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RESUMEN

La inocuidad alimentaria tiene una gran importancia en el mundo, debido a los
incidentes globales que estadn asociados a las enfermedades transmitidas por
alimentos contaminados con patégenos. Por esta razon, la investigacion en
antimicrobianos naturales tiene una gran relevancia debido a la aportacion de
nuevas alternativas para eliminar la presencia de bacterias dafinas para la
salud. Las plantas son una importante fuente de compuestos con actividad
antibacteriana, entre ellos cabe resaltar a Capsicum annuum, de la cual se han
aislado los acidos cinamico, ferudlico, p-cumarico y caféico con actividad
antimicrobiana demostrada. El objetivo de este estudio fue evaluar por pruebas
microbiologicas, morfolégicas y microbiologia predictiva la actividad
antimicrobiana de compuestos presentes en extractos de C. annuum. Los
cuatro acidos analizados en este estudio presentan una baja solubilidad en
agua. Por esto ultimo, se decidié formar la sal sédica de estos compuestos y
probar para cada uno cinco concentraciones con el fin de observar si
mantenian sus propiedades antibacterianas contra los patégenos: Escherichia
coli O157:H7, tres serovariedades de Salmonella, y dos bacterias Gram
positivas, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. Al término de las cinéticas
se determiné una actividad correspondiente entre las formas de sal sddica y de
acido, y que mantuvieron la siguiente funcién antibacteriana: cafeato de sodio >
cumarato de sodio > ferulato de sodio > cinamato de sodio. El cafeato de sodio,
inclusive, logré eliminar las esporas de B. cereus. Estos resultados se
corroboraron por medio de micrografias electrénicas, las cuales mostraron en
la actividad bactericida un dafio en la pared celular que provocé que el
contenido de la misma saliera, produciendo la muerte de la bacteria; mientras
gue las concentraciones que tenian una actividad bacteriostatica mostraron un
alargamiento notorio de las células, pero sin pérdida de viabilidad. Se
realizaron pruebas de las sales sédicas adicionadas a un alimento (jugo de
carne), y retando con dos bacterias patdégenas, logrando su inhibicién, lo que
significa que las sales pueden tener una utilizacién practica en alimentos.
Finalmente se utilizaron la ecuacion de Gompertz y Gompertz modificado y las
curvas experimentales se ajustaron a ambos modelos. Se concluye que este
estudio refuerza la actividad antimicrobiana de las sales y acidos fendlicos, lo
que abre la posibilidad de usarlos en la preservacion de los alimentos.

VII



ABSTRACT

Food safety is of great importance in the world due to global events that are
associated with diseases transmitted by food contaminated with pathogens. For
this reason, research on natural antimicrobials is of great importance due to the
contribution of new alternatives to eliminate the presence of bacteria harmful to
health. Plants are an important source of compounds with antibacterial activity,
including Capsicum annuum. Some authors have isolated cinnamic acids,
ferulic, p-coumaric and caffeic with proven antimicrobial activity. The aim of this
study was to evaluate the kinetics of survival of six bacteria, in the presence of
compounds present in extracts of C. annuum. The four acids analyzed in this
study have a low solubility in water, so it was decided to form the sodium salts
of these compounds, which increased notably the solubility. Five concentrations
of each compound were tested against Escherichia coli O157: H7, three
Salmonella serovars, and two Gram-positive bacteria, Staphylococcus
aureus and Bacillus cereus. The kinetics of inactivation showed in
decreasing order the antibacterial efficiency : sodium cafeate> cumarate
sodium> sodium ferulate> sodium cinnamate. The sodium cafeate eliminated
the spores of B. cereus. These results were corroborated by electron
micrographs, which showed bactericidal activity. Damage of the cell wall and
membrane was observed causing the death of the bacteria; while the
concentrations that produced a bacteriostatic activity showed a remarkable
elongation of the cells, but without loss of viability. A challenge test were
conducted adding the sodium salts to a beef soup and challenging with two
pathogenic bacteria. Death of both bacteria was obtained when sodium
coumarate was present, while ferulate caused death of S. Gallinarum , which
means that the salts can be of practical use in food. Finally we used the
Gompertz equations to obtain equations that described the inhibition
phenomena. We conclude that this study reinforces the knowledge of the
antimicrobial activity of phenolic acids and their salts, which opens the
possibility for their use in food preservation.
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1 INTRODUCCION

Los incidentes globales provocados por enfermedades causadas por alimentos
son dificiles de estimar, pero en el 2000 han sido reportados alrededor de 2.1
millones de muertes en el mundo producidas por enfermedades diarreicas, una
gran proporcion de estos casos han sido atribuidos a alimentos y aguas
contaminadas, adicionalmente, la diarrea es la principal causa de malnutricion
en nifios y adolescentes. En paises industrializados, el porcentaje de personas
que sufre enfermedades producidas por alimentos por ejemplo los Estados
Unidos es del 30%, alrededor de 76 millones de casos resultaron en 325,000
hospitalizaciones y 5,000 muertes se estima que ocurren cada afio. (FAO,
2002).

Las enfermedades producidas por alimentos que son esporadicas,
frecuentemente no son reportadas, pero las epidemias producidas por
alimentos, pueden tomar proporciones masivas, por ejemplo en 1994 una
epidemia de salmonelosis que se encontraba en helados ocurrida en EU afecto
aproximadamente a 224,000 personas, en 1988 una epidemia de hepatitis A,
resultado del consumo de almejas contaminadas afecté a 330,000 individuos
en China. (FAO, 2002).

De acuerdo al Boletin Epidemiol6gico Nacional. En el afio 2008 y 2007 se
reportaron 43,000 casos de fiebre tifoidea en el pais y en el 2006 se
presentaron 36,000 lo cual significa que los casos aumentaron y se estabilizé la
cifra, esta enfermedad sigue teniendo importancia en nuestro pais por la
cantidad de casos que se presentan y la tendencia a la alza que ha tenido en
afos recientes. La fiebre tifoidea producida por S. Typhi es una enfermedad
exclusiva del hombre, el no ser posible reproducirla en ninguna otra especie
animal, hace dificiles los estudios experimentales sobre su patogenia. FDA
(2007).

Las bacterias entericas comprenden un grupo relativamente homogéneo que
se caracteriza fenotipicamente por lo siguiente: Gram. negativos, bacilos no
esporulados, no moviles o si lo son es por flagelos de insercion peritrica,
anaerobios facultativos, oxidasa negativa, con requerimiento nutricionales

relativamente simples y fermentan azucares con diversos productos finales.



Entre las bacterias entericas se encuentran especies patdégenas para el
hombre, animales y plantas también hay otras muy importantes desde el punto
de vista industrial. (Madigan,2004).

La Salmonella puede prosperar en muchos alimentos porque necesitan de muy
pocos requerimientos nutricionales y tiene la habilidad de crecer bajo
condiciones aerdbicas y anaerbébicas ademas de que pueden existir en
diversos rangos de pH y temperatura, son sensibles al calor, sin embargo
algunas serovariedades aisladas en huevo y carne exhiben cierta resistencia al
calor, la refrigeracién tampoco logra eliminarlas, algunas cepas pueden crecer

a temperaturas bajas-moderadas sobre los 4°C. (Miller,1993).

Aunque se sabe el rol que tienen tanto el agua como los alimentos
contaminados en las epidemias atribuidas a Escherichia coli O157. Solo en
afos recientes la industria de los alimentos a puesto nuevamente atencién en
E. coli 0157 por la alta morbilidad y mortalidad que a tenido en epidemias

producidos por alimentos, esté patégeno produce verotixinas. (Bell,2002).

Una amplia variedad de alimentos ha sido implicados en epidemias causadas
por E. coli 0157 en alimentos, entre los alimentos implicados en estas
epidemias son: derivados lacteos como quesos franceses, Camembert, quesos
hechos con leches sin pasteurizar: productos carnicos como hamburguesa,
carnes no asadas, salmon enlatado (Bell,2002). Los alimentos con bajos pH,
también han sido implicados en epidemias tales como el yogurt, jugo de
manzana sin pasteurizar. Reinders et al (2001) en estudios hechos para
observar la inhibicion que produce el acido caféico en jugo de manzana ha
realizado una hipétesis en la cual explica el porque de las epidemias asociadas
con jugos de manzana y sidra sin pasteurizar han ocurrido en octubre y
noviembre es por que el acido caféico en esas fechas decae de 1.3 mg/Kg a
0.1 mg/Kg en las manzanas. Es de suponer que un deficiente tratamiento
térmico una falla en las buenas practicas de manufactura en la produccion de
alimentos son la causa principal de las epidemias. Sin embargo la presencia de
algunos compuestos antimicrobianos pueden constituir una barrera adicional

para evitar la supervivencia de E. coli O157.



Existen algunas bacterias patdgenas que producen grandes pérdidas
econOmicas al sector alimenticio por la alta mortalidad que tienen en algunas
especies domesticadas, tal es el caso de Salmonella Gallinarum la cual
produce tifoidea en las aves acomparfiada por una alta mortalidad en aves de
corral de todas las edades ademas de que se han encontrado en pasados
ocasiones dentro de la cadena de alimentos y causado enfermedades en los
humanos (Barrow,1994). Las aves progenitoras y reproductoras juegan un
papel muy importante en la erradicacion de la enfermedad principalmente
afecta a gallinas domésticas y pavos, aunque también puede llegar a afectar a

patos, faisanes, pavo reales, gallina de Guinea y aves silvestres.(SSA.2008).

