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RESUMEN

Promoviendo el desarrollo de ingredientes alimenticios a partir de subproductos de mango y
tamarindo, se desarrollaron 18 extractos mediante maceracion con etanol, etanol-agua
(50:50 v/v) y agua a diferentes temperaturas (20°C, 40°C y 60°C), ademas se determind su
actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis y Candida albicans, mediante difusion en agar y microdilucion
en caldo, en dosis de 80 mg/mL; los extractos de mango en agua a 60°C, etanol y etanol-
agua a 20°C, 40°C y 60°C se obtuvieron halos de inhibicién entre 6 a 8 mm mostrando
resistencia y en microdilucién en caldo presentaron una CMI entre 2000 y 4000 pg/mL para
extractos en etanol a 20°C, 40°C, etanol-agua a 60°C y agua a 40°C y 60°C mostraron
inactividad; en cambio en los extractos en etanol a 60°C y etanol-agua a 20°C y 40°C
presentaron una CMI de 1000 pg/mL, como débil frente a M. luteus. En extractos de
tamarindo etanol a 20°C, 40°C y 60°C y etanol-agua a 40°C y 60°C presentaron una CMI de

4000 pug/mL mostrando inactividad frente a M. luteus.

PALABRAS CLAVES: mango, tamarindo, actividad antimicrobiana, difusién en agar,

microdilucién en caldo.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the utilization of byproducts of
exhausted pulp and mango rind from the Provincia de Guayas and the tamarind vein from
the Provincia de Sullana, Departamento de Piura, Peru. For dynamic maceration with
ethanol, ethanol-water (50:50 v/v) and water at different temperatures (20 °C, 40 °C and 60
°C), were obtained 18 extracts reaching a concentration of 80 mg/mL. The antimicrobial
activity was determined against Escherichia coli, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis and Candida albicans, by diffusion in agar using discs of
gentamicin, ampicillin, amikacin, voriconazole and nystatin like positive control. In the case of
broth microdilution (CMI) it was used gentamicin, terbinafine and itraconazole. The results
obtained from the mango extracts showed an inhibition halo of 5.6 to 8 mm for the ethanol
and ethanol-water extracts (50:50 v/v) at 20 °C, 40 °C and 60 °C and water at 60 °C reported
as resistant to M. luteus and a MIC between 1000-4000 ug/mL for ethanol and ethanol-water
extracts (50:50 v/v) at 20 °C, 40 °C and 60 °C and water at 40 °C and 60 °C presenting an
inactive activity against M. luteus. In the case of tamarind, the ethanolic extracts at 20 °C, 40
°C and 60 °C and ethanol-water (50:50 v/v) at 40 °C and 60 °C showed an MIC of 4000

Mg/mL, showing a inactive antimicrobial activity against M. luteus.

KEYWORDS: Mangifera indica, Tamarindus indica, minimum inhibitory concentration (MIC),

antimicrobiall activity.



INTRODUCCION

La transformacion de alimentos a nivel mundial hace necesaria la blsqueda de distintos
métodos de conservacion, uno de los mas usados es la incorporacion de conservantes
guimicos como los benzoatos, nitritos, nitratos, anhidrido sulfuroso, entre otros; los cuales
inhiben el crecimiento y la actividad de los microorganismos que causan descomposicion y
enfermedades de origen alimentario. Muchos de los productos quimicos usados como
conservantes son considerados cancerigenos y teratogénicos dada su toxicidad residual
(Castanio, Ciro, Zapata, & Jiménez, 2010; Rodriguez, 2011) por lo cual son mal vistos por
parte de los consumidores; los cuales hoy en dia, prefieren productos con un minimo
proceso de transformacion y sin sustancias quimicas afiadidas (Rodriguez, 2011). El
interés actual de la industria alimentaria se enfoca en la busqueda de alternativas que
permitan cubrir las actuales demandas del consumidor, entre ellas el reemplazo de los
conservantes quimicos por extractos naturales de plantas, especies, frutas y hierbas que
contengan ciertos compuestos con potencial bacteriostatico, fungistatico y/o fungicida
(Rodriguez, 2011); tal es el caso de compuestos fendlicos, terpenos o alcaloides, que

pueden cumplir la funcién antimicrobiana deseada.

Los subproductos del mango (Mangifera indica L.) como semillas y cascara, son ricos en
compuestos bioactivos como polifenoles, carotenoides y vitaminas (Ajila, Aalami,
Leelavathi, & Rao, 2010). Por ejemplo los extractos etandlicos de semillas de mango en
una concentracion de 5 mg/mL, han mostrado inhibicién contra Staphylococcus aureus
con halos de 10 mm y 11 mm (El-Gied et al., 2012). Por otro lado, los subproductos del
tamarindo (Tamarindus indica L.) contienen compuestos fotoquimicos como taninos,
saponinas y alcaloides; estudios realizados con extractos acuosos de hojas frescas de
tamarindo mostraron sensibilidad para Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis con una

concentracion minima inhibitoria (CMI) de >0,15 a 0,019 g/ml (Escalona, 2011).

El método de difusidn en agar es utilizado para pruebas “in vitro”, para determinar de
forma preliminar la eficacia de un compuesto, algunos factores importantes que afectan
los resultados de esta prueba son: el medio en que se prueba su eficacia, la especie,
extracto a evaluar y el microorganismo (Rodriguez, 2011). El método de microdiluciéon en
caldo es otro método importante para evaluar la accion de cualquier sustancia a distintas
concentraciones y determinar la minima cantidad necesaria para conseguir la inhibicion

microbiana (Castario et al., 2010)

El objetivo del presente trabajo fue la evaluacion in vitro de la capacidad antimicrobiana de

extractos de mango (Mangifera indica L.) y tamarindo (Tamarindus indica L.), frente a
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cepas de importancia en la contaminacion y descomposicion de alimentos y con ello
contribuir a promover el aprovechamiento de subproductos de la industria alimentaria para
la elaboracién de alimentos saludables y con potencial funcional. Se obtuvieron extractos
con diferentes solventes como agua, etanol y mezcla de agua-etanol 50:/50 (v/v) mediante
maceracion dindmica a diferentes temperaturas (20, 40 y 60°C), la actividad
antimicrobiana se evalué mediante las técnicas de difusion en placa y de microdilucién en

caldo.

El trabajo consta de tres capitulos, el primero se describe los fundamentos tedricos que
sustentan la investigacion, en el segundo capitulo se detallan los materiales y métodos
empleados en la investigacion y en el tercer capitulo se presentan los resultados

obtenidos con su respectivo analisis y conclusiones alcanzados en el trabajo.



CAPITULO 1:
REVISION DE LITERATURA



1.1. Mango

El mango (Mangifera indica L.) pertenece a la familia Anacardiaceae (Figura 1), es originario
del sudeste de Asia y su fruto consta de tres partes: cascara o exocarpo, pulpa o mesocarpo
y hueso cartilaginoso o endocarpo que contiene la semilla (Ashoush & Gadallah, 2011;
Dorta, 2014; Galan, 2009; Martinez Morales, 2016). Entre las variedades mas conocidas se
pueden nombrar las siguientes: Kent, Keitt, Ataulfo, Haden y Tommy Atkins (Corrales-
Bernal, Maldonado, Urango, Franco, & Rojano, 2014; PROECUADOR, 2012; Rueda, 2008) .
A nivel mundial ocupa el quinto puesto en consumo Yy el tercer puesto de las frutas tropicales
seguido del platano y la pifia (Galan, 2009; Gomez de Zea, 1994). Las industrias han
generado por afio millones de toneladas de residuos de gran importancia como la cascara
gue constituye el 15 al 20% y la semilla con 20 al 60% (Ashoush & Gadallah, 2011). En el
Ecuador anualmente se produce trece millones de cajas de mango, como producto de
exportacion (84%) su mayor destinatario Estados Unidos de Norteamérica (ANDES, 2016;
PROECUADOR, 2012).

Figura 1. Partes del fruto de mango
A. Mango; B. endocarpo hueso
cartilaginoso; C. Pulpa o mesocarpo;
D. Cascara o exocarpo.

Fuente: La autora

Elaboracion: La autora

El mango tiene un aporte nutricional en carbohidratos, fibra y proteinas, su pulpa contiene
compuestos fitoquimicos como vitamina A, C y E, minerales como el potasio y magnesio, asi
como acidos fendlicos con actividades antioxidantes (galico, benzoico, 3-4 dihidrobenzoico),
carotenoides (manguiferina, catequina y epicatequina); también pectinas (fibra soluble),

acidos organicos (malico y tartarico) y flavonoides como la quercetina (Ashoush & Gadallah,
6



2011; Olivera, 2012; Sumaya-Martinez, Sanchez Herrera, Torres Garcia, & Garcia Paredes,
2012). Su principal compuesto es la manguiferina encontrado en el mango y subproductos
gue poseen acciones farmacoldgicas, atribuyendo también analgésicas, antioxidantes,
antiinflamatorias, antiviral y antitumoral (Masibo & He, 2009; Olivera, 2012).

De los subproductos del mango, la cascara se la utiliza como ingrediente en jaleas, fibra
comestible, vinagre y galletas de alta fibra dietaria con indices bajos en calorias; de la
semilla se extrae aceite el cual es utilizado en la industria cosmetolégica y de jaboneria
(Ashoush & Gadallah, 2011; Medina & De La Cruz, 2002). En el estudio de Dorta (2014), se
utilizé extractos fendlicos en productos céarnicos en la industria alimenticia, demostrando

efectos antimicrobianos y antioxidantes con el proposito de alargar la vida util del producto.

1.2. Tamarindo

El tamarindo (Tamarindus indica L.) pertenece a la familia Fabaceae, tiene origen en India y
Africa (Encalada, 2011). En Ecuador la mayor produccion de tamarindo se da en las
provincias de Manabi y Guayas con valores de 36 y 210 toneladas por hectarea
respectivamente (Tm/Ha) (Encalada, 2011). Su fruto tiene alto contenido en fibra, su vaina
es alargada y curvada llegando a 20 cm de longitud y 4 cm de ancho, esta adquiere en su
madurez un color marrén (Gonzéalez-Palomares, 2009; Luzia & Jorge, 2011).

S 22

Figura 2. Partes del fruto de tamarindo
A. Tamarindo; B. Vena; C. Pulpa y
semilla; D. Cascara.

Fuente: La autora

Elaboracion: La autora



Es un fruto con bajo contenido de agua, por lo que presenta elevada cantidad de azUcares,
proteinas, carbohidratos, calcio, fésforo (Encalada, 2011; Olivares & Santos, 2015; Paez-
Pefiufiuri, Mercado-Mercado, Blancas-Benitez, Villegas-Gonzélez., & Sayago-Ayerdi, 2016).
Su pulpa es rica en acidos como tartarico, acético y citrico (Gonzéalez-Palomares, 2009;
Herndndez-Estrada & Gonzalez-Palomares, 2010; Luzia & Jorge, 2011). Ademas, en sus
hojas posee: acido oxoglutarico, glioxilico, malico, oxalacético y oxalosuccinico (Encalada,
2011).

