efecto positivo en la disminucion del crecimiento de mesofilos aerobios (P<0.05)

durante 10 dias de almacenamiento a 4°C.

Palabras clave: Extracto butandlico, extracto acuoso, antibacteriano,
conservador, Yucca baccata, pollo.
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ABSTRACT

Microbial growth in food has great negative impact on the health sector and
industry worldwide. The causes of losses and food waste are mainly related to
economic constraints, poor infrastructure and storage, marketing systems
involved and largely by the conditions of packaging and food preservation. This
project arises from the increasing interest in the development of effective and
safe natural food preservatives. The objective was to evaluate the use of an
extract with antimicrobial activity from the stem of Yucca baccata as active
component in a packaging to preserve homogenized chicken. The extractions
were performed with water (agueous extract) and n-butanol (butanolic extract),
which was subsequently evaporated to give a powdered extract. The butanolic
extract yield was 6.76 g/100g of Y. baccata’s stem in a dry basis (6.7%) and the
agueous extract was 8.15 g per 33 g of stem employee (24.6%). The qualitative
evaluation of antibacterial activity of both extracts against Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 using the disk diffusion method showed that P.
aeruginosa was more sensitive to butanolic extract. The minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined using the broth microdilution method, being
37.5 mg/mL) for P. aeruginosa. The effect of the butanolic extract on the growth
of mesophilic bacteria in a homogenized chicken breast stored for 10 days at
4°C was tested. It was found that the addition of 1% w/w of the butanolic extract
decreased 91.9% the mesophilic bacteria compared with a control without
extract: the homogenized chicken with extract and a control (0% of extract). It

was found that adding the stem butanolic extract of

xiii



Yucca baccata at the concentration tested (1% per weight), the microbial growth
decreases about 91.9%. Three films made of low density polyethylene added
with 0, 5 and 10% of the butanolic extract were processed as pouches.
Homogenized chicken breast was packed in the pouches and a positive effect
on the decrease of aerobic mesophilic growth (P <0.05) was obtained during
storage for 10 days at 4°C.

Keywords: Butanolic extract, agueous extract, antibacterial, preservative,

Yucca baccata, chicken.
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I. INTRODUCCION

La proliferacion microbiana en alimentos tiene un gran impacto negativo en la
salud del hombre y en la disponibilidad de los mismos a nivel mundial,
contribuyendo principalmente a sus pérdidas. Por ello, las actividades y
estrategias encaminadas a asegurar la inocuidad de alimentos deben
considerarse desde la seleccion, procesamiento, técnicas de conservacion y
consumo (Juneja et al., 2012).

Una de las alternativas actuales para reducir la pérdida de alimentos es el
uso de envases y tecnologias de conservacion de alimentos para prologar la
vida util de éstos y puedan asi cumplir con el objetivo de ser consumidos
(Gustavsson, 2014).

Las pérdidas y el desperdicio de alimentos también provocan un
importante derroche de recursos como agua, tierra, energia, mano de obra y
capital, ademas de producir emisiones de gases de efecto invernadero
innecesarias, contribuyendo asi al calentamiento global y al cambio climético.
Con los alimentos que actualmente se pierden o desperdician en América
Latina se podria alimentar a 300 millones de personas (FAO, 2011).

La tendencia en métodos de conservacion sugiere el uso conjunto de un
método de barrera (envase) y un agente antimicrobiano para asegurar la
inocuidad del alimento y alargar su vida de anaquel mediante el retraso o
inhibicion de la proliferacion microbiana (Diez et al., 2009). Como fuente del
antimicrobiano, es valido considerar plantas de las cuales se haya reportado
gue partes o extractos de la misma poseen dicha actividad, como es el caso de

la planta nativa del norte de México: Yucca baccata (Quihui-Cota et al., 2012).



El presente proyecto surge del creciente interés en el desarrollo de
conservadores naturales que sean efectivos y seguros para alimentos. El
objetivo del trabajo fue evaluar el uso de un extracto con actividad

antimicrobiana proveniente del tallo de Yucca baccata como conservador

natural en homogenizado de pollo.



ll. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

[1.1 Pérdidas de Alimentos en el Mundo

Las pérdidas de alimentos son definidas por la FAO (2011) como: “disminucién
de la masa alimentaria comestible disponible”. Esto hace referencia a productos
qgue inicialmente fueron procesados con el fin de satisfacer la necesidad
alimenticia humana, pero no llegaron a ser consumidos debido a diversas
causas, entre ellas el desperdicio y el desecho por alteraciones en los mismos.
El desperdicio de alimentos se refiere al desecho de éstos cuando aun
son aptos para consumo. Esto ocurre principalmente en comercios y hogares
de paises industrializados, mientras que en paises en desarrollo las pérdidas
debido a diversos factores ocurren en las etapas tempranas de procesamiento y

recoleccion (Bizarri, 2012).

11.1.1 Panorama Actual

En el mundo, 842 millones de personas padecen algun tipo de desnutricién,
mientras que a la misma escala se desperdician aproximadamente 1, 300
millones de toneladas de alimentos por afio. De ese total, 100 millones
corresponden a América Latina y 10,4 millones de toneladas le corresponden a
México (FAO, 2011). Aunque un incremento en la inversién para la produccion
de alimentos podria generar una mayor cantidad de alimentos disponibles, esto
generaria el consumo de una gran cantidad de recursos tanto renovables como
no renovables, por lo que esta problematica debe ser abordada desde otra
perspectiva.

La pérdida y el desperdicio de alimentos se deben principalmente a

limitaciones en cuanto a técnicas de almacenamiento, de conservacion y de



aprovechamiento de los mismos (SEDESOL, 2013). La demanda actual de
alimentos inocuos y de buena calidad, ha llevado a una reestructuracion de la
normativa alimentaria, desde la seleccién y procesamiento, hasta los métodos
de conservacion (Juneja et al., 2012).

Las pérdidas y el desperdicio de alimentos también provocan un
importante derroche de recursos como agua, tierra, energia, mano de obra y
capital y producen emisiones de gases de efecto invernadero innecesarias,
contribuyendo asi al calentamiento global y al cambio climatico. Con los
alimentos que actualmente se pierden o desperdician en América Latina, se

podria alimentar a 300 millones de personas (FAO, 2011).

[1.1.2 Microorganismos en Alimentos

Los patdgenos en los alimentos son una de las causas principales de
enfermedades gastrointestinales y muerte a nivel mundial, con una cifra de
aproximadamente 1.8 millones de muertes por afio (OMS, 2009). Debido a la
evolucion de estos patdgenos y la generacion de resistencia a antibioticos que
presentan, cada afio aumenta la cantidad de brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (Bajpai y Chul-Kang, 2011).

Existe una gran cantidad de especies de microorganismos que
contaminan los alimentos, ademas de aquellos capaces de producir metabolitos
gue resultan téxicos peligrosos, como en el caso de las enterotoxinas
producidas por Escherichia coli (Hernandez et al., 2001). Otros
microorganismos relacionados con problemas gastrointestinales asociados al
consumo de alimentos contaminados son Salmonella, Streptococcus, Yersinia,
Clostridium y Staphylococcus (Lee et al., 2011; Hae-Kyong et al., 2014).

La mayoria de los seres humanos no se ven afectados significativamente
por la presencia de bacterias a dosis bajas, pero para las personas con el
sistema inmunolégico débil o durante el embarazo, ésta puede resultar
altamente perjudicial para su salud (Lee et al., 2011).

Aunque es preocupante la proliferacion microbiana en alimentos desde el

punto de vista de la salud (OMS, 2014), lo es de igual manera desde el punto



de vista econémico y de seguridad alimentaria, debido a las pérdidas y desecho
de éstos por contaminacion y/o putrefaccién. Las anteriores son la razones
principales de la creciente demanda de métodos de conservacion de alimentos
gue impidan o reduzcan significativamente la proliferacién microbiana (Bajpai y
Chul-Kang., 2011).

[1.1.3 Factores Asociados a la Pérdida y Desperdicio de Alimentos

Las causas de las pérdidas y el desperdicio de alimentos estan relacionadas
principalmente con limitaciones econdmicas, deficiencias de infraestructura y
almacenamiento, por los sistemas de comercializacién involucrados y en gran
parte por las condiciones de envasado y conservacion de éstos. El transporte y
distribucion juegan un papel importante, ya que si estos ocurren por periodos
prolongados de tiempo, éstos consumen parte de la vida util del alimento en vez
de estar disponible para consumo (Bizarri, 2012).

En el comercio minorista se desperdician grandes cantidades de
alimentos debido a estandares de calidad que sobrevaloran la apariencia,
resultando en habitos de compra y/o consumo deficientes (FAO, 2015).