Otro microorganismo de importancia de veterinaria e industrial es Salmonella
Choleraesuis que ataca principalmente a los cerdos, en nuestro pais en el afio
de 2007 aun se mantenian siete estados en fase de erradicacion ya que se
habian presentado brotes, estos estados son: Chiapas, Distrito federal, Estado

de México, Guerrero, Morelos, Oaxaca y Tabasco (Sagarpa,2008).

También existen microorganismos Gram positivos que producen enfermedades
transmitidas por alimentos entre ellos se encuentra Bacillus cereus y
Staphylococcus aureus que a continuacion se presentan sus caracteristicas

principales:

Bacillus cereus es un microorganismo gran positivo aerdbico facultativo
esporiforme que causa enfermedad al consumir alimentos con esta bacteria.
Los alimentos que presentan mayor susceptibilidad son: la carne, vegetales,
pescado, salsa, pudin y sopas, resiste concentraciones de NaCl menores al 5%
y su intervalo de tolerancia de pH es de 6.1 a 7.5. (FDA, 2007).

Staphylococcus aureus es una bacteria esférica es un organismo gran positivo,
capaz de producir toxinas que tienen una alta resistencia al calor y que causan
enfermedades a los seres humanos. Los alimentos que estan involucrados son
productos avicolas, huevos, atin, papas, productos de panaderia que utiliza
crema pastelera, chocolates, sandwich, no es una bacteria termodurica,
mantiene una supervivencia a la temperatura de refrigeracion y es
osmotolerante. (FDA,2007).



1.1 Tecnologia de Barreras Multiples

La seguridad microbiana y la estabilidad ademas de la calidad sensorial y
nutricional es la base de la aplicacién de factores de conservacion combinados
(lamados barreras). Esto es verdad en la elaboracion de alimentos
tradicionales con barreras empiricas inherentes pero también aplica para los

nuevos productos (Leistner, 1995a).

Las mas importantes barreras utilizadas en la preservacion de alimentos son:
temperatura (alta o baja), actividad de agua, acidez, potencial redox,
conservadores y competitividad entre microorganismos. Sin embargo existen
mas de 60 potenciales barreras en los alimentos las cuales involucra la

estabilidad y/o la calidad del producto (Leinster, 1999a).

Algunas barreras podrian tener influencia en la seguridad y en la calidad de los
alimentos porque tienen propiedades antimicrobianas y al mismo tiempo le dan
sabor al producto. También las barreras podrian tener efectos positivos o
negativos en los alimentos dependiendo de su intensidad, por ejemplo es el pH
en salsas fermentadas el cual debido a la acidez deberia de inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas pero esta acidez afecta el sabor. Por esta
razon la tecnologia de barreras debe de conservarse en un intervalo optimo en

el que se debe considerar la calidad y la seguridad (Leistner, 1994a).

Para poder comprender el efecto de barrera se define como: El conjunto de
barreras combinadas deliberadamente las cuales proveen estabilidad
microbiana y calidad sensorial en el alimento ademas de tener propiedades
nutricionales. Esta tecnologia de barreras ayuda a proveer una calidad total en

el alimento y su aplicacion es muy extendida (Leistner and Gorris, 1994).

En los paises industrializados la tecnologia de barreras se aplica
principalmente en los alimentos minimamente procesados en los cuales se
aplica un calor muy suave o en productos fermentados. En los paises en vias
de desarrollo la aplicacion de la tecnologia de barreras para los alimentos
produce, estabilidad, seguridad, se conserva el sabor y el almacenamiento en
refrigeracion es de vital importancia especialmente en América latina con el

desarrollo de los alimentos minimamente procesados por la alta humedad de



las frutas. Sin embargo es de bastante interés que la tecnologia de barreras

esta emergiendo para los productos carnicos en china (Leistner,2000).

La preservacion del alimento implica que el microorganismo se encuentre en un
ambiente hostil y asi inhibir su crecimiento o disminuir su supervivencia o
causarle la muerte. La posible respuesta del microorganismo a este ambiente
hostil, determinara si sobrevive o muere. Para este es necesaria mas
investigacién, sin embargo recientes avances se han hecho para considerar la
homeostasis, estrés metabdlico, y la reaccion de estrés de los microorganismos
en relacidn con la tecnologia de barreras, ademas de incluir un nuevo concepto
de conservacion por multiobjetivos para tener una conservacion efectiva
(Leistner, 1995a).

Las principales tecnologias en la preservacion de alimentos pueden ser
clasificadas en aquellas donde el objetivo principal es la prevencion o la
reduccion del crecimiento microbiano (temperaturas bajas, reduccion de
actividad de agua , atmésferas modificadas, adicion de antimicrobianos), otras,
son aquellas que son inactivadoras de microorganismos (pasteurizacion,
esterilizacion, microondas, radiacion ionizante, alta presion hidrostatica )
también las hay para minimizar o prevenir la entrada de microorganismos a los
alimentos (manipulacibn aséptica del material de empaque ).Gould
(1995).Sofos (1998).

Todos estos factores y técnicas pueden inhibir o inactivar a los
microorganismos. Una de las herramientas que se utilizan para prevenir las
enfermedades producidas por alimentos contaminados son las sustancias
antimicrobianas, por tal motivo el presente trabajo esta encaminado al uso de

antimicrobianos naturales de los chiles.
1.2 Seleccién de los Antimicrobianos

No es facil seleccionar el antimicrobiano apropiado para un producto en
particular. ElI patbgeno o microorganismo deteriorador debe ser identificado en
primer lugar y que el posible sistema de conservacion debe ser evaluado por
modelos, generalmente la combinacion de estos conservadores quimicos y

otros métodos de preservacion son necesarios para la inocuidad del alimento



(Leistner, 2000). La seleccion del antimicrobiano depende de diferentes
factores primarios entre los cuales se incluyen: El espectro antimicrobiano, las
propiedades quimicas del antimicrobiano, las propiedades fisicoquimicas y la
composicion del alimento, ademas del tipo de preservacion o proceso y

almacenamiento del sistema usado. (Davidson, 2005).

Plantas y hierbas se han extraido aceites esenciales y de estos se han aislado
compuestos que contienen una larga numero de sustancias que son
consideradas como inhibidores de la actividad metabdlica de varias
microorganismos como bacterias, levaduras y que muchas de estas sustancias
han sido explotadas completamente Wilkins (1989) han reportado mas de 1340
plantas que son conocidas que tienen un potencial de componentes

antimicrobianos naturales A continuacién se muestran algunas estructuras:

8848

Acido cafécio Acido fertlico Acido cumarico Acido cindmico

Figura 1. Estructuras de algunos compuestos que tienen actividad antimicrobiana.

Los componentes antimicrobianos en plantas contienen fracciones de aceites
esenciales de estos, en diferentes partes como son las hojas (romero, salvia),
de flores y de botones de las flores(clavo), bulbos (Ajo, cebolla) y frutas
(pimienta) en el siguiente cuadro se muestran una lista de plantas, especias y
hierbas que son reportados que contienen productos antimicrobianos.
(Conner,1993).



Cuadro 1. Hierbas, plantas y especias con su respectivo componente antimicrobiano.

Planta, Componentes Cita bibliografica
hierba o
Especia
Ajo Disulfitos Grahan,1987
Canela Aldehido cinamico Sebti et al, 1994
Vainilla Vainillina Cerruti, 1996
Orégano Timol, Carvacrol Paster et al ,1990
Chiles Fenilpropanoides Dorantes te al 2000
Clavo Eugenol Cerruti, 1996

Estos componentes pueden ser letales para las células microbianas o

simplemente pueden inhibir la produccion de sus metabolitos ( Beuchant,1994).

Los principales componentes con actividad antimicrobiana en plantas, hierbas y
especias son los compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos,
aldehidos, cetonas, acidos e isoflavonides, estos componentes han sido
reportados con actividad antimicrobianos de los aceites esenciales depende de
la estructura quimica de los componentes y su concentracion, Shelef (1983)
menciona que los compuestos derivados del fenol simples y complejos son los
principales agentes antimicrobianos en los aceites esenciales de las especias.
Katayama y Nagai (1960) reconocen al eugenol, carvacrol, timol y vainillina
como componentes con actividad antimicrobiana en aceites esenciales de
plantas.

1.3 Componentes fenolicos

Los componentes fendlicos han sido utilizados como agentes antimicrobianos
desde 1867 como sanitizantes (Dadvison,2005). Algunos de estos derivados de
fenoles se encuentran en forma natural (polifendlicos, fenoles), Parabenos

(metil, propil y etil ester y el acido p-hidroxibenzoico) y en muchos paises son



permitidos el uso directo como antimicrobianos para alimentos. Antioxidantes
fendlicos, butirato hidroxitolueno (BHT), butirato hidroxianisol (BHA) son
aprovechados como antioxidantes en alimentos y evita la rancidez en grasas,
aceites y alimentos lipidicos( Shahidi,1995). Todos estos componentes han
sido identificados por su actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos,

virus y protozoarios.