En estudios citados por Escalona (2011) se determind que los frutos poseen efectos
laxantes, diuréticos y antisépticos comprobados, ademas a las hojas se les atribuye
propiedades  hepatoprotectoras, espasmoliticas, antigripales, antidiabéticas vy
antibacterianas; las semillas tienen propiedades antihelminticas, antidiarreicas y la capa de
la semilla es utilizada para quemaduras y cicatrizante, ademas de estas propiedades

comparte con las raices la propiedad antihemorragica (Komutarin et al., 2004)

En la cubierta de la semilla y fruto se encuentra la mayor proporcidbn de compuestos
polifenoles y flavonoides (taninos, polifenoles, antocianidina) (Komutarin et al., 2004).
Ademas, estd constituido por dos grupos de compuestos organicos: no volatiles como 4cidos
carboxilicos y azlcares, y volatiles como terpenoides, ésteres y aldehidos (Gonzalez-
Palomares, 2009).

En las industrias alimenticias son considerados como subproductos de tamarindo a la fibra y
la cascara representando el 22.4% del peso de la fruta (Hernandez-Estrada & Gonzalez-
Palomares, 2010). La pulpa de tamarindo se comercializa como ingrediente principal para la
preparacion de dulces, mermeladas, licores y extractos; para preparar refrescos por su
buena aceptacion de su sabor “agridulce” (Gonzalez-Palomares, 2009; Hernandez-Estrada
& Gonzalez-Palomares, 2010). Se lo utiliza para elaborar condimentos de salsas para
carnes o pescados (Olivares & Santos, 2015). A nivel industrial la cascara y el bagazo del
tamarindo representan el 50% de desecho alimentario, luego del proceso de elaboracion de

jugos (Marin, Soler-Rivas, Benavente-Garcia, Castillo, & Pérez-Alvarez, 2007; Paute, 2016).

En varios estudios de subproductos de tamarindo se han encontrado en su extraccion
compuestos con propiedades antioxidantes para una utilizacion como aditivos en el control
de procesos oxidativos en empresas de alimentos o ingredientes funcionales (Garrido,

Monagas, GOmez-Cordovés, & Bartolomé, 2007; Paute, 2016).



1.3. Extraccién de compuestos (sélido-liquido)

En este tipo de extraccién, los sélidos contenidos en una matriz se transportan al disolvente
(Paute, 2016; Soto, 2015); se utiliza el agua y disolventes organicos para la extraccion de
compuestos bioactivos a partir de subproductos como compuestos fendlicos: polifenoles,
antocianinas, taninos, saponinos, terpenoides y alcaloides (Azmir et al., 2013; Dorta, 2014;

Gonzéalez & Gonzélez, 2010).

Para la extraccion de los compuestos bioactivos se toman diversos factores como la
polaridad del disolvente, la naturaleza del compuesto a extraerse con el disolvente, la
temperatura, tiempo de contacto y la relacion peso/volumen como también seleccionar la

técnica y tiempo de extraccion (Azmir et al., 2013; Dorta, 2014; Gonzélez & Gonzalez, 2010).

1.4. Conservantes alimentarios sintéticos

Los conservantes tienen varias acciones sobre los microorganismos: en la inhibicion de la
biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular, deterioro a la integridad de las
membranas e interferencia en los procesos metabodlicos esenciales, enzimas metabdlicas y

en la sintesis de proteina o génico (Rodriguez, 2011).

En la actualidad los conservantes antimicrobianos sintéticos mas utilizados dentro de las
industrias alimenticias han sido los benzoatos, anhidridos sulfurosos, nitratos y nitritos, entre
otros (Tabla 1) (Lépez-Malo, 2000; Rodriguez, 2011), segun la FDA (Food and Drug
Administration de los Estados Unidos de América), se los utiliza en un porcentaje permitido
para consumo humano y animal (L6pez-Malo, 2000). La principal funcién de un conservante
en el alimento es atacar a las células microbianas dependiendo de la concentracion utilizada
para que pueda inhibir el crecimiento de bacterias y hongos actuando como bacteriostaticos,

fungistaticos y fungicidas (L6pez-Malo, 2000; Rodriguez, 2011).

Tabla 1. Principales agentes antimicrobianos sintetizados quimicamente.
Microorganismos

Agente Méximo permitido Afectados Alimentos
Productos horneados,
Parabenos 0,10% Mohos y Levaduras bebidas gaseosas,
encurtidos, aderezos
SO,y sulfitos 200 — 300 ppm Mohos_, Levaduras y I\/_Ielaz_a, fruta_ls _secas,
Bacterias vino, jugo de limén
Nitrito de sodio 120 ppm Clostridia Carnes curadas
Nisina 1% Bacterias acido lacticas, Quesos pasteurizados

Clostridia

Margarina, aderezo de
encurtidos, cidra de
0,10% Mohos y Levaduras manzana, bebidas
gaseosas, aderezos,
salsa de tomate
Acido so6rbico y 0,20% Mohos Quesos duros, higos,
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Acido benzoicoy
benzoatos




sorbatos jarabes, aderezos,
jaleas, pasteles

Acido propidnico
y propionatos

Fuente: Lépez-Malo, (2000)
Elaboracion: La autora

0,32% Mohos Pan, pasteles, quesos

En la busqueda de alternativas que permitan suprimir el uso de conservantes artificiales, los
extractos naturales de plantas, especies, frutas y hierbas han resultado adecuados gracias a
la capacidad de sus compuestos metabdlicos como inhibidores antimicrobianos; entre ellos
estdn los acidos organicos, alcaloides, glucésidos cianogenéticos, glucosinolatos,

fitoalexinas, compuestos fendlicos y terpenos (Rodriguez, 2011).

1.5. Metabolitos secundarios

Las plantas tienen variedades de moléculas organicas que aportan beneficios a ellas como
los metabolitos secundarios o principios activos. Los metabolitos secundarios no son
esenciales para el funcionamiento de la célula y no participan en transformaciones
bioguimicas comunes, pero son productos aislados de fuentes naturales vivas como plantas,
bacterias, hongos y animales (Duefias, 2009; Marco & Mann, 2006). Su presencia puede ser
limitada por lo que pueden ser producidos por especies de una familia, lo cual ayuda a
evaluar y caracterizar sus guimiotaxonomias; asi también ir relacionandolas a las especies
por su taxonomia o género con similitudes entre sus metabolitos secundarios y sus
diferentes proporciones en la propia planta, por lo que pueden existir mayores
concentraciones de metabolitos en sus diferentes partes de la planta (hojas, flores, raiz,
frutos, tallos), son apreciados por las numerosas utilidades y propiedades biologicas, como
también diferentes usos y aplicaciones como en medicamentos, insecticidas, herbicidas,
perfumes, colorantes y con actividades antimicrobianas (Duefias, 2009; Gonzélez, 2013;
Gyawali & Ibrahim, 2014).

Existen factores que pueden afectar a la planta para la cantidad de metabolitos secundarios
como los intrinsecos: genéticos (mutaciones), interacciones con enzimas para sufrir
transformaciones, variaciones diurnas, ontogénicas o estacionales; asimismo extrinsecos
como el clima y la temperatura, humedad o condiciones del suelo (Braca, 2008; Duefias,
2009).

En las rutas biosintéticas del acido shikimico y el acido mevalénico, se sintetizan y se
transforman los metabolitos secundarios como acidos grasos, antraquinonas, terpenos,
esteroides, alcaloides, cumarinas y lignanos (Braca, 2008; Duefias, 2009; Gonzélez, 2013).
Los flavonoides se forman a partir de la ruta del acetato y del &cido shikimico (Gonzélez,
2013).
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Los flavonoides, taninos, resinas, esteroides, aceites esenciales, alcaloides, glicésidos son
algunos ejemplos de metabolitos secundarios, estos pueden pasar por transformaciones
como degradacion, reduccion, oxidacion, acilacion, alquilacion y aunque no son metabolitos
esenciales, tienen interacciones con enzimas propias de la planta, y pasan por diferentes
rutas metabolicas, por lo que una sustancia no siempre se sintetiza de la misma forma
(Duefias, 2009).

1.6. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen el grupo mas importante de compuestos bioactivos
pues se encuentran en gran cantidad en los biorresiduos. Este tipo de compuestos
presentes en las plantas se encuentran muy relacionados con la calidad sensorial y bioactiva
de las frutas y hortalizas (Veberic et al., 2005). Los compuestos fendlicos tienen elevadas
cantidades de fenoles simples, polifenoles, flavonoides, taninos, entre otros (Balasundram,
Sundram, & Samman, 2006; Dorta, 2014; Duefias, 2009; Gyawali & Ibrahim, 2014; Olivera,
2012; Rodriguez, 2011).

En los residuos vegetales se han encontrado que son fuentes de compuestos bioactivos
como: fendlicos, carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles y acido ascoérbico (Ayala-Zavala et
al., 2011; Dorta, 2014; Gonzéalez & Gonzalez, 2010). Estos tienen actividad biolégica como
antibacteriana, antiinflamatoria, antiviral, antitumoral y antioxidante, siendo los flavonoides
con mayor actividad (Aguilera, Reza, Chew, & Meza, 2011; Balasundram et al., 2006; Braca,

2008; Dorta, 2014; Duefias, 2009) como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Actividad bioldgica de algunos compuestos fendlicos.

Compuestos Fendlicos Actividad bioldgica

Fenoles simples Antioxidante, antitumoral, antiviral, antibacteriana
Lignanos Antitumoral, antiviral
Quinonas Antitumoral, antiviral

Antitumoral, antiviral, citotéxica, mutagénica,

Xantonas . ; . ;
antibacteriana, antiinflamatoria

Antiinflamatoria, antibacteriana, antialérgica, diurética,
Flavonoides antiviral, antiproliferativa, captador de radicales libres,
antihipertensivo

11



Cumarinas Anticoagulante, antitumoral, fotosensibilizante, antiviral

Fuente: Duefas, (2009); Braca, (2008)
Elaboraciéon: La autora

Segun Vega-Vega, Silva-Espinoza, Cruz-Valenzuela, Bernal-Mercado, Gonzéalez-Aguilar,
Ruiz-Cruz, Moctezuma, Siddiqui, & Ayala-Zavala (2013) los compuestos fendlicos tienen
actividad antimicrobiana e interaccionan con los grupos carboxilo de los aminoacidos
hidrofilos de la proteina de la membrana celular, causando una alteracién en el pH y
potencial eléctrico; esto provoca una coagulacion del citoplasma de la bacteria, seguida de

una muerte celular.

Halliwell y Gutteridge (1995) define a un antioxidante desde la perspectiva biol6gica como
“cualquier sustancia que, en concentraciones bajas en relacion con el sustrato oxidable,
retrasa o previene la oxidacion del sustrato”, de esta manera reduciendo la oxidacion in-vitro
de lipoproteinas de baja densidad y/o atrapan los radicales libres responsables de la

oxidacion lipidica y del dafio celular (Dorta, 2014; Moure et al., 2001).

1.6.1. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales, tienen gran utilidad para el desarrollo y
optimizacion en el funcionamiento de las plantas ayudando a su proteccion contra agentes
externos como lo rayos UV, sefaladores quimicos, o guiando a los insectos hacia la planta
para su alimentacion y polinizacion (Olivera, 2012). Su importancia radica en la capacidad
de unirse a complejos de proteinas extracelulares con alta solubilidad y a la pared celular
microbiana buscando su modificacion en la membrana de la misma en respuesta hacia
infecciones microbianas (Cowan, 1999). Existen dos agrupaciones las antocianinas son
moléculas de pigmentos rojos, azules y purpuras; como también, las antoxantinas que son
moléculas incoloras o color desde el blanco al amarillo como los flavonoles, flavonas, e

isoflavonas (Duefas, 2009).