El incumplimiento de las normas nacionales e internacionales de calidad e
inocuidad de alimentos vigentes puede llevar al descarte de alimentos desde la
recoleccion de la materia prima hasta la disposicion final en los hogares de los
consumidores (Fonseca, 2014). La inocuidad de los alimentos se ve
comprometida por factores microbiolégicos, ambientales, falta de higiene
durante la manipulacién, condiciones de almacenamiento y las técnicas de
conservacion empleadas (Bizarri, 2012).

Para prevenir la contaminacion de los alimentos a nivel industrial, se
emplean herramientas como el Sistema de Analisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (HACCP, por sus siglas en inglés) en conjunto con
normativas de calidad para asegurar la inocuidad e integridad del producto final
(FDA, 2014).

Una posible alternativa para disminuir las pérdidas y desperdicio de

alimentos es encontrar una disposicion final alternativa para los productos ya



descartados, ya que en algunas ocasiones, es probable obtener un beneficio
del alimento en vez de desecharlo.

Il.2 Técnicas para la Conservacion de Alimentos

La conservacion de alimentos se refiere basicamente a la aplicacion de técnicas
que aseguren la inocuidad y alarguen la vida util de los alimentos, manteniendo
sus propiedades y calidad en un estado aceptable (Diez et al., 2009)

Emplear técnicas de conservacion de alimentos que no son efectivas
genera gastos en diversas areas, como la utilizacion de recursos naturales,
energia e insumos en alimentos que no tendran un periodo de vida util lo
suficientemente largo para llegar a ser consumidos (FAO, 2015). La técnica o
meétodo de conservacion a emplear dependera del alimento del que se trate, la
infraestructura implicada en el procesamiento de éste y el destino final del

alimento.

11.2.1 Aditivos en Alimentos

La poblacion estd tomando conciencia sobre el riesgo de consumir los
conservadores quimicos de los alimentos, por lo que es necesario el uso de
aditivos mas seguros (Lee et al., 2011). Los métodos de conservacion pueden
combinarse para potenciar su actividad de proteger la calidad e inocuidad de los
alimentos de una manera mas efectiva. Por ejemplo, un antimicrobiano natural
puede usarse con otro método de conservacion como la radiacién con rayos X o
gamma, para disminuir la proliferacion microbiana y/o inactivar a los
microorganismos ya presentes en el alimento (Juneja et al., 2012).

Se han realizado estudios para buscar conservadores de alimentos
alternativos en respuesta a la demanda de la poblacion acerca de emplear
aditivos alimentarios seguros. Estos pueden ser de origen natural y que a su
vez sean capaces de retardar o inhibir el crecimiento de patdgenos, alargar la
vida de anaquel y conservar la calidad de los alimentos (Xhimai, 2011).

Los conservadores pueden afadirse al alimento, a la envoltura, como

recubrimiento de la superficie o en el ambiente donde se desarrolla el
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procesamiento de éste para inhibir o inactivar la proliferacion de
microorganismos que puedan entrar en contacto con la matriz de interés
(Michael et al., 2013).

I1.2.2 Métodos de Conservacion de la Carne

Un alimento importante en la dieta de gran parte de la poblacion es la carne. Su
importancia radica en el alto contenido de proteinas y amino4cidos esenciales
comparados con otros alimentos, como algunos de origen vegetal. También es
rica en vitamina B12 y hierro (Carvajal, 2001).

La proliferacion microbiana es uno de los principales agentes
deteriorantes de la carne, siendo las Pseudomonas, enterobacteriaceae y
bacterias acido lacticas las responsables de estos cambios (Verdnike, 2008),
los cuales traen como consecuencia la pérdida del alimento y su desecho.

El desperdicio de la carne se da principalmente antes del consumo en los
hogares, lo que asciende aproximadamente al 50% de las pérdidas totales de
este tipo de alimentos, siendo atribuido principalmente a cambios en las
propiedades organolépticas asociado a la poca vida de anaquel que los
métodos normalmente empleados para su conservacion le confieren
(Gustavsson, 2014).

Los conservadores quimicos empleados normalmente en carne son
nitritos, nitratos, benzoato de sodio y otros aditivos que son precursores de
cancer al asociarse con diversos compuestos que pueden encontrarse en la
dieta (Anton, 2014). Esta es una de las grandes preocupaciones de los
consumidores y de la industria de alimentos, por lo que en la Ultima década se
han impulsado investigaciones para el desarrollo de conservadores de

alimentos de origen natural, que sean seguros para consumo humano.

[1.2.3 Pollo

El pollo es una importante fuente de proteina en la dieta humana, tanto por su

relativamente facil acceso econdmico como también por el hecho de que su
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consumo es aceptado por la mayoria de las culturas y religiones del planeta
(Fenavi, 2014).

Los métodos comunmente empleados para la conservacion de esta carne
son: conservacion por frio (refrigeracion y congelacion) y uso de aditivos en
productos transformados. Los mas utilizados son la refrigeracion y congelacion.
Sin embargo, una de las desventajas de estos métodos es que inactivan a
ciertos microorganismos, pero no los eliminan (Castafieda et al., 2013). Por lo

gue es necesario buscar alternativas para la conservacion de éste alimento.

[1.2.4 Microorganismos Aislados de Carne de Pollo

Los microorganismos aislados mas comunmente de la carne de pollo son E.
coli, Pseudomonas spp., Campylobacter spp., Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus (Castafieda et al.,
2013).

La refrigeracion y la congelacion son los métodos mas empleados para la
conservacion del pollo (Castafieda et al.,, 2013). Sin embargo, incluso en
condiciones de refrigeracion, los microorganismos psicréfilos (capaces de
desarrollarse a temperaturas de -5 a +5°C) como los pertenecientes al género
Pseudomonas, son capaces de proliferar y contribuir al deterioro del pollo
(Jiménez et al., 1997; Dainty, 1992). Por lo tanto, debe buscarse un método de
conservacion mas efectivo para este alimento y en especial que sea capaz de

controlar la proliferacién de estos microorganismos.

[1.2.5 Alternativas para la Conservacion del Pollo

Debido a que los métodos de conservacion de la carne de pollo no son tan
efectivos, se han estado realizando investigaciones para encontrar métodos
alternativos para la conservacion de esta carne, como el realizado por Chouliara
et al. (2007), en el cual se evalud el efecto combinado de aceite esencial de
orégano y el uso de un envase con atmaosfera modificada para la extension de
vida util de carne de pechuga de pollo fresca almacenada a 4°C. En este

estudio se prolongé la vida de anaquel de la carne hasta 6 dias, pero el
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ingrediente activo del envase le impartié propiedades organolépticas que no
fueron aceptadas al realizar la evaluacion sensorial.

Otro estudio fue realizado por Economou et al., (2009), en el cual se
evalub el efecto de los tratamientos de nisina y EDTA (&cido
etilendiaminotetracético) sobre la vida en almacenamiento de la carne de pollo
fresco envasado en atmdsfera modificada y almacenado en refrigeracion a 4 °
C. La carne de pollo fue sometida a distintas combinaciones de tratamientos
antimicrobianos, resultando mas efectivo el tratamiento con la relacion 1500 Ul /
g-50 EDTA, manteniendo olor y propiedades aceptables incluso hasta por 14
dias de almacenamiento.

La tendencia de los estudios se orienta hacia la combinacion de métodos
y tecnologias para alargar la vida util de este alimento, y si bien se ha
demostrado efectividad en cuanto al aumento de la vida de anaquel, se debe
considerar que éstos no deben comprometer las propiedades organolépticas y

de calidad del alimento, como en el caso del primer estudio.

II.3 Tecnologias Emergentes para la Conservacion de Alimentos

Se realizan grandes esfuerzos por identificar y controlar los diversos factores
que disminuyen o favorecen la inocuidad y calidad de los alimentos. Segun la
FAO (2015), las preferencias y demandas del consumidor se dirigen hacia el
desarrollo de productos “frescos y naturales” (sin quimicos anadidos), de alto
valor nutricional y con poco o nulo tratamiento tecnolégico.

La respuesta de la industria debe adaptarse para satisfacer dichas
exigencias y por otro lado al desarrollo del mercado, lo que implica mayores
distancias y tiempos de distribucion. Todo esto se refleja en los esfuerzos por

aumentar la vida util de los alimentos envasados.

11.3.1 Envases para Alimentos

Si la etapa de envasado del alimento se lleva a cabo con éxito, y tanto el

envase como las condiciones de almacenamiento son las adecuadas para el



producto, se puede reducir en gran medida la pérdida de alimentos. El impacto
gue tiene el envase sobre el alimento se refleja a lo largo de la vida de anaquel
del producto (Olsmats y Wallteg, 2009).

Mediante el uso de envases en alimentos, es posible prevenir pérdidas de
alimentos al garantizar la inocuidad y procurar la estabilidad y larga estadia de
la vida de anaquel de los alimentos, haciendo posible que éstos experimenten
periodos de distribucion y comercializacion mas prolongados (Manalili, 2011).