1.4 El genero Capsicum

Una de las plantas de gran importancia dentro de la cocina mexicana son los
chiles, que pertenecen a la familia Solanaceae, genero Capsicum con dos
variedades C. annuum y C. frutescens y diversas variedades (C. annuum
conides),

C. annuum acuminat, C. annuum longum, C. annuum grossum, C. annuum
cabbreviatum, C. annuum ceraciforme); siendo estas las primeras plantas
cultivadas en México aun anteriores al maiz. Junto con éste y los frijoles forman

parte de la alimentacién campesina y popular tradicional ( De”Angeli,1994)

De un modo muy general puede decirse que se trata de plantas en su mayoria
anuales o semiherbaceas, de hojas alternas y flores pequefas, blancas,
verdosas o violaceas; el fruto es una baya por lo comudn alargada, cuya pulpa
tiene un sabor mas o menos picante. Los chiles no solamente rebosan historia
asociada a la comida, sino que de acuerdo a lo reportado por Cichewicz(1996),
diversos estudios de la farmacopea botanica de los habitantes de Mesoamérica
seflalan que los chiles se han incorporado a lo largo de la historia de este
pueblo a diversas preparaciones medicinales que se aplicaban a una gran
variedad de afecciones que incluian problemas respiratorios, dolores de oido,

garganta, entre otros.

Adicionalmente, se ha observado actividad antimicrobiana de extractos de esta
planta contra diversos microorganismos de importancia en alimentos. A este
respecto, Dorantes y col (2000). Empleando el método de difusiéon de agar,
comprobaron el efecto que los extractos de chile (C. annuum) habanero,

serrano 'y pimiento morron ejercieron sobre Listeria monocytogenes,



Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium y Bacillus cereus;
encontrando que dichos extracto inhibian el desarrollo de los cuatro
microorganismos y que de estos L. monocytogenes fue la mas sensible,

mientras que S .Typhimurium fue la més resistente.

Por orto lado la actividad de los compuestos fendlicos han sido probados en
varias bacterias, reconociendo que los microorganismos Gram positivos son
generalmente mas sensibles a estos compuestos. Los compuestos derivados
de los acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamicos estan presentes en forma
predominante en alimentos y plantas en forma natural. Los acidos cindmicos e
hidroxicinAmicos son los compuestos intermediarios en la sintesis de los
fenilpropanoides, comenzando con la fenilaanalina que se convierte en acido
cindmico, p-cumarico, caféico, feralico y sinapico, En el caso del acido caféico
es el 4cido hidroxicinamico predominante en muchas frutas. Esté compuesto
constituye el 75% del total de los &cidos hidroxicinAmico que se encuentra en
ciruelas, manzanas, chabacanos, zarzamoras, y jitomates. Sin embargo el
acido p-cumarico es el acido hidroxicinamico dominante en frutas citricas como
la pifia ( Shahidi and Naczk,1995).

El acido cinAmico e hidroxicinamico son también los compuestos intermediarios
en la sintesis de la capsaicina que se encuentra en diferentes variedades de
chile (Acero et al ,2005). La actividad antibacteriana de estos compuestos son
las bacterias Gram positivas como el caso de Listeria monocytogenes. Una de
las limitaciones en el uso de estos compuestos es la baja solubilidad que tiene

en sistemas acuosos.

1.5 Factores que influyen en la extraccion de ingredientes activos

(constante dieléctrica y fuerza ionica)

Muchas de las moléculas que se encuentran en las células, entre ellas las
macromoléculas como el DNA y las proteinas tienen una carga eléctrica neta.
Ademas de estas moléculas, la célula contiene abundantes iones pequefios,
tanto cationes como Na*, K* y Mg®*, como aniones como CI, HOPO3*. Todas
estas entidades con carga ejercen fuerza sobre las deméas. En una célula

siempre estan separadas por agua o por otras moléculas. La existencia de este



medio dieléctrico entre las cargas tiene el efecto de obstruir de las otras, esté
efecto se expresa afiadiendo a la ecuacion de la ley de Coulomb un namero sin

dimensién: la constante dieléctrica. (Van Holden,2002)

Toda sustancia que actué como un medio dieléctrico tiene un valor
caracteristico. Cuanto mas elevado es este valor mas débil es la fuerza entre

las cargas separadas y esta dada por la siguiente expresion matematica:
F = k(0192)/ €

A continuacion se mencionan las constantes dieléctricas del etanol, propanol,

metanol y agua.

Cuadro 2. Constante dieléctrica de algunas sustancias.

Compuesto Constante Dieléctrica
Agua 80.2
Metanol 32.7
Etanol 24.6
Isopropanol 19.9

Los polielectrolitos grandes como los acidos nucleicos y las proteinas, se
clasifican como macroiones, la interaccion de los macroiones se modifica
enormemente por la presencia en la misma disolucion de iones pequefios
como los de las sales disueltas. Cada macroion recoge sobre él una atmésfera
contraionica con abundantes iones pequefios con carga opuesta, y esta nube
tiende a ocultar a las moléculas unas de otras, una de las variables que afecta
este fendbmeno y que esta en funcion de la concentracion de los iones

pequefios, es la fuerza idnica. (Van Holde,2002).
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El efecto de obstruccion ayuda a explicar una observacion general relacionada
con la solubilidad de las proteinas, el aumento de la fuerza idnica (hasta un
determinado punto) aumenta la solubilidad e incluso el punto isoeléctrico.

La fuerza idnica esta representada por la siguiente expresion:
| = 0.5%, Miz{?

El aumento de las concentraciones hasta niveles muy elevados causa el efecto
opuesto. En soluciones salinas muy concentradas, gran parte del agua que
solvataria y ayudaria a solubilizar a la molécula de la proteina esta enlazada en
la capa de hidratacion de numerosos iones salinos, impidiendo una hidrataciéon

suficiente de las proteinas. (Van Holde 2002).
1.6 Microbiologia predictiva

La microbiologia predictiva es un campo de estudio que combina elementos de
la microbiologia, mateméticas y estadistica para desarrollar modelos que
describan y predigan mateméticamente el crecimiento o muerte de
microorganismos cuando se les somete a condiciones medioambientales
especificas (Whiting,1995).

La microbiologia predictiva esta basada en la premisa de que las respuestas de
poblaciones de microorganismos a factores medioambientales son
reproducibles y que por lo tanto es posible, interpolando entre puntos, predecir
el comportamiento de estos microorganismos para condiciones que no han
sido ensayadas Las condiciones medioambientales incluyen tanto a factores
intrinsecos (pH, aw, concentraciones de NaCl), como los extrinsecos

(temperatura o composicion gaseosa) (Ross y McMeekin,1994).

Se han propuestos varias clasificaciones de los modelos microbioldgicos. La
mas comunmente aceptada es la que diferencia en modelos de crecimiento y
modelos de inactivacion/supervivencia; y cada uno de ellos es categorizado a

Su vez en nivel primario, secundario y terciario.

Modelos de nivel primario: Describen los cambios en el numero de
microorganismos a lo largo del tiempo. Este modelo puede cuantificar unidades

formadoras de colonia por mililitro (UFC/ml), formacion de toxinas, productos
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metabdlicos, absorbancia e impedancia. En ellos una ecuacién matematica
describe el cambio de una respuesta a lo largo del tiempo y con un grupo de
valores de unos parametros determinados (Whiting 1995)

Modelos de nivel secundario: Describen la respuesta de parametros de los
modelos primarios a cambios en las condiciones medioambientales como son

la temperatura , pH, a,, (Whiting 1995).

Modelos terciarios: Son programas de ordenador que transforman los modelos
de nivel primario y secundario en programas de facil manejo para usuarios
finales del modelo, en la forma de software de aplicacidén y sistemas expertos.
Estos programas pueden calcular respuestas de los microorganismos a
condiciones cambiantes, comparar los efectos de diferentes o contrastar el

comportamiento de varios microorganismos (Whiting 1995).

1.7 Analisis estadistico

El Analisis de varianza de un factor somete a prueba la igualdad de las medias
de la poblacion cuando la clasificacion se realiza mediante una sola variable.
Por lo general, la variable de clasificacion, o factor, tiene tres 0 méas niveles (el
ANOVA de un factor con dos niveles es equivalente a una prueba t), donde el
nivel representa al tratamiento aplicado. El procedimiento de un factor permite
examinar las diferencias entre las medias utilizando mdultiples comparaciones.
El Andlisis de varianza de dos factores ejecuta un andlisis de la varianza para
someter a prueba la igualdad de las medias de las poblaciones cuando la
clasificacion de los tratamientos se realiza mediante dos variables o factores.
En el ANOVA de dos factores, los datos deben ser balanceados (todas las
celdas deben tener el mismo nimero de observaciones) y los factores deben
ser fijos.(Hayter, 1984)

El método de Tukey utilizado en el analisis ANOVA para crear intervalos de
confianza para todas las diferencias en parejas entre medias de los niveles de
factor mientras controla el nivel de significancia por familia en un nivel que
usted especifique. Es importante considerar el nivel de significancia por familia

al realizar multiples comparaciones, porque las posibilidades de cometer un
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error de tipo | para una serie de comparaciones son mayores que el nivel de
significancia para cualquier comparacion individual. Para contrarrestar este
nivel de significancia mas alta, el método de Tukey ajusta el intervalo de
confianza para cada intervalo individual, de manera que el nivel de confianza

simultaneo resultante sea igual al valor que se especifiquen.(Hayter, 1984)

El método de comparaciones multiples es un método de comparaciones
multiples diseflado para identificar los mejores niveles de factor, los
insignificativamente diferentes del mejor y los significativamente diferentes del
mejor. Se puede definir "mejor" como la media mas alta o la media mas baja.
Este procedimiento se utiliza generalmente como seguimiento a un ANOVA
para analizar con mayor precision las diferencias entre las medias de los
niveles.(Schilling,1990).