Los flavonoides son utilizados como complementos alimenticios, formando parte de los
ingredientes de bebidas refrescantes (edulcorantes), con efectos antiinflamatorios o
antialérgicos (Yepes, Montoya, & Orozco, 2008). Principalmente los flavonoides tienen
efectos antioxidantes presentando una propiedad que es el impacto sobre la regulacion del
crecimiento celular y la induccibn de enzimas de destoxificacion tal como las
monooxigenasas dependientes de citocromo P-450; como también fungicida y bactericida
(Duenas, 2009; Lopez-Malo, 2000; Rodriguez, 2011; Unnisa, Tabassum, Ali, & Ponia, 2012).

Algunos ejemplos de flavonoides méas representativos son: flavonas, y flavonoles son

compuestos solidos que tienen pigmentos desde el amarillo al rojo; las agliconas son
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cristalinos, y las antocianidinas principalmente de colores violeta, azul, morado y rojo intenso
(Duefias, 2009).

1.7. Actividad antimicrobiana
1.7.1. Generalidades

La actividad antimicrobiana natural se deriva de fuente animal, microbiana o vegetal la que
es potencialmente utilizada en los alimentos como frutas y vegetales frescos, estos poseen
la capacidad de inactivar a los microorganismos patégenos en el ambito alimentario y una

disminucion en la resistencia a antibioticos (Tajkarimi, Ibrahim, & Cliver, 2010).

La actividad antimicrobiana de diversos extractos de frutas se ha probado contra diferentes
bacterias y hongos. Las bacterias Gram negativas son mas resistentes que las bacterias

Gram positivas (Unnisa et al., 2012).

Los antibidticos naturales tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de microbios o de
eliminarlos, ademas tienen la capacidad de evitar o prevenir enfermedades. Algunos
beneficios de un antibiético natural comparado con el sintético es que no son sintetizados en
el laboratorio, no tienen efectos secundarios, no tienen peligros de acumulacién en el
organismo, son baratos y tienen tolerancia hacia las bacterias (flora intestinal) que son
beneficiosas para el individuo (Estrada, 2010).

La evaluacién de la actividad bactericida de los extractos naturales se basa en la aplicacion
de métodos que comprueben su eficacia “in vitro” en medios microbiolégicos que
proporcionan informacion acerca de la efectividad de un compuesto y evaluar las variables

gue afectan a la actividad frente a bacterias de interés (Castafio et al., 2010).

1.7.2. Métodos de evaluacién antimicrobiana

1.7.2.1. Método de difusion en agar

La prueba de disco-difusiéon o de Kirby-Bauer y colaboradores es un método que es utilizado
por National Committe for Clinical Laboratory Standards (CLSI), se lo utiliza para determinar
la susceptibilidad de un agente microbiano frente a un antimicrobiano o quimioterapico, en
este método, el antibacteriano o farmaco se difunde en la superficie del medio de cultivo en
agar alrededor del disco o pocillo que contiene el antibacteriano. La difusion se hace de
forma radial, siendo mas intensa en contorno del disco o pocillo y disminuyendo hacia la
periferia del medio. La interpretacion de los halos de inhibicién se cataloga como: sensible,
intermedio y resistente; el tamafio de halo de inhibicién del resultado puede influir como: la
concentracion o difusion del extracto en estudio, tiempo, sensibilidad bacteriana y

temperatura de incubacion (Abad, 2009; Agreda, 2011).
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El medio de cultivo nutritivo no selectivo agar Mueller Hinton es recomendado por Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), para la realizaciéon del antibiograma, por su buena
reproducibilidad de lote a lote en las pruebas de sensibilidad, por su contenido de inhibidores
de sulfonamidas, trimetropim y tetraciclina es bajo, ademéas los microorganismos crecen

comodamente (Martinez, 2017).

Este método evalla la variedad de antimicrobianos, dependiendo de su halo de inhibicion, el
efecto inhibitorio del compuesto a ensayar dependera de la destreza para la difusion en el
medio, el crecimiento y la reproduccion acelerada del microorganismo (Lopez-Malo, 2000).

1.7.2.2. Método de microdilucién en caldo

Es una técnica de dilucion en caldo, en el cual se colocan concentraciones decrecientes del
agente antimicrobiano; la concentracion minima inhibitoria (CMI), es la minima
concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacién y produccién de un
crecimiento visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba. La concentracion
del antibiético que presente ausencia de crecimiento, detectada por falta de turbidez

(igualando al control negativo), se designa como CMI (Abad, 2009; Agreda, 2011).

Para la realizacion de pruebas antimicrobianas en microplaca de 96 pocillos, se utilizan
diferentes concentraciones de extracto a ensayar, se mezclan con el medio de cultivo, el
cual se inocula el microorganismo a prueba, se deja incubar y se determina por turbidez o
por cambio de color con la adicion del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difeniltetrazolium (MTT) el crecimiento o no de los microorganismas, el pocillo que contenga
la menor concentracion es el agente que inhibe por completo el crecimiento definiendo la
CMI (Ramirez, & Castafio, 2009).

1.8. Microorganismos de interés en los alimentos

La aparicién de alteraciones en los alimentos se da por la presencia de microorganismos, los
cuales se proliferan y provocan un desequilibrio en la conservacion del alimento y el rechazo

por parte del consumidor (Muthuswamy, Rupasinghe, & Stratton, 2007).

Las causas mas comunes de alteraciéon de los productos alimentarios son de naturaleza
biol6gica y entre estas, sin duda alguna las mas importantes por los dafios econdémicos
producidos son los microorganismos y las enzimas naturales de los alimentos. Los
microorganismos transmiten a los alimentos a través del medio ambiente que los rodea, pero
para su desarrollo necesitan un sustrato a partir del cual puedan crecer en numero y resultar

invasivos.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2017), “Los alimentos insalubres que contienen
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bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas nocivas causan mas de 200 enfermedades,

que van desde la diarrea hasta el cancer”.

Asi mismo la OMS, estima que cada afio enferman en el mundo 600 millones de personas
(casi 1 por cada 10 habitantes) por ingerir alimentos contaminados y que 420.000 mueren
por esta misma causa. Mientras que los nifios menores de 5 afios soportan un 40% de la
carga atribuible a las enfermedades de transmision alimentaria, que provocan cada afio
125.000 defunciones en este grupo de edad (OMS, 2017).

Los agentes que son causantes de enfermedades trasmitidas por los alimentos mas

conocidos son:

1.8.1. Escherichiacoli

Figura 3. Escherichia coli
Fuente: Alvarez, Boquet, & Fez, (1996)
Elaboracion: Alvarez, Boquet, & Fez, (1996)

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo gramnegativo corto (0.5 x 3 um), por
lo general es movil, no esporulado, son anaerobios facultativos, sus colonias son circulares,
convexas Y lisas con bordes distintivos (Brooks, Carroll, Butel, Morse, & Mietzner, 2014). En
cultivos selectivos diferenciales como el Mac Conkey, durante 24 horas a 37°C, luego de
este tiempo se observan colonias lisas, circulares convexas, con bordes bien diferenciados
no viscosas, aplanadas y de color rosa intenso debido a la fermentacion de lactosa, glucosa
y produciendo acido y gas (Agreda, 2011; Galan, 2009)

Se las puede encontrar en el intestino humano, animales de sangre caliente y péjaros,
ademas son utilizadas como indicador de higiene en grupos coliformes y coliformes fecales
(Ray & Bhunia, 2010).

Se pueden distinguir tres tipos de antigenos: Ag O o antigeno somatico constituido por el
lipopolisacarido (LPS) de la membrana externa, H o antigeno flagelar y K o antigeno

capsular (Agreda, 2011).

Esta bacteria se la asocia a enfermedades como septicemia, meningitis neonatal,

infecciones de aparato urinario y gastroenteritis; ademas de provocar gastroenteritis
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Escherichia coli enterotoxigenica (STEC), O157:H7 de toxina Shiga, es la mas conocida,
siendo la causante de colitis hemorragica esta enfermedad que se puede evitar por una
buena coccion en carnes (Brooks et al., 2014). Escherichia coli, tiene niveles altos de
resistencia antibidtica hacia ampicilina, amoxicilina mas acido clavulanico, tetraciclina,
cloramfenicol y &cido nalidixico. (Mosquito, Ruiz, Bauer, & Ochoa, 2011). La bacteria E. coli
enterohemorragica O157:H7 se la asocia por el consumo de productos lacteos no
pasteurizados y carne molida como también otras formas de contagio: es de contacto de
persona a persona, consumo de vegetales, agua no tratada, sidra de manzana y son
sensibles a tetraciclina, amoxicilina, trimetropim-sulfametozaxol, ciprofloxacina,
nitrofurantoina, amikacina, sulfamidas, gentamicina, cefalosporinas y penicilinas (Restoy,
Ruiz, & Arechavaleta, 2006; Santana, 2010; Srinivasan, Nguyen, Headrick, Murinda, &
Oliver, 2007).

1.8.2. Micrococcus luteus

Figura 4. Micrococcus luteus
Fuente: Alvarez et al., (1996)
Elaboracion: Alvarez et al., (1996)

Esta bacteria pertenece a la familia de las Micrococcaceae, son células esféricas 0,2 a 2 um,
se muestran en pares, tétradas o agrupaciones, son aerobios, son inmoviles, ciertas
especies producen colonias amarillas, son mesofilos con resistencia al calor bajo. Se
encuentran en la piel de mamiferos y pueden producir descomposicion en alimentos. Se
encuentran en la piel de seres humanos, suelo, agua y plantas principalmente, sin embargo,

se encuentran en alimentos, como carnes rojas y aves (Ray & Bhunia, 2010).

Tiene resistencia a lisostafina y a furazolidona, y tiene sensibilidad a bacitracina, en
endocarditis (Us6, Gil, Gomila, & Tirado, 2003).
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1.8.3. Staphylococcus aureus

; A ; B 4
Figura 5. Staphylococcus aureus.
Fuente: Alvarez et al., (1996).

Elaboracion: Alvarez et al., (1996).

Proviene de la familia Staphylococcaceae, son cocos grampositivos inmoévil de 0,8 a 1 um,
se presentan solos o0 en racimos, inmoviles, no forman esporas, cuando estan bajo la
influencia de medicamentos sufren lisis celular, son aerobios y anaerobios facultativos; en su
pared celular contiene polisacéridos y proteinas antigénicas (Agreda, 2011; Ray & Bhunia,
2010; Romero, 2007).

Los cultivos empleados para su crecimiento son agar Staphylococcus 110, agar nutritivo,
caldo con infusion cerebro y corazén, agar manitol sal, caldo nutritivo y agar sangre(Brooks
et al., 2014; Romero, 2007). Pueden producir intoxicaciones alimentarias debido a la

produccion de exotoxinas durante su desarrollo en alimentos contaminados (Rondén, 2013).

Son causantes de infecciones en el ser humano, desarrollan resistencia a antimicrobianos,
por lo que es muy perjudicial para la vida produciendo enfermedades en el aparato digestivo
como peritonitis, intoxicaciones, enterocolitis y el aparato respiratorio otitis, faringitis,
neumonitis y enterotoxina estafilocécica la cual se caracteriza por periodo de incubacion (8

horas), nausea y vomito sin fiebre (Brooks et al., 2014; Romero, 2007).