Desde el punto de vista ecolégico, podria no ser muy recomendable el uso
de envases en alimentos, sin embargo, si con esto se reducen las pérdidas de
los productos y se contribuye a aumentar la disponibilidad de alimentos inocuos
para la poblacion, es necesario buscar alternativas que hagan posible su uso.
Una de ellas puede ser la fabricacion de envases biodegradables, ademas del

reciclaje.

11.3.2 Envases Activos

Los envases activos surgen como una combinacion de métodos para alargar la
vida de anaquel de los alimentos, garantizando asi la inocuidad de los mismos y
la preservacion de las propiedades deseables por el consumidor. Este tipo de
envasado es recomendable para impedir o retrasar el efecto de factores que
alteren las propiedades sensoriales, nutritivas y de higiene del alimento cuando
los métodos tradicionales son ineficaces (Diez et al., 2009)

Mientras que un envase convencional sélo tiene la funcion de actuar como
barrera fisica, microbioldgica y mecénica, el envase activo ejerce un efecto
sobre el alimento mediante la modificacion de la atmdésfera interior o con la
liberacién o absorcion de sustancias, gases, vapores y otros componentes que
interactdan con el alimento (Gomez et al., 2009).

Algunos ejemplos de las funciones o beneficios de los envases activos
empleados para el control del deterioro y calidad de los alimentos son:
regulacion de la humedad, liberacién de agentes activos que pueden ser de tipo

antioxidante o antimicrobiano, regulacion del nivel de gases en el interior,
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prevencion de aparicion de colores indeseables y control de la proliferacién
microbiana (Rooney, 1995).

En el trabajo presentado por Diez y colaboradores (2009), se hace énfasis
en la tendencia del uso de envases activos con agentes antimicrobianos, ya que
la proliferacion de microorganismos en el alimento es la principal causa del
deterioro de éstos. Los agentes antimicrobianos pueden provenir de diversas
fuentes, y desde hace varios afios se estudian con gran interés los provenientes

de plantas.

1.4 Plantas Medicinales

Desde la antigiedad, el ser humano ha empleado fuentes naturales como
remedio para afecciones de distintos tipos. Comparado con la cantidad de
especies conocidas de plantas, son muy pocas las que se han analizado a nivel
fitoquimico para conocer su composicion, y son aun menos las que han
demostrado ser de interés sanitario o farmacéutico por su actividad biol6gica
(Satish y Mahesh, 2008).

A las sustancias de interés bioldgico contenidas en las plantas
medicinales se les conoce como metabolitos secundarios, y existen mas de
30,000 identificados en la actualidad. Estos metabolitos son capaces de inhibir
patdgenos y proteger al organismo de los radicales libres (Satish et al., 2014).

Existen plantas medicinales de las cuales se toman extractos que
presentan agentes con actividad antimicrobiana, siendo las partes mas
empleadas la raiz, hojas, flores y frutos (Satish y Mahesh, 2008). Se ha
confirmado la presencia de compuestos antimicrobianos en extractos
provenientes de diversas plantas, los cuales podrian ser empleados para inhibir
o disminuir la proliferacién de microorganismos en diversas matrices (Juneja et
al., 2012).

11.4.1 Actividad Antimicrobiana de Extractos de Plantas
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Es importante conocer las concentraciones a las cuales los metabolitos son
eficaces en el desempefio de su actividad bioldgica sin presentar riesgo para la
salud. Para esto se realizan diversos estudios, en base a los cuales se
determinan las dosis mas viables y seguras para ser usadas (Jie-Lun et al.,
2012). Dependiendo del tipo de ensayo que vaya a realizarse, son las
exigencias en cuanto a las pruebas que deben hacerse. Las pruebas basicas
gue se realizan son: concentracion minima inhibitoria, concentracion bactericida
minima, ensayos de viabilidad celular y sensibilidad antimicrobiana. Para estos
ensayos, es recomendable purificar los extractos, para observar el efecto real
ejercido por el compuesto de interés y no el de otros constituyentes del extracto
(Saqib et al., 2014; Saravana et al., 2014).

La concentracion minima inhibitoria se refiere a la cantidad minima de un
antimicrobiano que es capaz de impedir el crecimiento de un microorganismo.
La concentracion minima bactericida es la minima concentracion de un
antimicrobiano que puede eliminar a mas del 99,9% de los microorganismos
viables después de un tiempo determinado de incubacién (Susumu et al., 2003).

Es de gran importancia medir ambas concentraciones para conocer el
poder del antimicrobiano del metabolito de interés, porque a partir de estos
valores, pueden establecerse las cantidades de dosis a evaluar dependiendo
del efecto antimicrobiano deseado y el organismo a quien va a administrarse
(Jie-Lun et al., 2011).

[1.4.2 Plantas Medicinales en México y Sonora

México es un pais con gran diversidad en su flora, en el que cultural y
tradicionalmente se usan plantas medicinales para el tratamiento de dolencias y
enfermedades. Algunas de estas plantas han despertado un gran interés en el
area de la investigacion, debido a la actividad biolégica observada de sus
constituyentes. Incluso con las aplicaciones medicinales, son pocas las plantas
empleadas en estudios para identificar a los metabolitos responsables de los

efectos benéficos (Rojas y Avellaneda, 2009).
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Se han realizado muchos estudios enfocados en medir el poder
antimicrobiano de extractos provenientes de plantas medicinales (Garcia y
Castellanos, 2011). Uno de los objetivos de ese tipo de investigaciones es el
uso de éstos como conservadores de alimentos, lo cual podria ayudar a evitar
procesamientos fisicos costosos y complicados que, en muchas ocasiones,
alteran las propiedades organolépticas de los alimentos.

En la India, por ejemplo, se utiliza una gran variedad de especias como
conservadores de alimentos, por lo que se han realizado investigaciones en las
que se demuestra su poder para inhibir patbgenos (Kakur et al., 2007). La
actividad biologica de los antimicrobianos se ve influenciada por los factores del
medio donde se encuentren. Al afiadirlo a un alimento como conservador, su
actividad antimicrobiana se veria afectada por las proteinas, carbohidratos,
lipidos y sales presentes en la matriz (Juneja et al., 2012).

Para que un antimicrobiano sea candidato para ser usado como
conservador de alimentos, debe ser efectivo a bajas concentraciones, no
producir modificaciones en las propiedades organolépticas del alimento y no ser
toxico. Los agentes antimicrobianos ejercen su efecto mediante diversos
mecanismos, desde estimular la lisis de la membrana celular, hasta la quelacion
de una gran cantidad de nutrientes (Michael et al., 2013).

Es importante realizar investigaciones acerca de los mecanismos
mediante los cuales los metabolitos provenientes de las plantas ejercen su
actividad biolégica como antimicrobianos. De esta manera, podrian idearse
métodos para aprovechar estas propiedades en el area farmacéutica y en la

tecnologia de alimentos, como métodos de conservacion.

[1.5 Yucca sp.

Las plantas pertenecientes al género Yucca son aproximadamente 40 especies,
las cuales habitan en el sur de Estados Unidos, en el norte de México y en
Centroamérica. Son xerdfitas. La Yucca es una planta perenne, suculenta,

arbustiva y de hojas ascendentes. Su fruto puede ser carnoso 0 seco, siendo
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consumido de diversas formas por los pueblos indigenas (Guillot D. y Van der
Meer, 2009).

Desde la antigledad, las plantas pertenecientes a este género han sido
usadas de forma artesanal para la fabricacion de hilo, como parte de
ceremonias indigenas y como ingrediente para la fabricacién de jabones a partir
de sus raices. Mas recientemente se han investigado extractos de estas plantas
y se les han atribuido propiedades farmacologicas y surfactantes de interés

para diferentes sectores industriales (Eggli, 2001).

I1.5.1 Yucca baccata

Dentro de la familia de las agavaceae se encuentra Yucca baccata, la cual es
una planta nativa del sur de Estados Unidos y del norte de México, donde en
Sonora se encuentra formando parte de la flora del desierto (Ledn, 2012).
Desde 1930 se utilizaba el jugo de esta planta como conservador de alimentos
de forma artesanal (Groen, 2014).

La palabra baccata significa "fructificaron”, haciendo referencia a los
grandes frutos de la planta. Estas plantas florecen una vez por afio entre abril y

mayo, aproximadamente (Smith, 2004).

11.5.2 Estudio en Jerbos

En el estudio realizado por Quihui-Cota et al., (2014) se encontré6 que un
extracto proveniente del tallo de Yucca baccata tiene actividad antiparasitaria.
Este extracto se encuentra constituido por alcaloides, saponinas y demas
compuestos involucrados con actividad antimicrobiana. La presencia de
saponinas se ha relacionado con propiedades antiinflamatorias, diuréticas y
antimicrobianas (Rojas y Avellaneda 2009).