El método de diferencia significativa minima de Fisher se utiliza en el ANOVA
para crear intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas entre
las medias de los niveles de factores, mientras controla el nivel de significancia
individual para que permanezca en un nivel que se especifique.
Posteriormente, el método de Fisher utiliza el nivel de significancia individual y
varias comparaciones para calcular el nivel de confianza simultaneo para todos
los intervalos de confianza. Este nivel de confianza simultdneo es la
probabilidad de que todos los intervalos de confianza contengan la diferencia
verdadera.(Schilling,1990)
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2. JUSTIFICACION.

Bacterias Gram negativas como Salmonella enterica, serovariedades: Typhi,
Choleraesuis y Gallinarum, Escherichia coli O157:H7; asi como las Gram
positivas Bacillus cereus y Staphylococcus aureus se pueden asociar con el
hombre causando enfermedades transmitidas por los alimentos. Esto lleva a
pérdidas econdmicas muy serias, que plantean la necesidad de desarrollar en
los alimentos barreras naturales que eviten el establecimiento y la diseminacién
de los microorganismos patégenas que pudieran alcanzarlo. Las plantas
producen metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana que las
protegen de las infecciones, lo que se ha demostrado en Capsicum annuum, el
cual produce fenoles que contienen un anillo de benceno con uno o mas
radicales hidroxi, destacando los &cidos: caféico, ferulico, p-cuméarico y
cindmico. Sin embargo, estos acidos organicos presentan una baja solubilidad
en medio acuoso, lo que hace necesario el preparar sus derivados en forma de
sales e investigar si conservan sus propiedades antimicrobianas. Ademas, es
necesario analizar la actividad antibacteriana a través del tiempo, para lo cual
se deben desarrollar cinéticas de supervivencia o muerte, que permitan
conocer si las bacterias sufren efectos bactericidas, bacteriostaticos o ninguno
del todo. Esto dltimo, también puede corroborarse siguiendo métodos
predictivos, que permitan determinar el comportamiento de las bacterias
patdgenas frente a estos compuestos. Una de las herramientas para dilucidar
el dafio que sufre una estructura bacteriana es por medio de la micrografia de
transmision electrénica, con las que se puede correlacionar el sitio blanco de
los compuestos analizados. Una vez que los compuestos aislados han
demostrado sus propiedades, se deben establecer las condiciones que
permitan obtener extractos activos de C. annuum y saber si comparten sus
propiedades antimicrobianas con los compuestos aislados, para finalmente
probarlos en un alimento. Por estos motivos, en esta investigacion se
pretenden caracterizar las propiedades antimicrobianas de los compuestos

aislados y extractos de C. annuum.
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HIPOTESIS

El aumento de la solubilidad de los acidos cinamico e hidroxicinamicos, sin
recurrir a alcholes, mediante la formacion de sus sales, permitira el estudio de
las cinéticas del efecto inhibitorio sobre bacterias patégenas, y su validacion en

un alimento.
OBJETIVO GENERAL

= Evaluar por pruebas microbiolégicas, morfolégicas y microbiologia
predictiva la actividad antimicrobiana de compuestos presentes en forma

natural en extractos de Capsicum annuum.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Preparar las sales sédicas de los acidos: cinamico, ferulico, p-cumarico y
caféico, que estan presentes en forma natural en extractos de

C. annuum.

» Elaborar cinéticas de crecimiento, supervivencia y/o muerte de seis
bacterias patdgenas: Salmonella enterica serovariedad Typhi,
Salmonella enterica serovariedad Gallinarum, Salmonella enterica
serovariedad Choleraesuis, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus
aureus y Bacillus cereus al estar en presencia de los compuestos de C.

annuum.

= Determinar los factores biol6gicos de la interaccion bacterias patégenas
compuestos de C. annuum por microbiologia predictiva, aplicando las

ecuaciones de Gompertz y Gompertz modificada.

» Observar alteraciones en la ultraestructura de bacterias Gram positivas y
Gram negativas que son expuestas a cinamato, ferulato, cumarato y

cafeato.

=  Obtener extractos de chile utilizando diferentes valores de fuerza iénica

y constante dieléctrica y determinar su actividad antimicrobiana.

» Realizacion de pruebas de reto microbiano en un alimento, empleando

bacterias de importancia en la salud humana y animal.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Preparacion de las sales del acido cinamico, acido ferulico , cuméarico

y caféico

Para conseguir la solubilidad de los compuestos con actividad antimicrobiana,
se prepararon las sales de los acidos correspondientes, haciendo reaccionar la
cantidad estequiométrica de los acidos: caféico, p-cuméarico (SIGMA, Rockville,
Maryland, USA), ferdlico, trans-cindmico (Aldrich, Saint Louis, M.O, USA) con
hidroxido de sodio (Fermont,Monterrey México). Al término de la reaccion se
midio el pH de la solucién resultante, obteniéndose un valor en el intervalo de 7
a 7.5. Para cada sal se prepararon soluciones a concentraciones de: 1, 0.8,
0.6, 0.4, y 0.2%, en volumenes de 50 mL de caldo soya tripticaseina (TSB)
(Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA). El &cido ferdlico y cumarico se
prepar6 también a concentracién de 0.2,0.4,0.6,0.8 y 1% pero la solucion se
hizo en 1ml adicionando etanol de tal manera que quedara al 2% en el volumen
de 1 ml.

4.2 Bacteria'y Condiciones de cultivo

La cepa de E. coli 0157, Salmonella Gallinarum, Salmonella Choleraesuis,
Salmonella Typhi, Bacillus cereus asi como Staphylococcus aureus fueron
obtenidas del cepario del laboratorio de bacteriologia médica de la Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas, Instituto Politécnico Nacional, México. La
bacterias se conservaron en TSB con glicerol al 30% y a -70° C. Cada mes se
propagd en agar soya Yy tripticaseina (Becton Dickinson, Sparks, Maryland,

USA) a partir de donde se realizaron los experimentos.

4.3 Efecto de la sales del acido cinamico e hidroxicinamico, acido ferualico
y p-cumarico en curvas de crecimiento de E. coli O157, Salmonella Typhi,
Salmonella Choleraesuis, Salmonella Gallinarum, Bacillus cereus vy

Staphylococcus aureus

Para evaluar la actividad antibacteriana de las cuatro sales sobre las 6

bacterias, disefiamos para cada una de las bacterias un experimento de reto en
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5 concentraciones diferentes de las sales y los correspondientes testigos sin
sales. La metodologia utilizada consistié en preparar para cada sal 6 matraces
con 50 ml de TSB, uno que correspondié al testigo y los restantes con las
concentraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1%. Posteriormente, cada matraz fue
inoculado con 10upl de un cultivo fresco de 24h de incubacion del
microorganismo (E. coli 0157 ,Salmonella Gallinarum Salmonella Choleraesuis,
Salmonella Typhi, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus) que fue ajustado a
la turbiedad del tubo 0.5 del nefelometro de McFarland. Los matraces
inoculados se incubaron a 37°C, a cada matraz se le realizd un recuento
bacteriano por medio de la técnica de Miles and Misra (1938), tomando
alicuotas de 100 pl por triplicado a las 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48horas, realizando 8
diluciones en tubos que contenian 900 pl de agua destilada estéril. De cada
dilucién se aplicé un inéculo de 10 ul en una placa de agar soya tripticaseina y
se incubaron a 37° C por 24h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé
la cuenta de unidades formadoras de colonias (UFC). Los experimentos fueron
hechos por triplicado. Con los logaritmos del nimero de bacterias obtenidas en
cada ensayo, se construyeron las cinéticas de supervivencia/muerte con
respecto al tiempo para cada &cido y para cada concentracién probada. Al
finalizar la cinética se tom6 una alicuota de 100 ul y se colocd en un tubo con
caldo soya tripticaseina y se incubd por 24h a 37°C a continuacion se tomaron

10 pl del tubo y se sembraron en caja petri y se incub6 por 24h.
4.4 Estimacion de los parametros de las curvas obtenidas

Cuando se observo el crecimiento del microorganismo y de acuerdo con lo
reportado por Zwietering et al (1990) se consideraron tres zonas de la curva
que corresponden a la fase Lag, fase Log y la de maximo crecimiento. DE
estas tres zonas se estiman los parametros biolégicos don de A (maximo
crecimiento, A (duracién de la fase Lag) y p Velocidad de maximo crecimiento).

Este valor corresponde al punto de inflexién de la curva. Figura .2
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Log(N/No)
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Figura 2. Curva de crecimiento microbiana

Por otra parte, en el caso de las curvas de supervivencia y muerte bacteriana,
se consideraron tres zonas de la curva de inactivacion que fueron la velocidad
de reduccion del microorganismo (b), la fase de desaparicion (A) y el menor

valor de la asintota (C) mismos que se muestran en la figura 3.

LogN/No) b ] A

Tiempo

Figura 3. Curva de inactivacion microbiana con los parametros bioldgicos..