En la actualidad, aproximadamente el 90% de los aislamientos clinicos de S. aureus, es
resistente a la penicilina o meticilina (Rincén et al., 2014). Algunos antibioticos muestran
mayor sensibilidad para combatirlo son los aminoglucosidos, cefalosporinas, oxacilina o
nafcilina, y muestran mas efectividad rifampicina y vancomicina (Rincén et al., 2014; Tapia,
2012).
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1.8.4. Enterococcus faecalis

Figura 6. Enterococcus faecalis.
Fuente: Sabalete, (2010)
Elaboracion: Sabalete, (2010)

Proviene de la familia Enterococcaceae, y son bacterias esféricas grampositivas y forman
pares o cadenas durante su reproduccion. Se clasifica por su sustancia especifica D, y con
hemolisis a, tiene una lisis incompleta de eritrocitos con reduccion de hemoglobina y la
formacion de pigmento verde, su habitat es el colon y puede ocasionar endocarditis,
absceso abdominal e infeccion de vias urinarias y son resistentes a antibioticos (Brooks et
al., 2014).

Son usados como indicadores de higiene y tienen un aporte significativo en la
descomposicion de alimentos, su habitat normal es en los contenidos intestinales de seres
humanos, animales y pajaros (Ray & Bhunia, 2010).

Enterococcus faecalis, presenta resistencia antimicrobiana a cefalosporinas, aztreonam,
trimetoprim-sulfametoxazol (Fernandez Fernandez et al., 2004).

1.8.5. Candida albicans

Figr 7. Candida alicans.

Fuente: Allen et al., (2008).
Elaboracion: Allen et al., (2008).
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Es un hongo diploide asexual (forma de levadura) saprofito de la familia
Saccharomycetaceae (Estrada, 2010), un 85% son perjudiciales para el ser humano, en
cultivos se proliferan mediante levaduras ovales gemantes (3 a 6 um), forman seudohifas
cuando su crecimiento no se detiene (Brooks et al., 2014). En el cultivo Sabouraud tienen un
buen crecimiento y producen colonias que son de color blanco, blandas con olor a levadura

y tornarse cremas o bronce al envejecer (Tapia, 2012).

Es el causante de descomposicion de alimentos con alto contenido de acido, sal y azlcar,
forman peliculas en la superficie de los liquidos. Algunas vuelven rancia a la mantequilla y

los productos lacteos (Ray & Bhunia, 2010).

Segun Gutiérrez-Martinez et al., (2012) en concentraciones altas de miconazol son sensibles
las cepas de C. glabrata y resistentes C. parapsilosis y C. krusei; utilizando el antibiético
ketoconazol tienen sensibilidad C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei y resistentes C.
albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis; utilizando Itraconazol se evidencio sensibilidad C.
krusei y C. parapsilosis y resistencia hacia C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis; y para el
antibiotico fluconazol las cepas C. parapsilosis y C. dubliniensis fueron sensibles y

resistentes C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis.
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CAPITULO 2:
MATERIALES Y METODOS



2.1. Materia primay su procedencia

Para el presente trabajo se utilizé la mezcla de pulpa agotada y piel de mango (Mangifera
indica L.) variedad Tommy Atkins, proveniente de la provincia de Guayas. También se
trabajé con vena agotada de tamarindo (Tamarindus indica L.), procedente de la provincia

de Sullana, departamento de Piura, del Peru.

2.1.1. Obtencion de subproducto de mango

Para la obtencion del subproducto se desinfectaron los mangos con una solucion de
hipoclorito de sodio al 0,5% durante cinco minutos y se sometieron a escaldado con agua a
80°C por 5 minutos. Se realizé la separaciéon de la cascara y pulpa manualmente, la pulpa

agotada se obtuvo por medio de filtracion.

El subproducto, se sometié a un proceso de deshidratacién en una estufa de conveccion
forzada a 60°C (marca COLE PARNER, MODELO 5200 — 70) durante 48 horas. La muestra
seca se triturd primeramente en un molino mecanico manual para reducir su tamafio y luego
en un molino ultracentrifugo de discos (marca Retsch ZM 200) hasta tener un tamafio de
particula final < 350 um (Figura 8). La muestra se almacené en bolsas de aluminio con sello

hermético para evitar su rehidratacion y contaminacion.

1 2 3
Figura 8. Obtencién del subproducto de mango (1) Mango; (2) Cascara
y pulpa fresca; (3) Cascara y pulpa en polvo.
Fuente: La autora.
Elaboracion: La autora.

2.1.2. Obtencién de subproducto de tamarindo

El subproducto de tamarindo se obtuvo por separacion de las distintas partes del fruto
(Figura 9): céscara, pulpa, semilla 'y vena, siendo la vena la materia prima para este trabajo.
Se redujo el tamafio de la vena mediante corte hasta aproximadamente 2 cm y se almacené

en bolsas plasticas con sello hermético a temperatura de -20°C hasta su posterior analisis.
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1 2 3 4
Figura 9. Obtencion del subproducto de tamarindo
(1) Fruto del Tamarindo; (2) Pulpa del tamarindo; (3) Vena;
(4) Venas cortadas
Fuente: La autora
Elaboracion: La autora

2.2. Obtencién de extractos

Los solventes utilizados para la extraccion fueron etanol grado absoluto (ACS Basic
absoluto, Scharlau 99,5 %), agua destilada y la mezcla de ambos en proporcion 1:1
utilizando tres temperaturas como se observa en la Tabla 3. Los extractos se elaboraron de
acuerdo al disefio experimental estadistico factorial, utilizando el programa STATGRAPHICS
CENTURION XVI.

Tabla 3. Condiciones de extraccién: Solvente y
Temperatura

Solvente de extraccion Temperatura (°C)

Etanol 20
Agua 20
Etanol-agua (50:50 v/v) 60
Etanol 40
Agua 60
Etanol-agua (50:50 v/v) 40
Etanol 60
Etanol-agua (50:50 v/v) 20
Agua 40

Fuente: La autora
Elaboracion: La autora
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Los extractos se elaboraron en una relacion 1:20 (1g de muestra + 20 mL de solvente)
usando maceracion dindmica a 2.500 rpm durante 1 hora y 30 minutos en diferentes
temperaturas 20°C, 40°C y 60°C. Para obtener el sobrenadante, se centrifugé a 2800 rpm
por 30 minutos en el equipo CLAY ADAMS® Brand DYNAC® Becton Dickinson and
Company, MD, USA.

El sobrenadante de cada extracto se rotaevaporé a 37°C a vacio hasta la eliminacion del
etanol en el equipo HEIDOLPH, posteriormente se deshidrataron mediante liofilizacién a -
50°C y 15 Pa en el equipo LABCONCO FreeZone 12. Los extractos secos se almacenaron

en viales @&mbar en congelacién.

El rendimiento de cada extracto se determind mediante la siguiente formula:

% = (g)xmo

Dénde:

%= porcentaje de rendimiento.
a= peso inicial del subproducto (g).
b= peso del extracto liofilizado (g).

2.3. Pruebas antimicrobianas

2.3.1. Microorganismos de prueba

Se utilizaron cinco cepas certificadas una Gram-negativa: Escherichia coli ATCC® 43888™
y las bacterias Gram-positivas: Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 25923 ™,
Enterococcus faecalis ATCC® 19433™, Micrococcus luteus ATCC® 10240™; ademas, el
hongo levaduriforme Candida albicans ATCC® 10231™ las cuales fueron mantenidas en

reserva criogénica a -80°C.

Se preparo el cultivo overnight, transfiriendo 300 pL a un frasco con 7 mL del caldo definido
para cada bacteria y condiciones de incubaciéon como se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de incubacion.

Microorganismos Medio de Cultivo Condiciones de Incubacion
Bacterias
Gram Negativa
E. coli Caldo Triptisoya 35 °C por 14-16 h
Gram Positivas
M. luteus Caldo Nutritivo
E. faecalis Caldo Infusién Cerebro-Corazon 35 °C por 14-16 h
S. aureus Caldo Triptisoya
Hongo levaduriforme
C. albicans Caldo Sabouraud 35°C por 14-16 h

Fuente: La autora
Elaboracién: La autora
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2.3.2. Preparacién del extracto

A partir del extracto seco liofilizado, cada extracto se prepar6 en una disolucién de 80 mg/mL
utilizando agua destilada como diluyente.

2.3.3. Método de difusidén en agar

2.3.3.1. Preparacion e inoculaciéon de cultivo overnight

Se utilizé el procedimiento que se encuentra en los manuales del Instituto para estandares
del laboratorio clinico (2006) los ensayos se realizaron con los respectivos controles y por
triplicado.

Desde el cultivo overnight se tomé una alicuota del microorganismo a ensayar y se coloco
en frascos con 5 mL de solucién salina al 0,9%, se homogenizé hasta alcanzar una
concentracion equivalente al 0,5 en la Escala McFarland, correspondiente a 1,5 x 108 UFC/

mL.
2.3.3.2. Siembrade placas

Para la siembra se prepararon placas con 25 mL de medio gelificado de agar Mueller Hinton
para bacterias y Sabouraud para hongos, en las cuales con hisopo estéril los
microorganismos se inocularon mediante estriado por agotamiento continuo y uniforme. A
continuacién, con un tubo Durham se realizaron de 4 a 5 pocillos de 5 mm de didmetro y el
excedente se retiré con microespatila estéril, en cada uno se colocd 25 L del extracto a
probar, esto se realizd por triplicado. Cada caja fue sellada con parafilm y se incubaron
invertidas a 35°C por un periodo de 24 horas como se muestra en la Figura 10. Después del

tiempo de incubacién, se procedié a medir los halos de inhibicién de los extractos.

Como control positivo del método, se utilizaron sensidicos Beckton Dickinson Diagnostics
(BD) BBL™ Sensi-Disc™ para evaluar la sensibilidad y resistencia se establecieron como
controles los discos de: gentamicina 10 pg, ampicilina 10 pg y amikacina 30 pg; ademas,
como antimicoticos los discos de sensibilidad Oxoid Ltd., Basingtoke, Hampshire, England.
UK de: nistatina 100 U y voriconazol 1 ug, colocados en la placa respectiva. Se emple6 una

caja de control por microorganismo.
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Adicion de alicuota de

Cultivo overnight cultivo overnigh a un frasco Inoculacion mediante
Siembra e incubacion de 7 mL con solucién salina estriado por agotamiento
Reserva criogénica 35-37° Cpor 14-16 h 0.9% continuo y uniforme

B -3 - @~ ==

R K
- @) = - @

Se realiza 5 micropocillos sobre el agar gelidificado, con la ayuda de tubos ]

Durham de 5 mm de diametro y se coloco 25 pl de extracto a ensayar.

Incubacién en posicion invertida a 35 °C por 24h, se midié halos de
inhibicion en extractos y controles.

Control positivo
Disco de sensibilidad de antibiético

Y

Figura 10. Esquema del método de difusion en agar.
Fuente: La autora.
Elaboracion: La autora.

2.3.3.3. Interpretacion de resultados

La sensibilidad de las cepas microbianas frente a los extractos evaluados se realizé la

lectura empleando un calibrador para medir los halos de inhibicibn en milimetros (mm). La

actividad se demuestra con la existencia de una zona clara de inhibicion alrededor del

depdsito del pocillo (extracto) y discos de sensibilidad. Los resultados obtenidos con los

discos de antibibticos se los clasific6 como resistente, intermedio y sensible (Anexo C),

dependiendo de los Estandares de desempefio para la prueba de sensibilidad a los

antimicrobianos, suplemento M100 de CLSI (2017) para bacterias y para Candida albicans

segun Maroszynska, Kunicka-Styczyhnska, Rajkowska, & Maroszynska, (2013); Pfaller et al.,

(2005).