La sensibilidad de inhibicion que presenten los microorganismos ante los
extractos antimicrobianos dependera, en cada caso, del contenido y tipo de
componentes del extracto. La capacidad antimicrobiana varia dependiendo de
la planta usada, parte de la misma, método de procesamiento y presentacion

final del producto (polvo o liquido) (McMurphy et al., 2014a).
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11.5.3 Estudios in vitro

En un trabajo de Pereo (2015) se demostré que los extractos acuoso y
butandlico provenientes del tallo de Yucca baccata son ricos en saponinas y
poseen actividad antimicrobiana frente a microorganismos patégenos para el
ser humano (Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
6538P y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). Se encontré que la
concentracion de saponinas en el extracto butandlico fue de 23.9%, y en el
extracto acuoso de 17.1%, con aproximadamente 8 fracciones de saponinas
esteroidales en cada uno.

El poder inhibitorio que ejercen las saponinas frente a los
microorganismos, se ve influenciado por la presencia de otros compuestos en el
extracto. Esto se debe a las interacciones que se generan entre los metabolitos,
las cuales pueden aumentar o disminuir la capacidad antimicrobiana de las

saponinas (Bahramineja et al., 2008).

[1.5.4 Saponinas

Las saponinas son compuestos que constituyen parte de las defensas naturales
de las plantas (Apablaza et al., 2002). El contenido de saponinas en un sistema
biolégico, puede relacionarse con propiedades antiinflamatorias, diuréticas y
antimicrobianas (Rojas y Avellaneda, 2009). Son sustancias de sabor amargo
localizadas principalmente en el epispermo de granos, en tallos y otras partes
de plantas como la quinoa o la yuca (Lozano et al., 2012). Debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas, las saponinas pueden utilizarse para la
preparacién de emulsiones, cosméticos y bebidas (Apablaza et al., 2002).

El efecto biolégico de las saponinas, se atribuye a la sapogenina, que es
el nucleo de aglicona esteroidal. El mecanismo de la actividad antimicrobiana
de las saponinas no se ha logrado descifrar por completo. Sin embargo, existen
mecanismos propuestos como el de la lisis celular, debido a su estructura
quimica que es capaz de interactuar con los lipidos de la membrana, creando
poros (Jie-Lun et al., 2012 y Pereo, 2015). Las bacterias Gram positivas,

aparentemente, son inhibidas eficazmente mientras que las Gram negativas son
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poco afectadas. Asi mismo, el mecanismo para inhibir bacterias, es diferente
del usado para inhibir hongos (Wang et al., 2000).

Para lograr discernir el efecto particular que ejercen las saponinas, es
necesario purificar los extractos antes de ser usados en un estudio. Esto es
debido a que contienen una amplia variedad de compuestos que pueden tener
efectos modificadores, tales como alcaloides, taninos, terpenoides y azucares
reductores, entre otros (Sagib et al., 2014).

En el area de la salud, las saponinas presentan actividad antihipertensiva,
la cual ha comenzado a estudiarse a profundidad en ratas hipertensas (Chen et
al., 2013). Otra caracteristica que atrae gran interés sobre las saponinas, es
gue presenta citotoxicidad frente a células cancerigenas, por inhibicién del
crecimiento del tumor ya que promueve la apoptosis de este tipo de células
malignas (Zhou et al., 2014). También se han realizado estudios donde se
demuestra que existen tipos de saponinas que son capaces de suprimir el
crecimiento de células tumorales de cancer en los ovarios humanos (Xue et al.,
2014).

Se considera necesario realizar ensayos de viabilidad celular ya que se
sabe que las saponinas presentan citotoxicidad a concentraciones muy
variadas, dependiendo del origen, concentracion y composicidén del extracto a
evaluar. Los ensayos de viabilidad son de inmensa importancia, ya que cambios
minimos en la estructura de las saponinas, como en el acomodo de un grupo
hidroxilo, puede variar enormemente la citotoxicidad presentada (Fouedjou,
2014).

Debido a las propiedades benéficas para la salud que ejercen las
saponinas, se han realizado ensayos de viabilidad en aquellas células que
tienen gran versatilidad en cuanto a su manipulacion clinica y farmacoldgica. Un
ejemplo de lo anterior es la linea PC 12 cells, de las cuales se tiene una gran
cantidad de informacion acerca de su diferenciacion y proliferacion. Las
saponinas han sido probadas sobre esta linea celular, para obtener informacién
de su efecto protector sobre células implicadas en enfermedades o dafio
cerebral ocasionado por anoxia (Xin-Fu et al., 2012).
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También se han realizado estudios de viabilidad celular empleando
macréfagos de raton RAW 264.7, ya que existen estudios que reportan que las
saponinas pueden inhibir, debido a su citotoxicidad, el crecimiento de
macrofagos y células sanas. En el estudio realizado por Jie-Lun et al., (2012)
usaron esas células derivadas a partir de un tumor inducido. Esta es una linea
celular que se encuentra presente en casi todos los tejidos de los ratones.
Ademas es un buen blanco para estudiar la toxicidad potencial de las saponinas
en células de mamiferos, antes de realizar pruebas en humanos.

La actividad antimicrobiana de las saponinas depende de la aglicona y los
azucares unidos a ésta. Uno de los mecanismos de accién propuestos para el
efecto inhibitorio de las saponinas es que debido a su capacidad surfactante, es
capaz de interactuar con los lipidos de las membranas celulares (colesterol en
las eucariotas), volviéndola porosa y provocando la lisis celular. Para el caso de
las procariotas, como las bacterias Gram negativas, el mecanismo de accién
propuesto es la interaccion de las saponinas con los lipidos que se encuentran
presentes en la pared celular, formando parte de los lipopolisacéridos. Estas

interacciones lipido-saponina ocasionan la lisis celular (Arabski, 2012).

[1.5.5 Impacto Nutricional del Uso de Saponinas

Debido a su actividad surfactante, las saponinas influyen en la absorcién de
lipidos por su capacidad de formar micelas a partir de las sales biliares
segregadas durante el proceso digestivo y el colesterol (Cheeke, 2000).
McMurphy y colaboradores (2014a) realizaron un estudio en el cual se
demuestra que la adiciébn de saponinas en la dieta de novillos, mejora la
eficiencia del proceso de digestién de heno de baja calidad. En este proceso, no
s6lo ayuda a disminuir la carga microbiana del rumen, sino a mejorar la
conservacion de nitrégeno y a disminuir la produccion de metano. No se sabe
exactamente si estos efectos se deben exclusivamente a la reduccion de la
concentracion de protozoarios 0 a una funcién no identificada del extracto de

Yucca comercial empleado por si mismo.
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Los estudios existentes sobre el impacto nutricional de las saponinas al
incluirlas en la dieta de animales han encontrado que el incluirlas en dosis
especificas, aumenta la actividad ruminal amilolitica y la digestion del almidén
(Wang, et al., 2000). Todos los efectos producidos por las saponinas a nivel
digestivo en este tipo de estudios, es atribuido principalmente a su capacidad
para reducir la poblacion de protozoarios (McMurphy et al., 2014b).

Debido al creciente interés en el aprovechamiento de las caracteristicas
enlistadas anteriormente de las saponinas y de extractos que las contienen, se
han realizado investigaciones y actualmente las fuentes comerciales principales
de éstas son Yucca schidigera y Quillaja saponaria (Pereo, 2015).

Algunas de las investigaciones mas recientes emplean extractos ricos en
saponinas para probar la actividad antimicrobiana de éstos teniendo como
fuente vegetal Yucca baccata, de la cual se describieron previamente los
hallazgos obtenidos (Quihui-Cota et al., 2014 y Pereo, 2015), los cuales la
convierten en una fuente de interés para la obtencion de estos metabolitos

secundarios.
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. HIPOTESIS

Fase 1. De los extractos obtenidos del tallo de Yucca baccata, el butanélico

posee mayor poder inhibitorio para Pseudomonas aeruginosa que el acuoso.

Fase 2. El extracto butandlico del tallo de Yucca baccata adicionado
directamente en homogenizado de pollo es capaz de disminuir el crecimiento de

mesofilos aerobios.

Fase 3. La adicién del extracto butandlico del tallo de Yucca baccata a un
envase fabricado con polietileno de baja densidad tiene actividad antimicrobiana
capaz de disminuir el crecimiento de mesdfilos aerobios en homogenizado de

pollo.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana de un extracto del tallo de Yucca baccata
frente a Pseudomonas aeruginosa y su efecto en la disminucién de mesdfilos
aerobios durante la conservacibn de homogenizado de pollo aplicado

directamente sobre éste y formando parte de un envase.
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V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto del tallo de Yucca

baccata para Pseudomonas aeruginosa.