4.5 Aplicacion de las ecuaciones de Gompertz y Gompertz modificado

para describir lainhibicion observada

Con objeto de obtener el modelo matematico que describe las curvas de
crecimiento, los parametros bioldgicos se transformaron los términos a,b y ¢ de
la ecuacion de Gompertz. La transformacion se realiza considerando las

siguientes relaciones matematicas:
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a=A
b=1+(u*NA)
c = (b-1)/A

Que corresponden a los coeficientes de la ecuacion de Gompertz que es la

siguiente:
y = a*exp(-exp(b-c*x))

donde y=log(N/No) y x = tiempo (Buchanany col.1989)

Para el caso de las curvas de supervivencia, se realiz6 el mismo
procedimiento, pero en este caso se Uutiliza la ecuacion de Gompertz

modificado.
y = c* exp(-exp(a+b*x))-c*exp(-exp(a))
donde y=log(N/No) y x = tiempo (Yamamoto et al, 2007)
Donde a= Inicio de la curva muerte.(tiempo)
b= Velocidad de muerte en el punto de inflexién.
¢ = Menor valor de Log (N/No)

Finalmente y para obtener el modelo se procedid a alimentar al paquete
estadistico Statgraphic ® Plus 5.1 con los coeficientes estimados, para que el
programa arroje tanto los coeficientes de la ecuacion de Gompertz con mejor
ajuste a la grafica correspondiente. Con estos coeficientes calculados
estadisticamente por el programa, recalculamos los pardmetros bioldgicos,

siendo estos los resultaos finales.

4.6 Analisis estadistico de los resultados (comparacion del

comportamiento entre bacterias y sales)

Para realizar el andlisis de varianza de una sola via y la comparacion multiple
de Tukey con valores de p<0.05 se us6 el software MINITAB® 15, el

tratamientos estadistico fue realizado a log de UFC/ml del crecimiento
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microbiano a las cepas de E. coli 0157, S. Typhi, S. Choleraesuis, S.
Gallinarum, S. aureus y B. cereus a cinco concentraciones de acidos y sales
fendlicas con tres replicas y posteriormente se promediaron las replicas para

realizar el analisis.

4.7 Analisis de la ultraestructura de bacterias sometidas a tratamiento con
diferentes fenilpropanoides por microscopia electrénica de transmision
(TEM)

Debido a que este ensayo requiere un paquete celular grande, se sembraron 2
ml de la suspensién de E. coli 0157 y Salmonella Gallinarum y S. aureus
ajustada al tubo 0.5 del nefelémetro de McFarland en 20 ml de TSB adicionado
de cada uno de los diferentes fenilpropanoides (Sal del acido cinamico, acido
p- cumarico, acido ferudlico y acido caféico) a las concentraciones de 0.6% y
1%, y se incubaron a 37°C. Se tomaron alicuotas de 1.5 ml cada 2 h hasta
llegar a 10h, y una alicuota final a las 24 h. Cada muestra fue centrifugada a

6000 rpm durante 5 min.

Las muestras se fijaron con glutaraldehido (Electronic Microscopy Science-
EMS; Washington,USA) al 2.5% en regulador de fosfatos (pH 7.3) durante 1
hora y se lavaron 3 veces con la solucion reguladora. Después se fij6 cada
muestra con tetradxido de osmio (EMS; Washington,USA) al 1% en el mismo
regulador por 1 hora. A continuacion cada muestra se lavd con soluciones
crecientes de etanol-agua al 40-90% por 10 minutos y finalmente con etanol al
100% (tres cambios de 10 minutos cada uno). Finalmente, las muestras en
mezclas de resina Epon-6xido de propileno (EMS; Washington,USA) 1:2, 1:1y
3:1 durante 2h cada una. Finalmente incluir en resina Epon al 100% con dos
cambios de 2 h c/u. Se identifican las muestras y se incubaron por 24h a 60°C

para la polimerizacion de la resina.

Las muestras polimerizadas se cortaron con un Ultramicrotomo Marca Leica
Modelo Ultracut UCT, se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo
y se examinaron bajo el microscopio electrénico de transmision Marca Jeol
modelo JEM 1010 a un voltaje de aceleracion de 60 Kv, Akishima, Japan.
(Bozzola,1991).
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4.8 Metodologia para la obtencién de los extractos con disolventes

Se obtuvieron los extractos de chile serrano y chile guajillo, a continuacién
peso y se molié 20g de chile, luego se adicion6 80 ml de agua a la licuadora
del termomix y se calent6 a 70°C por 2 min., a continuacion se adiciono los 20g
de chile al termomix y se licu6 a 70°C por 3 min. Posteriormente la solucion se
colocd en un vaso de precipitado y se adicion6 80 ml del solvente y se dejo
reposar por 1 h. A continuacién se coloco el extracto alcohdélico en un matraz
para el rotavapor, y se evaporo el solvente hasta eliminarlo, finalmente, se

almaceno el extracto a -80°C.

4.9 Pruebas de supervivencia de bacterias en medio de cultivo TSB

adicionando extracto de chile

Para el caso de los extractos de chile se toman 10 ml del mismo y se realizaron
diluciones sucesivas del extracto a continuacion se inoculé de tal manera que
tengamos 10° bacterias, finalmente se toman muestras al inicio de la

inoculacion y a 24h de las misma.
4.10 Pruebas de supervivencia de E.coli O157 y S. Gallinarum

En esta prueba de reto microbiano se utilizaron las sales sodicas en un
alimento y como nutriente se utilizé jugo de carne previamente cocida para
tener un volumen final de 50 ml a continuacion se inocul6 y se tomaron
muestras en el momento de la inoculacién, a las 24 h y 48h. El jugo de carne
se preparo de la siguiente manera: Se pesé 250g de carne magra, 500g de
agua y 5g de sal refinada cocinada por 5 minutos en olla Express domeéstica.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Efecto de la formacion de las sales y el pH del medio en la solubilidad
de los compuestos en los grupos ionizables de los acidos cinamico e

hidroxicindmicos

La falta de la solubilidad de compuestos con accion antibacteriana, en sistemas
acuosos, como son la mayoria de los alimentos, limita notablemente su difusion
y por lo tanto su funcion protectora En el siguiente cuadro se puede observar la

solubilidades de los acidos en medio acuoso obtenidos a 23°C. Cuadro 3.

Cuadro 3. Solubilidades de los &cidos ferulico,caféico,cumarico y cindmico en agua.

Compuesto Solubilidad (%)

Acido ferdlico 0.008

Acido caféico 0.008
Acido cumarico 0.008
Acido Cinamico 0.5

Es por eso que se procedio a formar las sales de los acidos cindmico, ferdlico,
cumarico, y caféico y se observé un aumento notorio de la solubilidad, de

menos de 0.1 a mas de 5% en todos los casos. Cuadro 4

Cuadro 4. Maximas solubilidades obtenidas en las sales sédicas a 23 °C.

Compuesto Solubilidad (%)
Ferulato de sodio 3.42
Cafeato de sodio 4.40

Cumarato de sodio 5.98
Cinamato de sodio 4.47
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Es de gran importancia la disociacion de los acidos organicos que actian como
antimicrobianos por ejemplo el benzoato y el sorbato se utilizan en forma de
sales por que son mas solubles y su efectividad es mayor cuando no estan
disociados ( el benzoato de sodio tiene un porciento de disociacion de 93.5% a
pH 3, y del sorbato del 58.2% a pH 3), sin embargo en las moléculas de
estudio de nuestro trabajo se tienen dos grupos funcionales importantes, el
grupo carboxilo y el grupo hidroxilo, entonces se calcularon el % de no
disociacion los grupos funcionales de los acidos hidroxicinamicos a pH 7 ya
que las pruebas se realizaron a ese pH, entonces empleando la ecuaciéon de
Henderson-Hasselbalch y teniendo los valores de pK se calculd la proporcion
del carboxilo disociado y en los hidroxilo(s) no disociados de los acidos ferulico

cumarico y caféico.
pH= pK 4 + log (base)/acido

En el caso del acido caféico, por contener dos hidroxilos también se calcul6 la
proporcion del segundo hidroxilo no disociado. La proporcion del anion
carboxilo en los cuatro 4cidos es mayoritaria, igual o mayor del 99%, por lo que
debe considerarse cuando se trata de explicar mecanismos. En el caso de los
hidroxilos de los &cidos fendlicos, los hidroxilos no disociados constituyen mas

del 96% a pH=7, en todos los casos. Cuadro 5.

Cuadro 5. Porciento de disociacién de los acidos cinamico, ferdlico, p-cumarico y caféico a pH
7

Carboxilo Hidroxilos no
. disociado (%) disociados(%)
Acidos Valores de pKj,
pH 7
Cinamico 4.21 99.8 -
Ferulico 4.45,8.5 99.7 96.9
P-cumarico 4.57,8.7 99.4 96.9
Caféico 4.45,8.64,2.5 99.7 97.6,99.9
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Dado que la proporcion de forma disociada de los acidos (anion) es mayoritaria
a pH=7, para los cuatro compuestos activos, nos referimos a ellos como
cinamato, ferulato, cumarato y cafeato. La razén de evaluar la
supervivencia/muerte de las bacterias patdgenas a un pH neutro es que la
mayoria de las epidemias en que se involucra a E. coli 0157 y Salmonella spp.
han sido causadas por la ingestion de carnicos, y lacteos con valor de pH méas
cercanos a la neutralidad (entre 5.5 y 7) aunque Escherichia coli O157:H7

puede sobrevivir en jugo de manzana con pH entre 3.2 a 5.0 (Wen et al, 2003).

5.2 Comparacion de la actividad antibacterial de las sales sodicas de
cinamato, ferulato, cumarato y cafeato en E.coli 0157, S. Gallinarum, S.