El valor final de la zona de inhibicion, representa el promedio de las mediciones efectuadas

por triplicado para cada microorganismo de prueba frente a cada extracto ensayado.

2.3.4. Método de microdilucién en caldo

2.3.4.1. Preparacién e inoculaciéon de cultivo overnight

Se prepar6 el cultivo overnight, transfiriendo 300 pL a un frasco con 7 mL del caldo definido

para cada bacteria y condiciones de incubacion como se observa en la Tabla 4.
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2.3.4.2. Preparacion de la microplaca

Se siguid los lineamientos descritos en el documento M7-A7 (Methods for Dilution
Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically) del Instituto para
estandares del laboratorio clinico (CLSI, 2006) para bacterias y el documento M27-A2
(Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts) del Instituto para
estandares del laboratorio clinico (NCCLS, 2002) para hongos levaduriformes, con algunas
modificaciones. El ensayo se realiz6 en microplacas de 96 pocillos, utilizando el
procedimiento de dilucién doble seriada del siguiente modo: se coloc6 180 uL de caldo
Mueller Hinton o Sabouraud a la primera fila de pocillos (A) y 100 yL a las demas filas
restantes de pocillos (B-H), luego se adicion6 20 pL del extracto a probar en la primera fila

de pocillos (A) y se mezclé.

Se prosiguié tomando 100 pL del primer pocillo y colocando en el pocillo siguiente, hasta
lograr 8 diluciones consecutivas, hasta llegar a la fila H, alcanzando diferentes
concentraciones desde 4000 pug/mL hasta 31,25 pug/mL (Figura 11). En este paso se obtiene
un volumen final de 100 pL que equivale a Caldo Mueller Hinton o Sabouraud + 20 pL del

extracto.

En la Figura 11 se muestra el esquema de la microplaca usada. Las columnas 10-12 se
usaron para los diferentes controles realizados para el control de esterilidad del medio se
colocé 200 pL de caldo Mueller Hinton o Sabouraud; para el control negativo se colocé 180
uL de caldo Mueller Hinton o Sabouraud y se adicion6 20 puL agua destilada estéril y el
control positivo se adicioné 20 L de los antibiéticos: gentamicina (1 mg/ mL) y tetraciclina (5
mg/mL) para bacterias para establecer su sensibilidad o resistencia en comparacion con el
documento M100 de CLSI (2017) y el antimicético: itraconazol (1 mg/ mL) como antimicético

que se comparé el resultado con Arikan (2007).
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Mango (Mangifera indica L.) y Tamarindo (Tamarindus indica L.)
Extractos a una concentracion de 80 mg / mL CONTROLES
T Medio (C10),
H20 ESTERIL (C11),
[ l I I I I I I 1 ( ) A:\JTIBIOTICO (C12)
1 2 3 4 5 10 | 11 | 12
100% EtOH 100% H,0 100% EtOH | 100% H,0
20°C 20°C 60°C 40°C Jns
4000
2000
1000
500
250
125
62,5
\A H EIPS

Figura 11. Microplaca de 96 pocillos con 12 columnas y 8 filas (A-H).
Fuente: La autora.
Elaboracion: La autora.

2.3.4.3. Siembrade la microplaca

Una vez preparada la microplaca, se procedio a la inoculaciéon de 100 pL de la suspension
del inoculo en las columnas desde 1 a la 9 completando con ello un volumen final de 200 pL
en la microplaca ajustando la poblaciéon bacteriana a 5x10° UFC/mL y la fangica a 2,5 x103

UFC/mL. Se sellé y se incub6 a 35°C por un periodo de 18-24 horas.
2.3.4.4. Interpretacién de resultados

La lectura de resultados se hizo de manera visual y se indicé los valores de concentraciéon
minima inhibitoria en la que el extracto inhibi6 el desarrollo bacteriano o fungico. Se reporté
como activo si el pocillo con el extracto a ensayar se observé transparente (ausencia de
crecimiento); no activos cuando se visualizo turbidez o forma de botén al fondo del pocillo,
igualmente con los controles (esterilidad y negativo). Los valores de CMI se los reporté en
pug/mL y la dosis del extracto se categorizd desde 4000 a 31,25 pg/mL.

Para descartar el crecimiento bacteriano o flingico presuntivo por visibilidad de turbidez o
dificultad de interpretacion, se utiliz6 el reactivo bromuro de tiazolil blue tetrazolium (MTT),
adicionando 20 pL de la solucion de 25 mg/mL en los pocillos presuntivos, y se incubd la
microplaca a 35 °C durante 30 min, y la presencia de crecimiento microbiano se detecta por
la reduccion del MTT, el cual toma una coloracion violeta en el caldo, y si no hay cambio de

color existe como una ausencia de crecimiento microbiano (Pierre et al., 2014).
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CAPITULO 3:
RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Rendimiento de los extractos

En la Tabla 5, se resaltan los porcentajes con mayor rendimiento alcanzados de los
extractos liofilizados de la cascara y pulpa agotada de mango y de la vena de

tamarindo, los calculos para la obtencion de cada extracto se indican en el Anexo A.

Tabla 5. Rendimiento de los extractos de los subproductos de mango y tamarindo.

Rendimiento (%)

Solvente de extraccion Temperatura (°C)
Mango  Tamarindo
20 23,31 16,21
Etanol 40 22,89 22,94
60 23,33 28,15
20 19,32 33,42
Etanol-agua (50:50 v/v) 40 31,49 26,73
60 51,36 28,35
20 12,86 19,03
Agua 40 23,53 16,21
60 53,66 36,51

Fuente: La autora.
Elaboracién: La autora.

El extracto acuoso a 60°C tuvo un mayor rendimiento en los dos subproductos. El
rendimiento del extracto de mango (etanol-agua/60°C) fue de 51,36%, siendo
superiores que los reportados por (Dorta, 2014; Ling et al., 2009) utilizando una
mezcla (etanol-agua) obtuvieron un rendimiento del 20% y con el solvente etanol un
rendimiento de 14% en cascara de mango, resultados que son cercanos a los del
presente estudio (23,33%). Valores menores fueron encontrados en un estudio
previo en extracto etandlico de mango a una maceraciéon de 10 dias a 25°C, en la
variedad Tommy Atkins con rendimiento de 11,67% en cascara y 17% en pulpa
(Vega-Vega et al., 2013), nuestros resultados son mayores por la utilizacion de
cascara y pulpa agotada con un rendimiento de 23,31% y de 23,33% a una
maceracion (90 min) a 20°C y 60°C.

En el estudio de Bbosa, Kyegombe, Ogwal-Okeng, Bukenya-Ziraba, Odyek, &
Waako (2007) un rendimiento en extracto acuoso del 2,25% y un 3,88% en extracto
etandlico obtenidos a 20°C con una maceracion de 72 horas en hojas secas de
mango; Yy finalmente Ling, Yap, Radhakrishnan, Subramaniam, Cheng, &
Palanisamy, (2009), reporté un rendimiento de 9,1% y 7,1% de extracto etandlico y
acuoso obtenidos a 40°C vy utilizando una maceracion durante 24 horas en hojas
secas de mango. Varios estudios en la fruta del mango mencionan que el disolvente,
la polaridad del disolvente y su temperatura de extraccion influyen significativamente
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puesto que utilizando piel y semilla del mango estan presentes compuestos fendlicos
los cuales tienen actividad antimicrobiana o antioxidante; ademas que a
temperaturas altas de extraccion se favorece la eficiencia de extraccion, en el cual
aumenta la difusién y solubilidad de los compuestos en el disolvente (Dorta, 2014;
Ling et al., 2009).

El mejor rendimiento en vena de tamarindo fue de 36,51% (agua/60°C) valores
mayores a los nuestros fueron reportados Doughari (2006) utilizando diferentes
solventes y diferentes partes de la planta obtuvieron rendimientos con etanol 17% y
agua 51% de polvo de corteza de tallo, asi mismo, en polvo de hojas de tamarindo
19% en extracto etandlico y 49% en extracto acuoso a 35°C mantenido con una
maceracion de 24 horas. También se reportaron diferentes rendimientos en el
estudio de Nwodo, Obiiyeke, Chigor & Okoh (2011) que utilizaron diferentes partes
(hojas, corteza de tallo y pulpa) de la planta de tamarindo en extractos acuosos
(40°C) con un rendimiento en pulpa (13,1%) nuestros resultados mostraron valores

mayores de 16,21% en rendimiento utilizando la vena del tamarindo.

Estudios previos en la planta del tamarindo sugiere que la parte mas desarrollada y
madura del tamarindo es la corteza por lo cual pueden existir mas compuestos
fendlicos o pigmentos, como también que depende de la capacidad de extraccion de
compuestos fitoconstituyentes ya que depende de la solubilidad y polaridad del
solvente (Doughari, 2006). También en trabajos citados sugieren que depende de la
parte que se utiliza de la planta existiendo una desigualdad homogénea de los

componentes bioactivos en las diferentes partes de la planta (Nwodo et al., 2011).

3.2. Actividad antimicrobiana
3.2.1. Método de difusion de agar

En la Tabla 6 se resaltan los extractos de mango etandlicos y etanol-agua (50:50
viv) a 20°C, 40°C y 60°C, como también el acuoso a 60°C que mostraron una
actividad inhibitoria frente a Micrococcus luteus con halos de 5,66 = 5,77 a 8 + 0 mm,
segun Almedia, Fonseca, Brandao, Mesquita, Smania, Smania Junior, & Zani (2000)
y Pastrana-Puche, Durango-Villadiego, & Acebedo-Correa (2017) catalogan
resistentes a todos los resultados expuestos en la Tabla 6, ademas en extractos
naturales de plantas se considera resistentes (<8mm), sensibles (9 a 14 mm), muy
sensibles (14 a 19 mm) y extremadamente sensibles (>20 mm); los resultados
expuestos son el promedio del triplicado de los halos de inhibicién. Se observa que
la cepa de M. luteus, es la que presenta actividad, aunque en los demas extractos de

mango no hubo inhibicién ante alguna cepa como se expone en el Anexo B.
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Tabla 6. Halo de inhibicion (mm) en los extractos obtenidos a diferentes
temperaturas del subproducto de mango frente a cada cepa ensayada por el
método de difusion en agar.

Microorganismo: Micrococcus luteus ATCC® 10240™

Promedio * desviacion

Temperatura estandar de los halos de

Solvente de extraccion C) inhibicion (mm)
Mango (Mangifera indica L.)
20 6,66 + 5,77
Etanol 40 7,33+£5,77
60 8+0
20 7,66 £ 5,77
Etanol-agua (50:50 v/v) 40 7,66 £ 5,77
60 8+0
20 5+ 0 (NI)
Agua 40 5+ 0 (NI)
60 5,66 + 5,77

El didmetro de la zona de inhibicion est& expresado en mm y del pocillo 5 mm.