Determinar una concentracion efectiva de un extracto del tallo de Yucca
baccata aplicado directamente en homogenizado de pollo para disminuir el

crecimiento de microorganismos.
Desarrollar un material de envase con una concentracion efectiva del extracto

de Yucca baccata para disminuir el crecimiento de microorganismos en

homogenizado de pollo.
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Obtencién de Muestras de Yucca baccata y Extraccion Butandlica
VI.1.1 Coleccién de Especimenes de Yucca baccata

El material vegetal (los tallos de la planta Yucca baccata) fue colectado proximo
a las coordenadas 30°53’35.8”N 110°42’30.0”0, en Abril del 2013. Se separo el
tallo del resto de la planta desde la parte mas cercana a la raiz y las hojas
fueron removidas. Las muestras se transportaron al herbario de la Universidad
de Sonora para su posterior autentificacion taxonémica por el responsable del

Herbario Universitario.

VI.1.2 Método de Secado del Tallo

El tallo fue cortado en rodajas de 2 cm aproximadamente, facilitando y
disminuyendo el tiempo de secado, el cual se realiz6 por exposicion al sol.
Posteriormente, el material seco se pulverizd utilizando un molino Whiley
(Molino Thomas-Whiley Model 4, Laboratory Mill USA) hasta que se obtuvo un
polvo con un tamafio de particula aproximado de 2 mm, el cual fue pesado y

utilizado para la preparacion de los extractos (Ledn, 2012).

VI.1.3 Obtencién del Extracto del Tallo de Yucca baccata

Para la obtencion del extracto del tallo de Yucca baccata se utilizd el método
descrito por Newbold (1997) y modificado por Ledn (2012). Primero se
suspendio el polvo del tallo en agua destilada a una concentracion de 33 g/L,
mantenido en agitacion toda la noche a temperatura ambiente (25-30°C). Se
procedi6 a centrifugar la suspension a 3000 rpm durante 10 minutos,

conservando el sobrenadante y descartando el resto. Después se filtro el
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sobrenadante utilizando papel Whatman No. 1y se afiadié n-butanol en relacion
1:1, manteniendo en agitacion por 30 min a temperatura ambiente. Se dejo
reposar durante toda la noche y después se separ6 el n-butanol de la mezcla.
Se repitid la extraccion nuevamente con n-butanol para mejorar la eficiencia del
método.

Las capas de n-butanol fueron recolectadas y secadas en un rotavapor
(ROTAVAPOR BUCHI® 461 Water Bath, Pace Analytical Services, Minneapolis,
MN, USA) acoplado a una bomba de vacio a 40°C. Al final, se peso el soélido
extraido y se almacend en seco a 4 °C.

Para la elaboracién del extracto acuoso, no se afiadié n-butanol después
de la centrifugacion, sino que se procedio a liofilizar el sobrenadante.

Para calcular el rendimiento de las extracciones se utilizdé la siguiente

relacion:

Gramos de extracto butandlico/acuoso obtenido  x 100
Gramos de tallo de Yucca baccata iniciales

VI.2. Fase 1: Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana in vitro de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 frente a los extractos acuoso y butandlico del tallo de
Yucca baccata

VI.2.1. Ensayo cualitativo: Método de difusion en disco de Kirby-Bauer

Se utilizé la técnica de difusibn en agar de Kirby-Bauer, ya que esta
estandarizada para Pseudomonas aeruginosa.

La cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 fue proporcionada
por el Laboratorio de Microbiologia del CIAD A. C. Fue cultivada en agar
Mueller-Hinton a 37 °C durante 24 h para el ensayo de susceptibilidad de Kirby-
Bauer. Para el ensayo de concentracion minima inhibitoria (CMI) fue cultivada
en 15 mL de caldo Mueller-Hinton e incubada a 37 °C durante 18 h; fue utilizada

inmediatamente después de su incubacion.

23



El andlisis cualitativo de la actividad antimicrobiana se realiz6 segun la
metodologia descrita por Rojas (2005) sobre el método de difusién por discos
de Kirby-Bauer, mediante el cual se impregnaron discos estériles de papel filtro
Whatman No. 1 de 6 mm de didmetro con 2 concentraciones (6 y 9 mg/disco),
de los extractos acuoso y butandlico de Yucca baccata usando kanamicina
como control positivo (30 pg/disco) y agua destilada estéril como control
negativo, para ser probadas frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
La variable de respuesta fue la medida del halo de inhibiciéon (mm).

Posteriormente, el disco fue colocado en agar Muellen-Hinton, inoculado
previamente con P. aeruginosa y se incubaron a 35°C por 16-18 h. La variable
de respuesta reportada fue el tamafio del halo de inhibicion en milimetros. Para
el criterio de interpretacion del método de Kirby-Bauer, tomando como
referencia a la kanamicina (30 pg/disco), el didmetro de la zona de inhibicién
para cepas resistentes fue menor o igual a 13 mm, para sensibilidad intermedia

de 14-17 mm y para cepas sensibles igual o mayor a 18 mm.

VI.2.2 Asignacion de los Tratamientos

La asignacion de los tratamientos fue no probabilistica, se siguieron las
recomendaciones del protocolo descrito por Rojas et al., (2005) para la
seleccién y acomodo de los discos con los tratamientos en las placas con agar

Mueller-Hinton.

VI1.2.3 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

El diseiio experimental fue un arreglo factorial 2x2, siendo el factor A el tipo de
extracto (butandlico o acuoso) y el factor B la concentracion de extracto
empleada (6 y 9 mg/disco). El analisis estadistico se realiz6 por un ANOVA de
dos vias y se realizaron comparaciones de medias por Tukey-Kramer al 95% de

confiabilidad usando el paquete estadistico NCSS 2007.

VI.2.4 Ensayo cuantitativo: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por

microdilucién en caldo.
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En esta prueba se incluy6 sélo el extracto butandlico del tallo de Y. baccata
debido a los resultados obtenidos en la prueba cualitativa.

El ensayo para la obtencién de la CMI incluyé 8 concentraciones del
extracto butandlico de Yucca baccata (0, 30, 32.5, 35, 37.5, 40, 425 y 45
mg/mL) para ser probadas frente a P. aeruginosa, ademas de un control
positivo (Img/mL de kanamicina) y uno negativo (agua destilada estéril). Cada
concentracion fue probada por triplicado, incluyendo los controles. La variable
de respuesta fue la absorbancia.

Se ajusto el inéculo de Pseudomonas aeruginosa a 0.1 de absorbancia a
595 nm con solucion salina estéril. Después se preparé la solucibn madre del
extracto del tallo de Yucca baccata (250 mg/mL) y se diluy6 a 0, 30, 32.5, 35,
37.5, 40, 42.5, y 45 mg/mL. La concentracion de 0 mg/mL fue utilizada como
control de crecimiento para el calculo de la CMI. Como control positivo se
incluyé kanamicina (1 mg/mL) y un control negativo constituido por 0.6 mL de
agua destilada mas 4.4 mL de caldo Mueller-Hinton. Se emplearon placas de 96
pocillos en los cuales se agregaron 200 pL de cada dilucion y de los controles a
los pocillos (triplicado) y se afiadieron 15 pL del in6culo bacteriano ajustado.

Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se agitaron
suavemente durante 20 segundos y se midi6 la densidad oOptica a 595 nm. La
CMI fue la dilucion del extracto que logré inhibir el 90% del crecimiento
bacteriano (realizado por triplicado) en comparacién al control de crecimiento (0
mg/mL).

VI.3. Fase 2: Prueba del extracto butanélico de Yucca baccata (EBY) en

homogenizado de pollo

VI.3.1 Prueba del EBY al 1% en el Homogenizado de Pollo

Para probar la actividad antibacteriana del extracto butandlico del tallo de Yucca

baccata observada in vitro, se procedido a poner en contacto a éste con el
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homogenizado de pollo. Se us6 un procesador de alimentos para realizar la
homogenizacion del pollo con el extracto de Y. baccata.

La CMI determinada con el experimento anterior se empledé para
establecer la concentracion del extracto empleada en el experimento con el
homogenizado de pollo, en base a la cantidad estimada de microorganismos
que el extracto butanolico del tallo de Y. baccata es capaz de inhibir y a la
cuenta microbiana tedrica inicial en carne de pollo (150 000 UFC/g segun la
NOM-093-SSA1-1994). Se afnadido el 1% en peso del EBY al pollo y se
homogenizo6 utilizando un procesador de alimentos, para asegurar la maxima
superficie de contacto posible. EI homogenizado se envasé en bolsas estériles
en porciones de 11 g para facilitar el muestreo. Se almacenaron tres bolsas
(réplicas) por cada tiempo de muestreo (0, 2, 4, 6, 8 y 10 dias) a 4°C durante 10
dias.

VI1.3.2. Cuenta Total Viable de Mesoéfilos Aerobios

Se realizé una cuenta total viable de mesofilos aerobios (NOM-092-SSA1-1994)
cada dos dias por triplicado durante el almacenamiento. Para la preparacion de
la muestra del homogenizado de pollo se sigui6 la NOM-110-SSA1-1994,
Preparacién y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis

Microbiologico.