Typhi, S. Choleraesusis, S. aureus y B. cereus

En reportes previos sobre la actividad antibacteriana de los acido fendlicos son
frecuentemente contradictorios, porque se utilizan diferentes metodologia
experimentales, composicion del medio y una limitada solubilidad de los acidos
fendlicos son responsables de los resultados contradictorios de la actividad
antibacteriana de estos compuestos (Wen et al, 2003). Se puede observar una
pequefia actividad o ninguna actividad cuando se utilizan placas de agar,
donde la solubilidad es pobre. En el presente trabajo no se observaron

problemas de solubilidad durante la formacion de la sal.
5.3 Efecto del cafeato de sodio

A continuacion se muestran los resultados de cafeato de sodio retado con

distintos microorganismos.
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Fig. 4. Cinética de supervivencia de 6 bacterias patdgenas expuestas a diferentes

concentraciones de cafeato de sodio (1 % —&—; 0.8 % ;0.6 % —=; 0.4% —*;
0.2 % —®: control —%). Las curvas se realizaron por triplicado. A) - Escherichia

coli 0157:H7; B) - Salmonella Typhi; C) - Salmonella Gallinarum; D) - Salmonella

Choleraesuis , E) S. aureus., F) B. cereus.



Para el caso del cafeato de sodio (figura 4) se observaron diferencias
significativas en la inhibicibn de Escherichia coli 0157 y de Salmonella
Gallinarum causadas por la presencia del cafeato de sodio en el medio. E. coli
0157 no se vio afectada en la concentracion de cafeato al 0.2%, en cambio
Salmonella Gallinarum mostr6 una disminucion drastica en el numero de
células vivas en las primeras 4 y 8 h de la misma concentracion de cafeato. A
las 12h se obtuvo una completa inhibicion, no detectdndose células vivas. Para
S. Typhiy S. Gallinarum se tuvo una inhibicion total de las bacterias a todas las
concentraciones. Para el caso de S. aureus el cafeato inhibié completamente a
esta bacteria en todas las concentraciones y para el caso de B. cereus la
inhibicién va desde la concentracién de 1 a 0.4% por lo que se puede decir que
afecto tanto a la forma vegetativa como a la forma esporulada de este
microorganismo, asi que afecta este compuesto tanto a bacterias Gram.

positivas como a bacterias Gram. negativas.

En la figura 4 se muestran las curvas de muerte de Salmonella Gallinarum
comparadas con el testigo (sin cafeato) se puede observar que a
concentraciones de 0.8% y 1% la muerte de todas las células se consiguio en

8h y 12h respectivamente.

El &cido caféico es el acido hidroxicinamico predominante en muchas frutas, es
el constituyente principal y aproximadamente el 75% del total de &cidos
hidroxicinamicos presentes en ciruelas, manzanas, chabacano, zarzamoras.
Ademas también se encuentra en el chile Sal Luis en concentraciones de 0.1%

en peso en base seca (Acero et al 2005).

La concentracion del &cido caféico durante los meses de Julio sonde 1.3g/kg a
0.13 g/kg disminuyen hasta 0.1g/kg (0.01%) en el mes de octubre cuando la
fruta esta madura. Es de suponer que los efectos inhibitorios del acido caféico
puede explicar por que la mayoria de las epidemias causadas por E.coli 0157
en jugo de manzana sin pasteurizar suceden entre los meses de octubre y
noviembre (Reinders et al 2001) cuando la concentracién del acido caféico

decae a concentraciones< 0.01%.

El 4cido caféico tiene actividad antibacteriana a concentraciones de 0.25%

cuando es analizado el caldo utilizado la técnica de micro placas e incubadas
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por 24h es reportada por Wen et al (2003). Acero et al 2005 demostro que la
actividad antibacteriana de los fenil propanoides, el acido caféico tenia mayor

efectividad en reducir la poblacion de Listeria monocytogenes.

Un resultado similar fue obtenido en esté trabajo después de 24h de incubacion
con E. coli 0157 y Salmonella Gallinarum. Aunque el 4cido caféico muestra
una actividad antibacteriana y esporostatica (Bowles and Miller, 1994), todavia

no ha sido aprobado como un aditivo en alimentos todavia.

A continuacidon se presenta el analisis estadistico y un ejemplo de como se

realizaron los andlisis de los resultados obtenidos con cafeato de sodio :

Resultados para: E. coli 0157 Cafeato de sodio

ANOVA unidireccional: Test Testigo, 1%, 0.8%, 0.6%, 0.4%, 0.2%

Fuente GL SC MC F P
Factor 5 301.51 60.30 14.54 0.000
Error 36 149.31 4.15

Total 41 450.81

S = 2.037 R-cuad. = 66.88% R-cuad. (ajustado) = 62.28%

Nivel N Media Desv.Est.

Test E. COLI 0157 7 7.531 2.553

1% 7 1.021 1.761

0.8% 7 1.076 1.842

0.6% 7 1.086 1.858

0.4% 7 1.851 1.838

0.2% 7 6.166 2.245
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel i e Fomm— = Fomm— = Fo—————=

Test E. COLI 0157 (==———- A )

1% (===-- e )

0.8% (————- e )

0.6% (=———- Hmm )

0.4% (————- e )

0.2% (=————~ Kmm )
——tm—— - fom— Fom— o
0.0 2.5 5.0 7.5

Desv.Est. agrupada = 2.037

Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones en parejas

o

Nivel de confianza individual = 99.52%

Se restd Test E. COLI 0157 a:

Inferior Centro Superior Fomm = tomm—————- Fmmm Fomm



13 -9.782 -6.511 -3.239 [F— S )
0.8% -9.727 -6.456 -3.184 [ [ — )
0.6% -9.717 -6.445 -3.174 (==——— *mmmee )
0.4% -8.952 -5.681 -2.410 [E— P )
0.2% -4.637 -1.366 1.906 [ Kommoo )
fommm R R e
-10.0 -5.0 0.0 5.0

Se restd 1% a:

Inferior Centro Superior Fom tmm—————— o —— b
0.8% -3.216 0.055 3.326 (==—-- Kmmm )
0.6% -3.206 0.065 3.336 (-———- *mmm )
0.4% -2.442 0.830 4.101 (====== Koo )
0.2% 1.874 5.145 8.416 (==—=—- Kmmm )
fom fom fom fomm——————
-10.0 -5.0 0.0 5.0
Se restd 0.8% a:
Inferior Centro Superior o e ———— o —_—— e ——
0.6% -3.261 0.010 3.281 (==—=———-— K )
0.4% -2.497 0.775 4.046 (——=———- [ — )
0.2% 1.819 5.090 8.361 (————- e )
fomm - fomm - fom - fomm
-10.0 -5.0 0.0 5.0
Se restd 0.6% a:
Inferior Centro Superior o B e e
0.4% -2.507 0.765 4.036 (-————-— Kmmm )
0.2% 1.809 5.080 8.351 (-———- Amm )
fom fom fom fomm
-10.0 -5.0 0.0 5.0
Se restd 0.4% a:
Inferior Centro Superior tom—————— e —————— o ——— e
0.2% 1.044 4.315 7.587 (-—=——- . )
fom fom fom fomm
-10.0 -5.0 0.0 5.0

Andlisis del efecto del cafeato de sodio sobre E.coli 0157

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal de 1%, 0.8%,
0.6%, 0.4%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria E. coli O157. La
concentracion de 0.2% no hubo inhibicion significativa. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.
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Andlisis del efecto del cafeato de sodio sobre S. Typhi

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en todas las concentraciones, fue inhibida la
bacteria. El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto
indica que si existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal

examinadas.

Anélisis del efecto del cafeato de sodio sobre S. Choleraesuis

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en todas las concentraciones, fue inhibida la
bacteria. El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto
indica que si existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal

examinadas.

Andlisis del efecto del cafeato de sodio sobre S. Gallinarum

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en todas las concentraciones, inhibié la bacteria.
El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si

existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Andlisis del efecto del cafeato de sodio sobre S. aureus

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en todas las concentraciones, fue inhibida la
bacteria. El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto
indica que si existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal

examinadas.
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Analisis del efecto del cafeato de sodio sobre B. cereus

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones de la sal de cafeato en
las concentraciones de 1% al 0.4%, la concentracion del 0.2% no hubo una
diferencia significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia
significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

A continuacion se muestran los pardmetros biolégicos realizados para el
cafeato de sodio:

Cuadro 6.. Parametros bioldgicos de cafeato de sodio.