NI: no produjo inhibicién

Fuente: La autora

Elaboracion: La autora
Los extractos de tamarindo no presentaron actividad inhibitoria frente a las cinco
cepas ensayadas, a diferencia del estudio de Doughari (2006) que utilizaron una
concentracion de 1000 mg/mL en extractos etandlicos de hojas de tallo, estos
resultados estan de acuerdo con Almedia et al. (2000) y Pastrana-Puche et al. (2017)
gue catalogan los halos de inhibicién de 6 mm como resistentes y en corteza de tallo
como sensible a 23 mm frente a E. coli; también se utiliz6 hojas y corteza de tallo
frente a S. aureus con 23 mm identificando como sensible, debido a que poseen
componentes fitoquimicos como taninos, saponinas, sesquiterpenos y alcaloides

(Doughari, 2006).

Segun el estudio de Gupta, Prakash, & Gupta, (2014) realizaron extractos de pulpa
de tamarindo con diferentes disolventes como: etanol, agua y etanol-agua este
altimo considerado el mejor disolvente para extraccion de constituyentes
fitoquimicos. De acuerdo a Almedia et al. (2000), Gupta, Prakash, & Gupta, (2014) y
Pastrana-Puche et al. (2017) denotan como muy sensibles (18 mm) frente a
Staphylococcus aureus, sensibles (13 mm) frente Bacillus mycoides, Escherichia coli
y Enterobacter aerogenes, como también 12 mm frente a Micrococcus luteus. Estos
resultados pueden deberse a componentes fitoquimicos presentes en la pulpa de
tamarindo como taninos, terpenoides y acido citrico que en nuestro estudio pueden
estar en bajas concentraciones ya que utilizamos la vena (Gupta et al., 2014).
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En un estudio realizado por Bbosa et al. (2007) en hojas secas de mango utilizando
una concentracion de 100 mg/mL en extracto etandlico Almedia et al. (2000) y
Pastrana-Puche et al. (2017) catalogan muy sensibles (15 mm) frente E. coli y
extremadamente sensibles (22 mm) frente a S. aureus y en extracto acuoso con
7mm reportado como resistencia frente E. coli y S. aureus. En nuestros estudios los
resultados no se obtuvieron inhibiciones frente a E. coli y S. aureus utilizando una
concentracion de 80 mg/mL. Estudios realizados por Doughari & Manzana (2008)
también utilizaron extractos de hojas secas con etanol-agua frente a S. aureus, S.
pneumoniae, S. typhi, , E. coli, S. flexnerri, E. faecalis, P. aerugenosa y B. cereus;
reportando una menor actividad utilizando una concentracion mayor de 250 mg/mL,
debido a diversos grados de solubilidad de los fitoconstituyentes y la actividad del
disolvente puede estar asociado con la presencia de aceites, cera, resinas, acidos
graso o pigmentos que son capaces de bloquear los ingredientes activos del extracto

la planta impidiendo que acceda a la pared celular.

Mientras que en un estudio previo de EI-Gied et al. (2012) en extractos etandlicos de
semillas de mango utilizando una concentraciéon de 5 mg/mL, Almedia et al. (2000) y
Pastrana-Puche et al. (2017) catalogan en sensibles de 11 y 10 mm frente C.
albicans, E. coliy S. aureus, y como resistente frente Bacillus cereus; en nuestros
resultados también obtuvimos resistencia en todos los extractos, debido a que las
semillas de mango pueden estar en altas concentraciones de fitoconstituyentes
como taninos, alcaloides, flavonoides, antraquinona, glucésidos y saponinas (El-Gied
et al., 2012).

En estudios de Gupta, Garg, & Gupta (2010) utilizando agua como solvente, realizd
extractos de pulpa inmadura de mango, Almedia et al. (2000) y Pastrana-Puche et al.
(2017) catalogan halos de inhibicibn como sensibles de 13 mm frente a S. aureus, 12
mm frente a Bacillus mycoides y Staphylococcus epidermidis, 11 mm frente a
Bacillus cereus y Listeria monocytogenes, 10 mm frente a M. luteus y Bacillus
subtilis, 9 mm frente E. coli y Enterobacter aerogenes y resistente de 8 mm frente a
Pseudomonas aeruginosa. En nuestros estudios el extracto acuoso de mango a
60°C obtuvé un promedio de halos de inhibicion de 5,66 + 5,77 mm considerado
como resistente, puede deberse a una mayor presencia de taninos y terpenos en
pulpa inmadura de mango que en comparacion a nuestro estudio se utilizé pulpa
madura (Gupta, 2010).

También Gupta et al, (2010) realiz6 extractos de etanol al 50% de pulpa inmadura de
mango, Almedia et al. (2000) y Pastrana-Puche et al. (2017) reportan halos de

inhibicibn como extremadamente sensibles de 26 mm frente a S. aureus, muy
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sensibles de 14, 15, 17 y 19 mm frente a Enterobacter aerogenes, Bacillus cereus, E.
coli, Bacillus mycoides, Bacillus subtilis y Staphylococcus epidermidis,
respectivamente; y sensible de 13 mm frente a Micrococcus luteus. Segun Gupta et
al., (2010) el disolvente etanol-agua es mas adecuado para extracciones maximas
de metabolitos, originando inhibicion por el solvente, por lo que las bacteria gram
positivas son mas susceptibles en comparaciéon con las gram negativas. En nuestro
estudio se utilizo el mismo disolvente a las tres temperaturas, donde se obtuvé un
promedio de 7,6 + 8 mm alcanzando inhibicion frente M. luteus, Almedia et al. (2000)
y Pastrana-Puche et al. (2017) catalogan como resistentes.

Gupta, Garg, & Gupta (2010) realizaron extractos de pulpa fresca de mango en
etanol al 50% utilizando una concentracion de 500 mg/mL, Almedia et al. (2000) y
Pastrana-Puche et al. (2017) reportan halos de inhibicion sensibles (13, 12 y 10 mm)
frente a Bacillus mycoides, S. aureus y M. luteus y resistencia (8 mm) frente a E. coli
y Pseudomonas aeruginosa Gupta, Garg, & Gupta (2010) menciona que no encontré
efectividad del extracto acuoso contra todas las bacterias alimenticias seleccionadas
que causan la descomposicion, con lo que concuerda con nuestros resultados en el
extracto acuoso a 60°C con halo de inhibicion de 5,66 + 5,77 mm no hay significativo
resultado Gupta, Garg, & Gupta (2010) menciona que el disolvente 50% de etanol es
mas adecuado para una extraccion de metabolitos activos, como también que las
bacterias gram positivas son mas susceptibles que las cepas gram negativas. En
nuestros resultados existe una actividad en la bacteria gram positiva M. luteus y
utilizando el disolvente etanol-agua (50:50 v/v), ya que la utilizacion de disolventes
organicos en la extraccion de compuestos antimicrobiano depende de la polaridad y
como por ejemplo el etanol no afecta de forma negativa su bioactividad contra

especies bacterianas o flngicas.
En la Figura 12, se muestra los halos de inhibicion obtenidos de los extractos de

mango a diferentes temperaturas los cuales estuvieron a una concentracion de 80

mg/mL en agua destilada estéril probadas frente a M. luteus.
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Figura 12. Halos de inhibicién de extractos de mango: etanol a 40°C (c) y 60°C (f); agua a
20°C (@), a 40°C (h) y 60°C (d); etanol:agua (50:50 v/v) a 20°C (g), 40°C (e) y 60°C (b)
frente a M. luteus.

Fuente: La autora

Elaboracion: La autora
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En el Anexo C, se muestran los resultados de los controles positivos empleados
para difusién en agar para cada cepas, se los clasific6 en sensible, intermedios y
resistentes de acuerdo al halo de inhibicién contra el microorganismo probado como:
S. aureus se comprob6 una sensibilidad para los tres antibidticos utilizados en el
trabajo; E. coli presenta sensibilidad para Ampicilina y Amikacina, en Gentamicina
una resistencia; E. faecalis se reporta una sensibilidad a Ampicilina, por otro lado
Gentamicina y Amikacina no reporta M100 (CLSI, 2017); M. luteus no se encontré
datos en el documento M100 (CLSI, 2017), sobre halos de inhibicién referenciales
para los antibiéticos, no obstante en el trabajo de Vaghasiya, Patel, & Chanda
(2011), la cepa Micrococcus flavus presenta sensibilidad con halo de inhibiciéon de 20
mm frente a Amikacina (10 pg), 37 mm frente a Imipenem (10 pg), 26 mm frente a
Tetraciclina (10 pg) y 21 mm frente a Ciprofloxacino (10 pg);. Ademas, para el hongo
levaduriforme C. albicans Maroszynska, Kunicka-Styczynska, Rajkowska, &
Maroszynska (2013) reportan una sensibilidad para Nistatina 100U comparado con
Nistatina 50 pg, El-Gied et al., (2012) catalogan extremadamente sensible (24 a 30
mm) contra Candida albicans y Aspergillus niger y resistencia para Voriconazol (1
Mg), corroborado por Pfaller et al., (2005), que obtuvo resistencia para las cepas C.
rugosa, C. lipolytica y C. zeylanoides.

3.1.1. Microdilucién en caldo

En el Anexo D, se manifiestan los resultados de los extractos de mango y tamarindo
frente a S. aureus, E. coli, E. faecalis y C. albicans de los cuales, no se evidenci6
actividad inhibitoria.

Los extractos de mango frente a M. luteus presentaron una actividad antimicrobiana,
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Holetz, Pessini, Sanches, Cortez, Nakamura, & Dias Filho (2002) reportan que para
extractos de plantas en los cuales toma los valores de CMI para evaluar la actividad
antimicrobiana si es inferior a 100 pg/ml es buena; de 100 a 500 ug/ml es moderada;
de 500 a 1000 pg/ml es débil; mas de 1000 pg/ml el extracto es considerado inactivo.
En los extractos etandlicos a 20°C, 40°C, etanol-agua (50:50 v/v) a 60°C y agua a
40°C y 60°C exhibieron una CMI de 4000 a 2000 pg/mL, los cuales son considerados
inactivos; por otro lado, los extractos etandlicos a 60°C y etanol-agua (50:50 v/v) a
20°C y 40°C presentaron una CMI de 1000 pg/mL, catalogada como débil. Los
extractos de tamarindo etandlicos a 20°C, 40°C y 60°C y etanol-agua (50:50 v/v) a
40°C y 60°C mostraron una CMI de 4000 pg/mL, considerados como inactivos
(Tabla 7).

Tabla 7. Concentracién minima inhibitoria (CMI) de extractos de mango y tamarindo
frente a cada microorganismo ensayado mediante el método de microdilucién en caldo.