VI.3.3 Asignacion Aleatoria de los Tratamientos

Se realiz6 mediante el programa STATA version 11. Cada tratamiento (control y
1% de EBY) tuvo el mismo numero de piezas (18 bolsas por tratamiento) del
homogenizado de pollo y repeticiones (3 réplicas por dia de muestreo).

VI.3.4 Diseiio Experimental y Analisis Estadistico

Se trabajé con dos tratamientos: el control del homogenizado de pollo y el
homogenizado de pollo con el 1% en peso afadido de extracto de Yucca

baccata. Se realizaron muestreos para medir mesdfilos aerobios el dia 0, 2, 4,
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6, 8 y 10 de almacenamiento a 4°C. Los datos obtenidos se analizaron
mediante una prueba de T para muestras independientes por cada dia de

muestreo usando el paquete estadistico NCSS 2007.

VI.4. Fase 3: Desarrollo de Peliculas de Polietileno de Baja Densidad (PEBD)
con el EBY

Se mezclaron granulos de PEBD (polietileno de baja densidad) al 99% con el
extracto de Yucca baccata atendiendo las siguientes formulaciones: Para el
control (0% EBY) se emplearon 50 g de PEBD. Para el tratamiento con 5% de
EBY se emplearon 47.5 g de PEBD y 2.5 g de EBY. Para los envases con el
10% de EBY se mezclaron 45 g de PEBD y 5 g del EBY.

Las formulaciones se procesaron por extrusién utilizando un extrusor a
nivel planta piloto (Beutelspacher, México, México, D.F.) acoplado a un dado
para filamento; los filamentos resultantes se cortaron en un peletizador y las
mezclas resultantes se volvieron a procesar haciéndolos pasar por un extrusor
con dado de salida circular. La formulacion con 0% de EBY fue el envase
control (PEBD sin aditivos).

*PEBD marca Certene (Muehlstein)®

VI.4.1 Prueba de las Peliculas Adicionadas con el EBY en el homogenizado
de pollo

El homogenizado de pollo se coloc6é en los envases fabricados (11 g de
homogenizado por envase) con PEBD y EBY (5 y 10%) y se almacené a 4°C
durante 10 dias. Se almacenaron 3 réplicas por cada dia de muestro (0, 3, 6, 8
y 10 dias) siendo en total 12 bolsas por cada tratamiento (0, 5% y 10% EBY)
después de la cuenta inicial (dia 0). Se realizé una cuenta total viable de
mesodfilos aerobios (NOM-092-SSA1-1994) los dias 0, 3, 6, 8 y 10 por triplicado

durante el almacenamiento.
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VI.4.2 Cuenta Total Viable de Meso6filos Aerobios

Para la preparacion de la muestra del homogenizado de pollo se sigui6 la NOM-
110-SSA1-1994, Preparacion y Dilucibn de Muestras de Alimentos para su
Andlisis Microbiolégico. La cuenta total viable de mesoéfilos aerobios se realizé
de acuerdo a la NOM-092-SSA1-1994, Bienes Y Servicios. Método Para La
Cuenta De Bacterias Aerobias En Placa.

VI1.4.3 Pruebas de Fusién del EBY

Para encontrar el punto de fusiébn del EBY se utiliz6 el fusiometro Fisher
Scientific. Se deposité una pequefia muestra (0.5 g aproximadamente) entre
dos cristales delgados y se colocé en el fusiometro cuando la base para
muestra se encontraba a temperatura ambiente. Gradualmente fue subiendo la
temperatura hasta alcanzar y sobrepasar el punto de fusion, el cual se

determiné como el promedio de tres repeticiones.

VI1.4.4 Espesor de las Peliculas con EBY

El espesor de las peliculas se determind usando un micrémetro automatico
modelo DTT E. J. Cady & Co. Wheeling, IL. Se cortaron rectangulos de 5 cm
x15 cm de cada concentracion de pelicula y control y se realizaron nueve
mediciones de espesor, siendo el promedio de éstas el valor reportado con

desviacion estandar.

VI.4.5 Colorimetria de las Peliculas con EBY

El equipo usado fue un colorimetro (CR-300; Konica Minolta, Ciudad de México,
México), el cual proporciona un valor especifico de color basado en la cantidad
de luz reflejada desde la superficie del envase. Las mediciones se realizaron
por quintuplicado para cada envase. Los resultados obtenidos se expresan en
unidades CIELab. Para caracterizar el color de los envases se utilizaron
distintos términos colorimétricos: L*, a*, b*, chrome, hue y AE con la siguiente
ecuacion:
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AE= [( Aa*)?+(Ab*)>+(AL*)?0*
AE= cambio total de color
a*= coordenadas rojo/verde (+a indica rojo, -a indica verde)
b*= coordenadas amarillo/azul (+b indica amarillo, -b indica azul)
AL= Cambio en la capacidad para reflejar blancura
Hue= arctan(b/a)

Chrome= (a?+b?)%°

VI1.4.6 Asignacion Aleatoria de los Tratamientos

Se realiz6 mediante el programa STATA version 11. Cada tratamiento (0%, 5%
y 10% de EBY) tuvo el mismo namero de piezas (12 bolsas por tratamiento) del

homogenizado de pollo y repeticiones (3 réplicas por dia de muestreo).

VI1.4.7 Disefio Experimental y Andlisis Estadistico

Se dispusieron 12 envases con homogenizado de pollo por tratamiento (3
excedentes por tratamiento, 39 en total) y se tomaron los muestreos de forma
aleatoria. Los datos obtenidos de mesofilos aerobios fueron sometidos a la
prueba de normalidad de Kurtosis. Se analizaron de forma separada (por cada
dia de muestreo) realizando un ANOVA de una via y la comparacion de medias
por Tukey-Kramer al 95% de confianza para observar el comportamiento de la
poblacién microbiana en los envases usando el paquete estadistico NCSS
2007.

Se realizé también un analisis de los datos con un disefio por bloques
aleatorios (bloque: tiempo) para ver la diferencia entre la tendencia de los tres
tratamientos (0%, 5% y 10% EBY) y se realizd la comparacion de medias por
Tukey-Kramer al 95% de confianza, empleando el paquete estadistico NCSS
2007.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Rendimiento de la Extracciéon del Tallo de Yucca baccata con n-butanol

El extracto butandlico obtenido después de la evaporacion de las capas
organicas extraidas con n-butanol consistid en un polvo fino de color café. El
rendimiento promedio de la extraccion butandlica fue de 0.067g de extracto
seco/g del tallo de Y. baccata (6.75% del tallo total procesado). Este resultado
concuerda con el trabajo de Pereo (2015), que fue de 0.078 g de extracto
seco/g del tallo de Y. baccata (7.8% del tallo total procesado), en el cual se
utilizé la misma técnica de extraccion y tallo de la misma especie vegetal.

El rendimiento de la extraccion acuosa fue de 0.246 g de extracto secol/g
de tallo procesado (24.6%), y el obtenido por Pereo (2015) bajo las mismas
condiciones fue de 0.257 g de extracto seco/g de tallo de Y. baccata (25.7%).

VII.2 Evaluacién de la Actividad Antimicrobiana del Extracto
VII.2.1. Método de Difusion por Discos

En el ensayo cualitativo de actividad antibacteriana, la bacteria Gram negativa
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 mostr6 sensibilidad moderada frente a
la concentracion de 6 mg/disco del extracto butandlico y a la de 9 mg/disco del
extracto acuoso (p<0.05). Ante la concentracion de 9 mg/disco del extracto
butandlico, la respuesta de P. aeruginosa fue sensible (p<0.05), y a la menor

concentracion del extracto acuoso (6 mg/disco) presentd resistencia (p<0.05).

30



La sensibilidad moderada y resistencia mostrada por P. aeruginosa ATCC
27853 se ha observado en evaluaciones de sensibilidad antimicrobiana frente a
guimicos sintéticos (Molier y Rojas, 2007) y frente a diferentes tipos de
extractos provenientes de plantas (Pereo, 2015; Corzo, 2012). Esto se atribuye
principalmente a su naturaleza como bacteria Gram negativa y los
constituyentes de su membrana celular (bicapa lipidica, presencia de porinas
para el transporte de material al interior de la célula, etc.).

Como control positivo se usé kanamicina (30 pg/disco), por ser un
antibiotico de amplio espectro. Al ser probado con P. aeruginosa ATCC 27853
resultd6 medianamente sensible (P<0.05), obteniendo halos de inhibicion muy
cercanos entre si.

Al realizar las comparaciones de medias de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (Tabla 1) por Tukey-Kramer (P<0.05), se encontré que todas
fueron diferentes entre si, excepto la comparacién con el control positivo
(kanamicina), en la cual no se encontrd diferencia con la concentracion mas

baja (6 mg/disco) del extracto butandlico.
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Tabla 1. Sensibilidad antibacteriana de Pseudomonas aeruginosa frente a los
extractos butandlico y acuoso del tallo de Yucca baccata por la técnica de

difusién por discos.