A) E.coli 0157 B) S. Typhi
Porcentaje Velocidad de Valor maximo Valor
Porcentaje del Velocidad Valor maximo Valor del crecimiento de maximo de
compuesto de de maximo de compuesto 0 muerte crecimiento o crecimiento
crecimiento crecimiento o crecimiento minimo de 0 minimo de
0 muerte minimo de o minimo de . muerte muerte
muerte muerte () Tedrico log N experimental
= Teérico log N experimental (UFC/ml) log N
(h7) (UFC/ml) log N (UFC/ml)
(UFC/ml)
- Testigo 6.74 9.5 9.6
Testigo 1.87 9.6 9.7
0.2 1.4 7.9 8.1 0-2 0.72 0 %
04 0.77 0 0 0.4 -0.72 0 0
0.6 0.89 0 0 0.6 -0.72 0 0
0.8 -3.4 0 0 0.8 -0.75 0 0
10 34 0 0 10 -0.75 0 0
C) S. Choleraesuis D) S. Gallinarum
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méximo de compuesto de crecimiento o maximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tedrico log N o minimo de 0 muerte Tebrico log N o minimo de
(UFC/ml muerte (UFC/ml muerte
B experimental " experimental
(h?) log N (h7) log N
(UFC/ml) (UFC/ml)
Testigo 7.49 8.8 8.9 Testigo 9.23 9 9.9
0.2 0.30 0 0 0.2 -0.25 0 0
0.4 0.304 0 0 0.4 -0.25 0 0
0.6 0.30 0 0 0.6 -0..45 0 0
0.8 0.31 -0 0 0.8 -0.45 0 0
1.0 0.31 0 0 1.0 -0.45 0 0
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E) S. aureus

Porcentaje del

Velocidad

Valor maximo de

Valor

compuesto de crecimiento o méximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
o muerte Teérico log N o minimo de
(UFC/ml muerte
B experimental
(h™) log N
(UFC/ml)
Testigo 3.28 9.1 9.5
0.2 0.62 0 0
0.4 0.624 0 0
0.6 0.62 0 0
0.8 0.62 -0 0
1.0 0.62 0 0

F) B.

cereus
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
o muerte Tedrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
B experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 2.24 7.5 7.5
0.2 14 7 7
0.4 -0.11 0 0
0.6 -0.12 0 0
0.8 -0.9 0 0
1.0 -0.9 0 0

El cuadro 6 se muestran los resultados con cafeato de sodio, en el cual se

observa que fueron eliminadas todas las bacterias en un periodo de 24h, las

bacterias menos afectadas fueros E. coli O157 y B. cereus, ya que presentan

un elevado crecimiento a

la concentracion de 0.2%.

A continuacion se

muestran las ecuaciones donde hubo mayor inhibicién con cafeato de sodio:

Cuadro 7 Ecuaciones de los modelos matemamaticos a la concentracion de 1% de cafeato de

sodio

Concentraciéon y Bacteria

Ecuaciones

RZ

Cafeato de sodio 1% con E. coli

0157

y = -4*exp(-exp(13.8+(-3.43*x))-(-4)*exp(-exp(13.8)) | 99

Cafeato de sodio 1% con S.Typhi

y=-4.13*exp(-exp(3+(-0.75*x))-(-4.13)*exp(-exp(3)) 99

Cafeato de sodio 1% con S. | y=-4.3*exp(-exp(1.3+(-0.31)*x))-(-4.3)*exp(-exp(1.3)) | 97
Choleraesuis

Cafeato de sodio 1%con | y=-4*exp(-exp(1.6+(-0.45)*x))-(-4)*exp(-exp(1.6)) 99
S.Gallinarum

Cafeato de sodio 1% con S. |y=-4*exp(-exp(0.17+(-0.62*x))-c*exp(-exp(0.17)) 99
aureus

Cafeato de sodio 1% con B. |y=-3.32exp(-exp(1.7+(-0.9)*x))-(-3.32)*exp(- 99

cereus

exp(1.7))

31




A continuaciébn se muestran

las graficas correspondientes al

modelo

matematico comparado con los resultados experimentales del cafeato de sodio:

A) E.coli 0157

B) S. Thyphi
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C) S. Choleraesuis

D) S. Gallinarum
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Figura 5Gréfica de los modelos ajustados contra los datos experimentales del cafeato de sodio al 1%
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5.4 Efecto del ferulato de sodio

A continuacidon se muestran los resultados obtenidos con el ferulato de sodio
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Fig. 6.Cinéticas de supervivencia de 6 bacterias patdogenas expuestas a diferentes
concentraciones de ferulato (1 % 8= 0.8% ;0.6 % —=—; 0.4% —*—; 0.2 % —*;
control =#). Las curves se realizaron por triplicado. A) - Escherichia coli 0157:H7; B)
- Salmonella Typhi; C) - Salmonella Gallinarum; D) - Salmonella Choleraesuis, E) S.
aureus, F) B. cereus.
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El impacto del ferulato (figura 6) sobre las curvas de supervivencia de E.coli
0157 y de Salmonella Galllinarum depende de la concentracion, es decir, se
encontré un efecto bactericida en las concentraciones mayores (0.8 y 1%); un
efecto bacteriostatico en la concentracion intermedia (0.6%) y una disminucion
en el crecimiento a las concentraciones menores (0.2y 0.4%). Para S. Typhi en
presencia de ferulato se tiene una inhibicion de las bacteria a concentracion de
1y 0.8% y una actividad bacteriostéatica a 0.6%, también se observo el mismo
fenomeno para S. Choleraesuis, en el caso de S. aureus en presencia de
ferulato se ve inhibida a una concentracion de 1% vy tiene una actividad
bacteriostatica a 0.8%,B. cereus cuenta con una actividad bacteriostatica a
concentraciones que van de 1 a 0.4%. Para el caso de S. aureus con ferulato
de de sodio se vio afectada a la concentracion de 1% y a la concentracion de
0.8% presentd una actividad bacteriostética, B. cereus presentd una actividad

bacteriostatica a todas las concentraciones de ferulato.

A continuacién se muestra un ejemplo de la realizacion de los analisis

estadisticos de los resultados con ferulato

Resultados para: E. Coli 0157 FERULATO DE SODIO
ANOVA unidireccional: Test Testigo, 1%, 0.8%, 0.6%, 0.4%, 0.2%

Fuente GL SC MC F P
Factor 5 327.44 65.49 22.15 0.000
Error 36 106.43 2.96

Total 41  433.87

S =1.719 R-cuad. = 75.47% R-cuad. (ajustado) = 72.06%

Nivel N Media Desv.Est.

Test E. COLI 0157 7 7.557 2.512

1% 7 0.591 1.562

0.8% 7 0.597 1.578

0.6% 7 3.948 0.419

0.4% 7 5.854 1.530

0.2% 7 6.788 1.995
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel e tmm——————— Fo— +-—————

Test E. COLI 0157 (——=—*————— )

1% (=== ¥mm )

0.8% (=% )

0.6% (———=*———-)

0.4% (m=——F*————- )

0.2% (———=*——=-)
———t - Fom - fomm—————— e

0.0 2.5 5.0 7.5
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Desv.Est. agrupada =

1.719

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%

Todas las comparaciones en parejas

Nivel de confianza individual =

Se restd Test E.

Inferior Centro
1% -9.729 -6.967
0.8% -9.723 -6.961
0.6% -6.372 -3.610
0.4% -4.465 -1.703
0.2% -3.531 -0.769
Se restd 1% a:
Inferior Centro
0.8% -2.756 0.006
0.6% 0.595 3.357
0.4% 2.502 5.264
0.2% 3.435 6.197
Se restd 0.8% a:
Inferior Centro
0.6% 0.589 3.351
0.4% 2.496 5.258
0.2% 3.429 6.191
Se restd 0.6% a:
Inferior Centro
0.4% -0.855 1.907
0.2% 0.078 2.840
Se restd 0.4% a:
Inferior Centro
0.2% -1.829 0.933

COLI 0157 a:

Superior
-4.205
-4.199
-0.848

1.059
1.993

Superior

2.768
6.119
8.026
8.959

Superior
6.113
8.020
8.953

Superior
4.669
5.602

Superior
3.695

.52%

————————— o
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Analisis del efecto del ferulato de sodio sobre E.coli 0157

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones de la sal de ferulato de
1% y 0.8%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria E. coli O157. La
concentracion 0.6% de ferulato no inhibié el crecimiento pero si lo redujo
significativamente en comparacion con el testigo y las concentraciones de
Ferulato de 0.4 y 0.2% no hubo inhibicién significativa. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Andlisis del efecto del ferulato de sodio sobre S. Typhi

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones de la sal de ferulato de
1% y 0.8%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria S. Typhi. La concentracion
0.6% de la sal, no inhibié el crecimiento pero si lo redujo significativamente en
comparacién con el testigo y las concentraciones de ferulato de 0.2% no hubo
inhibicion significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia significativa

entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del ferulato de sodio sobre S. Choleraesuis

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones de la sal de ferulato de
1% y 0.8%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria S. Choleraesuis. La
concentracion 0.6% de la sal, no inhibié el crecimiento pero si lo redujo
significativamente en comparaciéon con el testigo y las concentraciones de
Ferulato de 0.2% no hubo inhibicion significativa en comparacion con el testigo.
El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si

existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.
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Analisis del efecto del ferulato de sodio sobre S. Gallinarum

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones de la sal de ferulato de
1% y 0.8%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria. La concentracion 0.6% de
ferulato no inhibi6 el crecimiento pero si lo redujo significativamente en
comparacion con el testigo y las concentraciones de ferulato de 0.4 y 0.2% no
hubo inhibicién significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value
de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Andlisis del efecto del ferulato de sodio sobre S.aureus

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza. No fue inhibida la bacteria. El valor de
p-value de la tabla de Anova fue menor de 0.751, esto indica que no existe

diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas

Analisis del efecto del ferulato de sodio sobre B. cereus

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones de la sal de ferulato de
1%, 0.8%, 0.6% Y 0.4% inhibiendo el crecimiento de la bacteria. La
concentracion 0.6% de ferulato no inhibié el crecimiento pero si lo redujo
significativamente en comparaciéon con el testigo y las concentraciones de
ferulato de 0.2% no hubo inhibicion significativa en comparaciéon con el testigo.
El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que Si

existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

A continuacion se muestran los resultados de los parametros biolégicos del ferulato

de sodio sobre diferentes bacterias:
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Cuadro 8. Parametros biolégicos de ferulato de sodio