Microorganismo: Micrococcus luteus ATCC® 10240™

Concentracién minima inhibitoria-CMI (ug/mL)

Solvente de Temperatura :
extraccion (°C) Mango Tamarindo
(MangiferaindicaL.) (Tamarindus indical.)
20 2000 4000
Etanol 40 4000 4000
60 1000 4000
20 1000 NI
Etanol-agua (50:50 40 1000 4000
VIV)
60 2000 4000
20 NI NI
Agua 40 4000 NI
60 2000 NI

NI: No produjo Inhibicién

Fuente: La autora

Elaboracion: La autora
En estudios de Bbosa et al., (2007) evalud los extractos etandlicos y acuosos de
hojas secas de mango frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa logrando valores de CMI de 5481,30 a 43750.00 pg/mL y
18750.00 a 87500.00 pg/mL utilizando una concentracion de 100 mg/mL,
respectivamente. Por otro lado, en el estudio de Doughari & Manzara (2008) evalu6
extractos metandlicos de las hojas secas de mango que obtuvé una CMI de 125000
pg/mL frente a Shigella flexnerri y 175000 pg/mL frente a Salmonella typhi. De
acuerdo a Holetz et al., (2002), catalogan la actividad antimicrobiana de los estudios
citados en inactiva, debido a la similitud de sus valores altos de CMI pues de

acuerdo al estudio de Doughari & Manzara (2008) estos valores indican la falta de
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eficacia de los extractos de las plantas frente a las bacterias utilizadas y/o en la
posibilidad que las bacterias tengan la capacidad de desarrollar resistencia contra los
extractos de plantas. Los estudios citados concuerdan con nuestros resultados se
obtuvieron en extractos etandlicos a 20°C, 40°C, etanol-agua (50:50 v/v) a 60°C y
agua a 40°C y 60°C exhibieron una CMI de 4000 a 2000 pg/mL. Estos resultados
puede deberse a que la actividad antibacteriana de los extracto de etanol posean
compuestos como alcaloides, antracenosides, cumarinas, flavononas, azucares,

taninos, esteroides y saponinas (Bbosa et al., 2007).

En los estudios de Gupta, Garg, & Gupta (2010), evalud los extractos etanodlicos
(50%) de la pulpa inmadura de mango (amchur), frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus obteniendo valores de CMI de 250000
pg/mL, 125000 pg/mL y 500000 pg/mL, respectivamente. De acuerdo a Holetz et al.,
(2002), los resultados del estudio se encuentran con valores elevados de CMI,
clasificandolos en un rango inactivo que concuerdan con nuestros resultados de los
extractos etanodlicos a 20°C y 40°C que mostraron una CMI de 2000 y 4000 pg/mL,
respectivamente. Estos resultados puede deberse a que las bacterias gram positivas
son mas susceptibles en comparaciébn que las gram negativas, debido a la
composicion quimica y la estructura de la pared celular de ambos tipos de
microorganismos (Gupta, Garg, & Gupta, 2010).

En un estudio previo Kabuki Nakajima, Arai, Ueda, Kuwabara, & Dosako (2000),
reportdé que el extracto etandlico de semillas de mango, Holetz et al., (2002)
catalogan una actividad antimicrobiana inactiva de acuerdo a su CMI 2500 pg/mL
frente a Escherichia coli O157:H7, Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium,
asimismo 1000 pg/mL es inactivo frente a Staphylococcus aureus; por otro lado 500
pHg/mL es considerado moderado frente a Bacillus cereus, finalmente 100 pg/mL y
<50 pg/mL se reportan como buenos frente a Campylobacter jejuni y Clostridium
botulinum, respectivamente. En el estudio de Doughari & Manzara (2008), menciona
que la actividad antimicrobiana con bajas concentraciones de CMI frente a las
bacterias representan que la planta tiene el potencial de tratar con eficacia cualquier
enfermedad que este asociada con los patdgenos involucrados. A su vez el estudio
Kabuki et al., (2000), sugiere que el extracto etandlico de semillas de mango es mas
eficaz para bacterias gram positivas, por el contenido de compuestos fitoquimicos
generando un efecto sinérgico, por el contenido de sus compuestos fitoquimicos, los
cuales tienen capacidad de penetrar a la membrana celular, interactuar con su

metabolismo y su material genético.

En el estudio de Gupta, Prakash, & Gupta, (2014) evalué el extracto acuoso (50%)
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de pulpa de tamarindo utilizando una concentracion de 500 mg/mL , de acuerdo a
Holetz et al., (2002) catalogan una actividad antimicrobiana considerada como
inactiva de acuerdo a su CMI de 500000 pg/mL frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, como también inactivo 100000 pg/mL frente a Micrococcus luteus;
la diferencia esta en que las bacterias gram positivas tienen la presencia de un alto
contenido de lipidos en las paredes celulares como por ejemplo la bacteria S. aureus
que contiene &cido teicoico en la capa de peptidoglucano, las cuales son inhibidas
por los extractos de tamarindo, por otro lado los compuestos fitoquimicos bioactivos
como: terpenoides, taninos y &cido citrico alteran la permeabilidad de la pared celular
causando dafio y, por lo tanto, muerte celular (Cowan, 1999; Gupta et al., 2014). Por
otro lado la membrana externa de bacterias gram negativas presenta una barrera a
la penetraciébn de numerosas moléculas de antibiéticos, y el espacio periplasmico
contiene enzimas, que son capaces de descomponer las moléculas extrafias
introducidas desde el exterior, proporcionando asi una mayor resistencia a ellas
(Gupta et al., 2014).

En estudios de Escalona (2011) en extractos acuosos de hojas secas de tamarindo
de acuerdo a Holetz et al., (2002) reportan como inactivo una CMI de 38000 a 75000
pHg/mL frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respectivamente; debido a
gue posee compuestos fendlicos en las hojas como: las flavonas vitexina, isotexina,
orientina y isoorientina. En este estudio se evidencid una correlacion entre el
crecimiento bacteriano y la concentracién de compuestos empleados para obtener
una inhibicién bacteriana, ademas se evidencio una dependencia de la cantidad
presente de compuestos fendlicos debido a sus mecanismos de accién en la
formacion de complejos solubles y extracelulares en la pared celular, asi propiciando
una alteracién en la composicién de la membranas y en el metabolismo de la célula
bacteriana. En nuestros estudios los extractos etanol y etanol-agua en tamarindo a
40°C y 60°C presentaron una CMI de 4000 pg/mL, como también a la temperatura

de 20°C reportandose como inactivos frente a M. luteus.

En el presente estudio Doughari, (2006) en extractos etandlicos de corteza de tallos
de tamarindo se catalogan como inactivos obtuvo valores de CMI 10000 pg/mL
frente Shigella flexnerri y una CMI 20000 pg/mL frente a Proteus mirabilis y
Staphylococcus aureus son catalogados como inactivos de acuerdo a Holetz et al.,
(2002).

El extracto etandlico se le puede atribuir su actividad antibacteriana por sus

componentes fitoquimicos tales como taninos, flavonoides y alcaloides siendo un

factor importante en corteza de tallo a diferencia de hojas por poseer menos
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pigmentos y otros compuestos fendlicos que interfieren en la actividad
antimicrobiana de los extractos. El uso de solventes como etanol, etanol-agua y agua
tienen diferentes efectos a la hora de extraer fitoconstituyentes debido a la
solubilidad o polaridad del solvente (Doughari, 2006).

Dorta, Gonzélez, Lobo, & Laich, (2016) menciona que utilizando los dos métodos in
vitro, no se observa una correlacion significativa entre ellas especialmente en
especies de levaduras, las cuales puede ser mas susceptibles o resistentes en el
ensayo de difusiébn en agar siendo diferentes en el método de microdilucion, lo cual
sugiere que el nivel de sensibilidad de las especies a los extractos esta condicionado
a las condiciones de cultivo. Por otro lado los valores altos de CMI indican que los
extractos de plantas son menos efectivos en algunas bacterias gram positivas o que
el organismo tiene el potencial de desarrollar resistencia a los antibiéticos, mientras
gue los valores bajos de CMI para otras bacterias son una indicacion de la eficacia
de los extractos vegetales (Doughari, 2006).

Se muestran los resultados de los controles positivos (Tabla 8) que se probaron
frente a las cuatro bacterias y el hongo levaduriforme, para categorizar sensibilidad,
intermedio y resistencia frente a los antibiéticos y antifingicos utilizados en el trabajo

los cuales fueron analizados con fichas bibliogréficas.

Tabla 8. Resultados de controles positivos para las diferentes cepas utilizando el método
de microdilucién en caldo.

. Categoria
gcl’):icr:sgtramon Interpretativo
Microorganismo inhibitoria Clasificacion Antibiético (ug/mL)
(Hg/mL) Referenciales
S I R

Micrococcus Gentamicina
luteus ATCC® 0,39 NR SR SR SR
10240™ (2 mg/mL) *
Escherichia
coli ATCC® 43888™ 039 S .

Gentamicina >
Staphylococcus (1 mg/mL) * <4 8 16
aureus subsp. aureus 0,39 S 9
ATCC® 25923™
Enterococcus Tetraciclina =
faecalis ATCC® 1,95 S <4 8 »
19433™ (5 mg/mL) * 16
Candida albicans Itraconazol
ATCC® 10231™ 25 R (Imgim) = <0125 NR =1
S: Sensible
R: Resistencia
I: Intermedio

NR: No Referencia

* M100, (CLSI, 2017),
** Arikan, (2007).
Fuente: La autora
Elaboraciéon: La autora
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De acuerdo con los datos expuestos por el documento M100 (Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility testing) de (CLSI, 2017) se realizd la
comparacion con nuestros resultados E. coli y S. aureus presentaron sensibilidad
frente al antibiético Gentamicina, mientras que para M. luteus no se encontrd datos
de sensibilidad o resistencia en el documento ya mencionado frente a Gentamicina y
E. faecalis presenté sensibilidad frente a Tetraciclina. En la levaduriforme C. albicans

se obtuvo resistencia contra ltraconazol.
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CONCLUSIONES

Los mejores rendimientos fueron en los extractos acuosos del subproducto de
mango y tamarindo a 60°C obteniendo un 53,66 g/mL y 36,51g/mL,

respectivamente.

Se determind que los extractos del subproducto de mango presentaron una

mayor actividad antimicrobiana a los de tamarindo.

Los extractos de mango etanol-agua (50:50 v/v) presentaron un promedio de
halos de inhibicién de 7,66 a 8 mm, considerados como resistentes.

Los extractos de mango etandlicos a 40°C y etanol-agua (50:50 v/v) a 20°C y
40°C presentaron una CMI de 1000 pug/mL frente a Micrococcus luteus, teniendo
actividad antimicrobiana débil, considerandolos un aporte significativo para el
desarrollo de ingredientes alimentarios.

Los extractos de etanol, agua y etanol-agua (50:50 v/v) de subproducto de
tamarindo no presentaron actividad inhibitoria frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus y C. albicans

mediante la técnica de difusion en agar.

Los extractos de tamarindo etandlicos y etanol-agua (50:50 v/v) a 40°C y 60°C
presentaron una CMI de 4000 pg/mL frente a Micrococcus luteus, considerado
con actividad antimicrobiana inactiva, considerandolos un aporte significativo

para el desarrollo de ingredientes alimentarios.
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RECOMENDACIONES

Para nuevas investigaciones se recomienda determinar los componentes
fitoquimicos de los extractos de mango y tamarindo.

se deberia de aprovechar de mejor manera los extractos de mango en la
industria alimentaria.

Utilizar otros solventes con otras polaridades para asegurar un mejor rendimiento
de compuestos fendlicos.

Probar los extractos a mayor concentracion y en cepas de interés alimentario.
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Anexo A. Determinacion del rendimiento de los extractos obtenidos a partir del

subproducto de mango y tamarindo

Mango (Mangifera indica L.)