Diametro de inhibicion (mm)

Bacteria Extracto butandlico Extracto acuoso Kanamicina
6 9 6 9 30 pg/
mg/disco mg/disco mg/disco mg/disco disco
Pseudomonas 19.272 22.82b 11.27¢ 16.224 19.542
aeruginosa +0.76 +0.27 +0.52 +0.22 +0.62
ATCC* 27853

Media + Error Estandar de 3 réplicas. Diferente literal entre valores de la misma fila
indica diferencias significativas por Tukey-Kramer (P<0.05). *ATCC: American Type
Culture Collection.
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Las diferencias de las medias de sensibilidad pueden deberse, ademas de
la concentracion empleada (6 mg/disco y 9 mg/disco), al tipo de extraccién
realizada y a los constituyentes de cada extracto, ya que las interacciones entre
los componentes o la presencia/ausencia de metabolitos secundarios como
fenoles, taninos o saponinas en los extractos, es capaz de aumentar o disminuir

la actividad antibacteriana de éste (Saqgib et. al., 2014).

V.I1.2.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI) solo se probé el extracto
butandlico, debido a que la bacteria de mayor interés (P. aeruginosa ATCC
27853) fue mas sensible. La CMI fue determinada usando el método de
microdilucién en caldo. Se obtuvo una CMI del extracto butandlico de Yucca
baccata (EBY) para P. aeruginosa ATCC 27853 de 37.5 mg/mL, encontrando
una inhibicion del 93% (Tabla 2).

La concentracion minima inhibitoria (37.5 mg/mL) del extracto butandlico
encontrada para P. aeruginosa ATCC 27853 es ligeramente mas alta que la
reportada para otros extractos provenientes de plantas, como la obtenida para
el extracto etandlico del tallo de Cestrum buxifolium kunth (Corzo, 2012), que

fue de 30 mg/mL, la cual fue determinada empleando el mismo método.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria del extracto butandlico del tallo de

Yucca baccata para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Extracto Pseudomonas aeruginosa

butandlico ATCC 27853

(mg/mL) D. O. 595 nm Inhibicién (%)
+ DS

0 0.856 ---

30 0.248 71+3.6

325 0.128 85+£1.7

35 0.111 8726

37.5 0.059 93*+1

40 0.042 95+1.7

42.5 0.102 88+1

45 0.094 89+1

C(+) 0.119 86 + 1.7

C () 0.963

*Concentracion minima inhibitoria. DS: Desviacién estandar de cada concentracion
realizada por triplicado. ATCC: American Type Culture Collection. D. O.: Densidad
Optica.
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VII.3. Prueba del extracto butandlico en el homogenizado de pollo

Tras realizar la homogenizacion y el empacado de la pechuga de pollo en las
bolsas estériles, se obtuvieron las unidades experimentales como se observan

en la Figura 1.

Figura 1. Homogenizado de pollo (pechuga) con extracto butandlico afiadido y listo
para su almacenamiento en refrigeracion (4°C+1).

Los resultados de la cuenta total viable de mesdéfilos aerobios (NOM-092-
SSA1-1994) mostraron una tendencia de disminucion de las unidades
formadoras de colonia por gramo (UFC/g) del homogenizado de pollo con la
concentracion afiadida de extracto con respecto al control (Figura 2).

Se encontraron diferencias (p<0.05) entre el control y el tratamiento (1%
EBY) en cada dia de muestreo analizado. En el dia O no se observaron
diferencias debido a que la cuenta inicial se tomé como la misma ya que

provenia de la misma matriz de alimento.
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Figura 2. Proliferacion microbiana en el homogenizado de pollo control (0%) y con el
extracto butandlico de Yucca baccata (1%) durante el periodo de refrigeracion (4°C/10
dias).

EBY: Extracto butandlico de Yucca baccata.

*Diferente literal indica diferencias entre los tratamientos (p<0.05).

Al carecer de una norma especifica para los mesofilos aerobios en carne
de pollo, se comparé el resultado con el limite maximo permisible de mesdfilos
aerobios de la NOM-034-SSA1-1993 para productos carnicos, el cual es de
5x108 UFC/g. Este valor fue rebasado por el control en el dia 8 de experimento
0 muestreo, mientras que el homogenizado de pollo con 1% en peso de
extracto butandlico de Y. baccata lo alcanzé hasta el dia 10 de
almacenamiento.

La diferencia de los valores a los 10 dias entre el tratamiento y el control
fue de 1.4x108 UFC/g, lo cual indica que el crecimiento de microorganismos en
el homogenizado de pollo con el extracto del tallo de Yucca baccata afladido es
unicamente del 5% del crecimiento en el control. Esta actividad concuerda con

la reportada en el estudio de Santos et al.,, (2005), en el cual emplearon
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extractos ricos en saponinas frente a bacterias del rumen de ganado y
encontraron que éstos inhibian el crecimiento de bacterias Gram negativas.

Esta actividad observada en el alimento puede deberse a que hayan
ocurrido interacciones entre los compuestos del extracto y también con los
componentes del homogenizado de pollo, tanto por sinergismo, antagonismo o
una combinacién de éstas.

La actividad antibacteriana del extracto rico en saponinas esta relacionada
directamente con la estructura de la saponina (aglicona y azucares unidos a
ésta), ya que debido a la propiedad surfactante que tiene, es capaz de
desestabilizar la membrana celular al formar complejos con los lipidos
presentes en ésta, volviéndola porosa y ocasionando lisis celular (Arabski et.
al., 2012).

Al ser probada la actividad antimicrobiana del extracto butandlico del tallo
de Yucca baccata en el homogenizado de pechuga de pollo, se continué con la

elaboracion de los envases activos con EBY al 5% y 10%.

VIl.4. Prueba de los Envases Activos con EBY

Los envases obtenidos para las dos concentraciones del EBY y el control se

observan en la figura 3.

A eaa®

CONTROL EBY 5%

Figura 3. Envases activos con EBY conteniendo aproximadamente 11g de

homogenizado de pechuga de pollo.
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Como puede observarse en la Tabla 3, los resultados de la comparacion
de medias entre los envases por el método de Tukey-Kramer a un nivel de
significancia del 5%, detectd diferencias entre el control y ambas
concentraciones (5 y 10%), pero no entre los ultimos dos envases, a excepcion
del dia 6. En el dia 6, no se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre
el envase con el 5% del EBY y el control. En el dia 0, al ser la cuenta inicial, no
es posible calcular diferencias entre los envases y el control.

Al realizar los contrastes de medias por cada dia, se facilita la
interpretacion de los resultados al observar en qué tratamientos hubo
diferencias y en cual dia.

Al comparar las UFC/g obtenidas por la técnica de mesdfilos aerobios con
la NOM-034-SSA1-1993 (5x10° UFC/g), se encontr6 que tanto el control como
los envases con el extracto de Yucca baccata rebasan la limite permisible por la
norma anterior hasta el ultimo dia de almacenamiento (dia 10). Sin embargo,
las UFC/g del envase con el EBY 5% fueron significativamente menores
(P<0.05) que aquellas del control. Las UFC/g del envase con el 10% de EBY
fueron aproximadamente una cuarta parte del valor de las encontradas para el
control (Tabla 3).

En el estudio realizado por Assefa y Admassu (2013) se plantea
también uso de saponinas (extracto) como componente activo en envases para
disminuir la proliferacién microbiana, y encontraron de igual forma que a la
concentracion de 10% de saponinas en el envase, éste inhibia el crecimiento de
bacterias como E. coli, Salmonella thypi y Enterobacter erogenous. Aunque la
fuente vegetal de extracto rico en saponinas sea distinta (alubias), la actividad
antimicrobiana inhibitoria de éste tiene una tendencia similar a la encontrada en

el presente estudio.
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Tabla 3. Unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g) y porcentajes de inhibicion del envase control y los envases

con 5% y 10% afiadido de extracto butandlico del tallo de Yucca baccata de cada dia de muestreo.