Temperatura Extracto .
S(;Ing'([:?édne de extraccioén Sul‘)‘gim(jgu)cto So(lr\rl\(le_r)]te liofilizado Rend(lozm)lento
(°C) “b” (g)
20 11,5042 230 2,6818 23,31
Etanol 40 15,0073 300 3,4359 22,89
60 12,5011 250 2,9167 23,33
20 5,2505 105 1,0144 19,32
Etanol-Agua
40 6,0068 120 1,8913 31,49
(50:50 viv)
60 5,2545 105 2,6989 51,36
20 7,5007 150 0,9643 12,86
Agua 40 5,2506 105 1,2355 23,53
60 5,0059 100 2,6863 53,66
Tamarindo (Tamarindus indica L.)
Solvente de c;l’emperatgta Subproducto Solvente IE);FI(ac:jo Rendimiento
extraccion eextoracmon “a” (g) (mL) |c‘)‘|,|,za 0 (%)
O b” (9)
20 20,0677 325 3,2527 16,21
Etanol 40 20,0716 325 4,6047 22,94
60 20,0401 325 5,6417 28,15
20 20,1038 325 6,7187 33,42
Etanol-Agua
40 20,0463 325 5,3587 26,73
(50:50 v/v)
60 20,0026 325 5,6700 28,35
20 20,0450 325 3,8154 19,03
Agua 40 20,0683 325 3,2527 16,21
60 20,0584 325 7,3241 36,51

La formula aplicada para la determinacion del rendimiento es: % = (g)*loo

Dénde:

%= porcentaje de rendimiento.

a= peso inicial del subproducto (g).
b= peso del extracto liofilizado (g).
Reemplazando los valores obtenidos en el primer rendimiento es:

% Rendimiento = (

% Rendimiento = 23,31
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Anexo B. Método de Difusion en Agar: tamafio del halo de inhibicibn en mm de las cepas bacteriana frente a los extractos liofilizados de los
subproductos de mango y tamarindo. (3 repeticiones)
B1. Halos de inhibicion en solvente de extraccion etanol

Difusion en agar (mm)
Microorganismo Etanol
20 °C [Prom.|xDesv.Est. [40°C |Prom.|+Desv.Est.|60°C |Prom.|+Desv.Est.
_ Mango (Mangifera indica L.)
Micrococcus 7|7]6| 6,66] 057|7]|8]|7| 7,33 057|8|8|s| 8] 0
luteus ATCC® . , —
10240™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5{5] 5| o|s|s|s5] 5| o|s|s[s] 5| 0
Mango (Mangifera indica L.)
Escherichia 5|5|5] 5| o[5|5]5] 5| o|s5|5|5] 5 0
coli ATCC® 43888™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5[5] 5| o|s|s{s] 5| o|s|s{s] 5| 0
Mango (Mangifera indica L.)
Staphylococcus 5[5[5] 5] o[s[5[5] 5] o[s[5]5] 5] 0
aureus subsp. aureus , , —
ATCC® 25923 ™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5{5] 5| o|s|s{5] 5| o|s|s{5] 5| 0
Mango (Mangifera indica L.)
Enterococcus 5|5|5] 5| o|s|s{s5] 5| o|s|s{s5] 5| 0
faecalis ATCC® . , —
19433™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|s{5] 5| o|s|s|s] 5| o|s|s{s] 5| 0
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Mango (Mangifera indica L.)

Candida albicans ~ |5]5|5] 5] o[5[s][5] 5] o[5[5][5] 5] 0
ATCC® 10231™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|s|5| 5| o|s|s{s] 5| o|s|s{s] 5| 0
B2. Halos de inhibicion en solvente de extraccion agua
Difusion en agar (mm)
Microorganismo Agua
20 °C |Prom.|*Desv.Est.[40°C |Prom.|+Desv.Est.|60°C |Prom.|*Desv.Est.
Mango (Mangifera indica L.)
Micrococcus 5|5{5] 5| o|s|s|5] 5| o|s|6|6] 5,66] 0,57
luteus ATCC® : , —
10240™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5{5] 5| o|s|s{5] 5| o|s|s{5] 5| 0
Mango (Mangifera indica L.)
Escherichia 5|5|5] 5| o|s|s|5] 5| o|s|s{s5] 5| 0
coli ATCC® 43888™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5|5] 5| o[5|5]5] 5| o|s|5]5] 5 0
Mango (Mangifera indicaL.)
Staphylococcus 5[5[5] 5] o[s[5[5] 5] o[s[5]5] 5] 0
aureus subsp. aureus . . —
ATCC® 25923™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5{5] 5| o|s|s|s] 5| o|s|s{s] 5| 0
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Enterococcus

Mango (Mangifera indica L.)

) 5|5|5] 5| o[5|5|5] 5| o|5|5|5] 5 0
faecalis ATCC® , . —
19433 ™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|s[5] 5| o|s|s[s] 5| o|s|s{s] 5| 0
Mango (Mangifera indica L.)
Candida albicans 5(5]5] 5| 0|5]5]5] 5| NEEE 5| 0
ATCC® 10231™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5{5] 5| o|s|s{5] 5| o|s|s{5] 5| 0
B3. Halos de inhibicion en solvente de extraccion etanol:agua (50:50 v/v)
Difusién en agar (mm)
Microorganismo Etanol:Agua
20 °C |Prom.|*Desv.Est.|40°C |Prom.|+Desv.Est.|60°C |Prom.|*Desv.Est.
. Mango (Mangifera indica L.)
Micrococcus g|8|7| 7,66] 057|8|7]|8| 7.66] 057|8|8|s| 8] 0
luteus ATCC® , , —
10240™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5|5] 5| o|s|s{s5] 5| o|s|s{5] 5| 0
Mango (Mangifera indica L.)
Escherichia 5|5|5] 5| o[5|5]5] 5| o|s|5]5] 5 0
coli ATCC® 43888™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|5{5] 5| o|s|s|5] 5| o|s|s[s5] 5| 0

Staphylococcus

Mango (Mangifera indica L.)
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aureus subsp. aureus|5|5|5| 5| o|5|5|5] 5| o|5|5|5] 5
ATCC® 25923™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
55[5] 5] o[s[s[5] 5] ofs[5]5] 5|
Mango (Mangifera indica L.)
crieococcss  [STE[E] 5] o[sls[s] 5| o[sls[s[ 3|
19433 ™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
55[5] 5] ofs[s[s] 5] o[s|5]5| 5|
Mango (MangiferaindicaL.)
Candida albicans 5(5]5] 5 0[5[5]5] 5] 0/5[5]5] 5]
ATCC® 10231™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
5|s{5] 5 o|s|s|5] 5| o|s|s{s5] 5|
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Anexo C. Resultados de halos de inhibiciéon de controles positivos contra las cepas
estudiadas.

C1. Promedio tdesviacion estandar de antibiéticos y antimicéticos

Halos de inhibicién

: : Antibiotico _Hﬁ'lg's_d,e b +Desv. (mm)
Mlcroorganlsmo en disco Innipicion rom. Est. Referenciales*
(mm) S | R
8%”;2*;‘;:"3”& 25 25 25 0 NR NR NR
Micrococcus -
luteus ATCC® Ampicilina (1045 45 42 0 NR NR NR
gg'ﬁgg'g%l_m 28 28 28 0O NR NR NR
(Glgnﬁzg‘g’é”&ﬂ 12 12 12 0 215 13-14 <12
Escherichia Ampicilina (10
ol ATCOS 43888 ug)pBBLTM( 22 22 22 0 217 1416 <13
gg'ig‘;'g""BLm 20 19 195 070 217 14-16 <13
8%”&2;“'””6‘ 19 19 19 0 215 1314 <12
Staphylococcus -
aureus subsp. aureus An;péglll_rls(lo 43 43 43 0 229 NR =28
ATCC® 25923 ™ Hg) BEL
gg't‘;‘?'gasl_m 18 18 18 0 217 1416 <13
Gentamicina
(10 g) BBL™ 9 9 9 0 NR NR NR
Enterococcus L
faecalis ATCC® Ampiciina (10 5 55 5g 0 217 NR <16
19433™ Hg) BBL
Amikacina
(30 pig) BBL™ 6 6 6 0 NR NR NR
Nistatina (100
U) OXOID 16 16 16 0 215 10-14 SH
Candida albicans Ltd.
ATCC®10231™ Voriconazol
(1 ug) OXOID 77 7 0 217 14-16 <13
Ltd.
S: sensible
R: resistente
I: Intermedio
NR: No reporta
SH: Sin Halo

*M100, (CLSI, 2017) (antibiotico)
Maroszynska (2013) (antifingico)
Pfaller et al., (2005) (antifingico)
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C2. Halos de inhibicién en difusién en agar de antibidticos frente a Escherichia
coli ATCC®43888™

N‘\( “—Eccoll Qﬁ"*»

A 'acma “»

e

Halos de inhibicion respectivos por cada disco de antibiético empleado: de ampicilina

(10 pg) (a), gentamicina (10 pg) (b) y amikacina (30 pg) (c?, c?).

C3. Halos de inhibicién en difusién en agar de antibi6ticos frente a Micrococcus
luteus ATCC®10240™

Halos de inhibicion respectivos por cada disco de antibiotico empleado: ampicilina (10
ug) (a), gentamicina (10 pg) (b) y amikacina (30 pg) (c?, ¢?).

C4. Halos de inhibicién en difusion en agar de antibioticos frente a Staphylococcus
aureus subsp. aureus ATCC® 25923 ™




Halos de inhibicién respectivos por cada disco de antibidtico empleado: ampicilina

ampicilina (10 pg) (a), gentamicina (10 pg) (b) y amikacina (30 pg) (¢, c¢?).

C5. Halos de inhibicion en difusion en agar de antibiéticos frente a Enterococcus

faecalis ATCC® 19433™

Halos de inhibicion respectivos por cada disco de antibidtico empleado: ampicilina
ampicilina (10 pg) (a), gentamicina (10 pg) (b) y amikacina (30 pg) (¢, ¢?).

C6. Halos de inhibicion en difusion en agar de antibidticos frente a Candida albicans
ATCC® 10231™

Halos de inhibicién respectivos para cada disco de antimicético que se colocaron por
duplicado en cada caja de agar Sabouraud como: nistatina (100 U) (a) y voriconazol (1

Hg) (b).
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Anexo D. Concentraciones minimas inhibitorias de los extractos de mango y

tamarindo.
Concentraciéon minima inhibitoria-CMI (ug/mL)
Microorganismo Etanol Agua (EStg.ns%l-va/?/l)Ja Control
20°C_40°C_60°C_20°C_40°C_60°C_20°C_40°C_eo°c_ " ositivo
Mango (Mangiferaindica L.)
Escherichia NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
coli ATCC® 43888™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
Micrococcus luteus Mango (Mangiferaindica L.)
® ' 2000 4000 1000 NA 4000 2000 1000 1000 2000 0,392
ATCC®10240™ - - —
Tamarindo (Tamarindus indicaL.)
4000 4000 4000 NA NA NA NA 4000 4000 0,392
Staphylococcus Mango (Mangiferaindica L.)
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
aureus subsp. aureus - = —
ATCC® 25923 ™ Tamarindo (Tamarindus indicaL.)
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0,392
ENterococeus Mango (Mangiferaindica L.)
f lis ATCC® NA NA NA NA NA NA NA NA NA 1,95°P
aecalis - - ——
19433™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 1,95°P
Mango (MangiferaindicaL.)
Candida albicans NA NA NA NA NA NA NA NA NA 25¢
ATCC®10231™ Tamarindo (Tamarindus indica L.)
NA NA NA NA NA NA NA NA NA 25¢

NA: no activo a la dosis mas alta ensayada (4000 pg/mL).
Control positivo: Gentamicina 1 mg/ml 2, Tetraciclina 5mg /mL ®, Itraconazol 1 mg/ mL ©.
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