Muestra Dia 0 Dia3 Dia 6 Dia 8 Dia 10 % inhibicion
Promedio* % Promedio % Promedio % Promedio % Promedio % Promedio del %
UFC/g £ Inhibicidn UFC/g + Inhibici6 UFC/g + Inhibici UFC/g + Inhibicién UFC/g t+ Inhibicion  de inhibicién %
Desviacion Desviacion n Desviacion on Desviacion Desviacion Desviacion
estandar* estandar estandar estandar estandar estandar

Control 1.98 + N/A 2.29a N/A 3.06a N/A 3.93a N/A 2.83a N/A N/A
0.19 x103 +0.14 x10* +0.32 x10° +0.89 x10° +0.72 x10’

5% 1.98 + N/A 1.08b 52.7 2.34a 23.6 1.25b 68.0 1.30b 53.9 49.5 + 18.6
0.19 x103 +0.19 x10* +0.14 x10° +0.11 x10° +0.02 x10’

10% 1.98 + N/A 9.08b 60.3 1.34b 56.0 9.13b 76.7 7.61b 73.1 66.5+9.9
0.19 x10° +1.41 x10° +0.25x10° +0.55 x10° +0.90 x10°

*Promedio y Desviacion Estandar de las UFC/g de la cuenta total viable de mesdéfilos aerobios en homogenizado de pollo

almacenado a 4°C durante 10 dias en envases activos a dos concentraciones de EBY. Diferente literal por columna indica

diferencias en la comparacion de medias por Tukey-Kramer con 95% de confianza.
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En la Figura 4 puede observarse el porcentaje de inhibicion de los envases con
el 5y 10% de EBY comparados con el control.
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Figura 4. Grafica de inhibicibn de los envases activos en homogenizado de pollo
comparados con el control.

En el dia 6 se observa la diferencia mas grande en el porcentaje de
inhibiciébn de los envases con el EBY, sin embargo, esa diferencia no es
significativa (p<0.05).

Para realizar el andlisis de los datos bloqueando el tiempo para observar
el efecto antimicrobiano del extracto durante los 10 dias de almacenamiento se
trabaj6 con el logaritmo natural (Ln) de los datos, para asegurar la normalidad
de los mismos y realizar las pruebas paramétricas. Se encontrd6 que los
tratamientos fueron significativos (p<0.05) con el ANOVA de 2 vias y al realizar
los contrastes de medias por Tukey-Kramer al 95% de confianza, se observo
que todas fueron diferentes entre si, por lo que la actividad del extracto resulto
efectiva durante el periodo de almacenamiento (10 dias). Los resultados de los
analisis estadisticos presentaron variaciones debido a que para el andlisis de
los datos utilizando el tiempo como factor de bloqueo las UFC/g fueron
transformadas empleando el Ln(x) para normalizarlos y emplear dicha prueba

paramétrica.
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Al realizar un andlisis por bloques (tiempo), lo que podemos apreciar es el
efecto de los tratamientos durante el almacenamiento, pero disminuyendo la
variabilidad de los datos al construir los bloques escalonados por los dias de
muestreo.

Al trabajar con Ln(x), la variabilidad entre cada dato se reduce
drasticamente, por lo que las pruebas para realizar las comparaciones de
medias se vuelven muy sensibles para detectar diferencias entre los grupos o
bloques, ya que las diferencias entre datos en el interior de estos disminuye,
pero de un blogue a otro es mayor. El efecto de envases con los tratamientos

del extracto de Yucca baccata fue diferente (p<0.05) entre ellos.

VII.4.1 Punto de Fusion del EBY

El punto de fusion del extracto butandlico de Yucca baccata fue de 82 + 3°C. Se
encontr6 también que incluso a los 130°C el extracto continuaba en estado
liquido.

VI1.4.2 Espesor de los envases fabricados con EBY y PEBD

Los valores de espesor obtenidos son resultado de 9 repeticiones de las
mediciones. El espesor promedio de los envases control (s6lo PEBD) fue de
0.91 + 0.26 mills. Para el envase con el 5% de extracto butandlico de Y. baccata
fue de 1.51+0.09 mills y para el envase con el 10% de EBY fue de 2.53 + 0.30
mills.

Debido a las diferencias obtenidas en el espesor al fabricar los envases,

decidio realizarse el calculo de transmision de oxigeno.

VII.4.3 Transmision de Oxigeno en los Envases

Se realiz6 el célculo de transmisién de oxigeno con los promedios de los
tres envases, obteniendo que para el control, la transmisién de oxigeno se
estimé como 8931.86 cc/ m?/dia. Para el envase con EBY 5% el valor estimado
fue de 5382.78 cc/ m?/dia y finalmente para el envase con EBY 10% la

estimacion del valor fue de 3212.64 cc/ m4/dia.
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Se observan diferencias en la transmisién de oxigeno en los tres envases,
lo cual se teoriza que tuvo un efecto sobre la cuenta total viable de mesdfilos
aerobios en el homogenizado de pollo, ya que la cantidad de oxigeno que es
capaz de atravesar el envase tiene un efecto directo en el aumento o
disminucién de la poblacion microbiana. Sin embargo, en la prueba de
diferencias de medias de Tukey-Kramer al 5% de confianza, se obtuvieron
diferencias entre el control y los envases con el EBY, pero no se encontr
diferencia entre estos ultimos al interior de los envases durante el experimento.
Si el crecimiento hubiera estado influido por el oxigeno que se difundia a través
del envase, se hubieran presentado diferencias estadisticas entre estos dos
tratamientos. Con este resultado se descartd un efecto determinante del

oxigeno que se difundia.

VIl.4.4. Propiedades colorimétricas del envase control y los envases con 5y
10% de EBY

Después de analizar los datos por ANOVA de una via y comparar las
medias por Tukey-Kramer con 5% de confiabilidad, se observaron diferencias

(p<0.05%) entre el control y los demas envases (Tabla 4).
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Tabla 4. Parametros de color de los envases

Envases L* ax b* Chrome Hue AE

Control 0.098 -0.034 0.014 0.077 0.726 ---
+0.372 *0.062 + 0.052 +0.032 + 0.392

EBY 5% 1.448 0.468 -4.330 4.355 1.462 4.6
+0.13" +£0.12° +1.00P +1.00P +0.02°
EBY 10% 1.192 0.408 -3.958 3.979 1.466 4.1

+0.35° +0.07° +1.01° +1.01° +0.01°

*EBY: Extracto butandlico de Yucca baccata.
Los resultados presentados son el promedio y la desviacion estandar de 5 réplicas.
Diferente literal en la columna indica diferencias significativas (P<0.05).
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El envase control de polietiieno de baja densidad fue transparente y los
envases que tienen una concentracion del extracto de Yucca baccata
presentaron una coloraciéon amarillo opaco. Los valores positivos de a* indican
que los envases con EBY tienen un ligera tonalidad roja sin embargo, los
valores encontrados (tabla 4) son muy cercanos a cero, que es donde se
encuentra el gris. Los valores negativos en b* se interpretaron como ligera
tonalidad azul sin embargo, estos valores también son muy cercanos a cero,
gue donde predomina el color gris. Los valores en L* indican la capacidad del
envase para reflejar la luz. La diferencia total de color (AE) fue de 4.6 para el
EBY 5% y de 4.1 para el EBY 10%, lo cual no implica gran diferencia en la
coloraciébn de ambos envases, esta leve diferencia tampoco es apreciable a
simple vista.

Los valores de croma obtenidos son el matiz o tono caracteristico de los
envases. Se determinaron diferencias (p<0.05) entre el control, que posee en
valor de croma muy cercano a 0 (0.077 £ 0.03) y el de los envases (5%: 4.355 +
1.00; 10%: 3.979 + 1.01). Esto indica que el color del extracto tuvo un efecto
significativo en la coloracion final de los envases, modificando su apariencia con
respecto al control. El &ngulo Hue determind la saturacion cuantitativa del color,
siendo diferente (p<0.05) el valor del control (0.726 + 0.39) de los valores
obtenidos para los envases (5%: 1.462 = 0.02; 10%: 1.466 = 0.01). No se
detectaron diferencias entre los envases con concentraciones del extracto.

Colin-Chavez y colaboradores (2012) también evaluaron las propiedades
colorimétricas de los envases fabricados con extracto de Marigold (Tagetes
erecta) y polietileno, encontrando que en éstos también se reducia la capacidad
de reflejar la luz de los envases (L*) al agregar el extracto. Sin embargo, en ese
estudio todos los envases con Marigold fueron brillantes, mientras que los de Y.
baccata fueron opacos. El cambio total de color (AE) en el trabajo de Colin-
Chavez y colaboradores (2012) resulté mayor que el encontrado en el presente
trabajo, debido a la naturaleza colorimétrica del extracto, ya que las
concentraciones afiadidas de Marigold en los envases fueron menores (2.90% y

3.59%) que las empleadas en los envases de Y. baccata (5% y 10%).
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VIIl. CONCLUSIONES

El extracto butandlico del tallo de Yucca baccata tiene actividad antimicrobiana
contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, cuya CMI se establecié en 37.5
mg/mL.

La concentracion empleada de extracto butandlico de Yucca baccata (1%
en peso) resulté efectiva para reducir la proliferacion de mesdfilos aerobios en
homogenizado de pollo.

El uso de los envases activos con 5% y 10% de EBY resultaron efectivos
para disminuir la proliferacion microbiana en homogenizado de pollo. En base a
gue no se encontro diferencia de actividad entre ellos, se recomendaria el uso

del envase con 5%.
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