A) E. coli 0157

Porcentaje del Velocidad Valor maximo Valor
compuesto de de maximo de
crecimiento crecimiento o crecimiento
0 muerte minimo de o minimo de
muerte muerte
B Tedrico log N experimental
(%) (UFC/ml) log N
(UFC/ml)
Testigo 1.87 9.6 9.7
0.2 14 8.2 8.4
0.4 15 8.3 7.5
0.6 -0.08 3 3.2
0.8 -0.62 -2 0
1.0 -0.64 -2 0
C) S. Choleraesuis
Porcentaje del Velocidad Valor méximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
o muerte Tebrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 7.49 8.86 8.9
0.2 7 8.7 8.9
0.4 0.56 8.7 8.8
0.6 0.14 2.8 2.9
0.8 -0.35 0 0
1.0 -0.87 0 0
E) S.aureus
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tedrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h™) log N
(UFC/ml)
Testigo 3.28 9.12 9.5
0.2 3.2 9 9.2
0.4 0.31 9 9
0.6 0.1 5.3 5.2
0.8 -0.12 3.4 3.5
1.0 -0.23 0 0

B) S. Typhi

Porcentaje del Velocidad de Valor maximo Valor
compuesto crecimiento o de méximo de
muerte crecimiento o crecimiento
minimo de o minimo de
N muerte muerte
(h) Teérico log N | experimental
(UFC/ml) og N
(UFC/ml)
Testigo 6.74 9.5 9.6
0.2 1.8 8.5 8.8
0.4 0.76 7.4 7.9
0.6 -0.06 25 3
0.8 -0.34 -0.6 0
1.0 -0.4 -0.6 0
D) S. Gallinarum
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tedrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 9.23 9 8.9
0.2 3.2 8 8.3
0.4 0.05 7.6 8
0.6 -0.05 15 2
0.8 -0.15 -1.1 0
1.0 -0.37 -1.1 0
F) B. cereus
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o maximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tebrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
N experimental
(h%) log N
(UFC/ml)
Testigo 2.2 7.5 7.6
0.2 1.46 6.6 6.7
0.4 -0.48 2.4 2.3
0.6 -0.49 2.4 2.2
0.8 -0.5 2.4 2.3
1.0 -0.5 2.4 2.3
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En el cuadro 8 podemos observar los resultados de los pardmetros biologicos
con ferulato de sodio, en el caso de las bacterias Gram negativas, se observan
velocidades negativas en las concentraciones de 1y 0.8% lo cual nos indica
que hay una inhibicion de los microorganismos, para el caso de las
concentraciones de 0.6% la velocidad en muy pequeiia tendiendo casi a cero,
lo cual nos indica una actividad bacteriostética, para el caso de las bacterias
Gram. positivas Unicamente se ven inhibida a la concentracion de 1% el
microorganismo S. aureus. A continuacion se presentan las ecuaciones donde

hubo mayor inhibicién con el ferulato de de sodio:

Cuadro 9 Ecuaciones de los modelos matematicos a la concentracién de 1% de ferulato de sodio

Concentracion y Ecuaciones R?
Bacteria

Ferulato de sodio 1% con E. | y=-6*exp(-exp(0.07+(-0.64)*x))-(-6)*exp(-exp(0.07)) 97
coli 0157
Ferulato de sodio 1% con | y=-4.6*exp(-exp(0.9+(-0.4)*x))-(-4.6)*exp(-exp(0.9)) 97
S.Typhi
Ferulato de sodio 1% con S. | y=-4*exp(-exp(3.3+(-0.87*x))-(-4)*exp(-exp(3.3)) 96
Choleraesuis
Ferulato de sodio 1% con | y=-5.1*exp(-exp(0.6+(-0.37)*x))-(-5.1)*exp(-exp(0.6)) 99
S.Gallinarum
Ferulato de sodio 1%con S. | y=-4*exp(-exp(0.5+(-0.23)*x))-(-4)*exp(-exp(0.5)) 96
aureus
Ferulato de sodio 1% con B. | y=-0.1*exp(-exp(2+(-0.5*x))-(-0.1)*exp(-exp(2)) 93

cereus

A continuacion se muestras las graficas de los modelos ajustados a la

concentracion de 1% con ferulato de sodio:
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A) E. coli 0157

B) S. Typha
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B) S. Choleraesuis

C) S. Gallinarum
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Figura 7 Grafica de los modelos ajustados contra los datos experimentales. del ferulato de

sodio al 1%
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Log UFC/mI

Log UFC/mI

Log UFC/mI

5.5 Efecto del cumarato de sodio
A continuacion se muestran los resultados del cumarato de sodio.

A) B)

10

Log UFC/mI

ok M ow & O e~ o ©

0 10 20 Tiempo (h)30 % 50

D)

Log UFC/mI

10 2 Tiempo (n)20 @ 5 0 10 2 Tiempo (n)a « 50

F)

Log UFC/mI
@

10 20 Tiempo ()30 @ 50 0 10 20 Tiempo (n)3o % 50

Fig. 8. Cinética de supervivencia de 6 bacterias patdgenas expuestas a diferentes
concentraciones de cumarato de sodio (1% —5-;0.8% ;0.6 % —=—;0.4% —*;

0.2 % —®*—: control —%). Las curvas se realizaron por triplicado. A) - Escherichia coli
0157:H7; B) - Salmonella Typhi; C) - Salmonella Gallinarum; D) - Salmonella
Choleraesuis., E) S. aureus . F) B. cereus.
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El impacto del cumarato (figura 8) sobre las curvas de supervivencia de E.coli
0157 y de Salmonella Galllinarum fue muy similar y dependiente de la
concentracion, es decir, se encontrd6 un efecto bactericida en las
concentraciones mayores (0.8 y 1%); un efecto bacteriostatico en la
concentracion intermedia (0.6%) y una disminucion en el crecimiento a las
concentraciones menores (0.2 y 0.4%). Para S. Typhi en presencia de
cumarato de sodio, se cuenta con una actividad bactericida a concentraciones
que van de 1 a 0.8% y una actividad bacteriostatica a 0.6%, para el caso de S.
Gallinarum se tiene un efecto bactericida a la concentracion de 1% y un efecto
bacteriostatico a 0.8% Para el caso de S. aureus con cumarato de sodio no se
vio afectada por este compuesto ya que no presentd ni actividad bactericida ni
bacteriostatica , Unicamente se observa una actividad bacteriostatica parcial a
las concentraciones que van de 1 a 0.4% durante las primeras 12h, para
posteriormente crecer hasta alcanzar concentraciones similares al testigo, B.
cereus presenta una actividad bacteriostatica a todas las concentraciones de

cumarato.

A continuacién se presentan un ejemplo de los analisis estadisticos de

cumarato de sodio:

Resultados para: E.coli 0157 Cumarato de sodio

ANOVA unidireccional: Test Testigo, 1%, 0.8%, 0.6%, 0.4%, 0.2%

Fuente GL sC MC F P
Factor 5 244.45 48.89 18.97 0.000
Error 36 92.80 2.58

Total 41 337.25

S = 1.606 R-cuad. = 72.48% R-cuad. (ajustado) = 68.66%

Nivel N Media Desv.Est.

Test E. COLI 0157 7 7.557 2.512

1% 7 0.571 1.512

0.8% 7 1.920 1.851

0.6% 7 3.821 0.294

0.4% 7 5.506 1.161

0.2% 7 6.057 1.417
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel ———t———————— o Fomm————— R

Test E. COLI 0157 (====*——==)

% (====F===-)
0.8% (====*———=)
0.6% (—===*——==)
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[eNe}
N
oe

o

Desv.Est.

agrupada =

1.606

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%

Todas las comparaciones en parejas

Nivel de confianza individual =

Se restd Test E.

Inferior
1% -9.565
0.8% -8.216
0.6% -6.315
0.4% -4.631
0.2% -4.079

Se restd 1% a:

Inferior
0.8% -1.230
0.6% 0.671
0.4% 2.355
0.2% 2.906

Se restd 0.8% a:
Inferior
0.6% -0.678
0.4% 1.006
0.2% 1.558
Se restd 0.6% a:
Inferior
0.4% -0.895
0.2% -0.343
Se restd 0.4% a:
Inferior
0.2% -2.028

COLI 0157 a:

Centro
-6.986
-5.637
-3.736
-2.052
-1.500

Centro

1.349
.250
.934
.485

ar b W

Centro
1.901
3.585
4.137

Centro
1.684
2.236

Centro
0.551

Superior
-4.407
-3.058
-1.157

0.527
1.079

Superior

3.928
5.829
7.513
8.064

Superior
4.480
6.164
6.716

Superior
4.263
4.815

Superior
3.130

.52%

————————— B i S R
(-m==F=mm)
(mmm=* e
(-=--- *mmm)
(—===*===-)
(-mm=%=mmm)
————————— B i S R
-5.0 0.0 5 10.0
————————— e S R
(mmm=*mmmm)
(-mmFmmms )
(====*=mm)
(mmm=%mmm)
————————— e
-5.0 0.0 5 10.0
————————— e e
(-m==Fmmmm)
(—===*===)
(-mm=mmmm)
————————— e
-5.0 0.0 5 10.0
————————— e e
(—mm=k e )
(____* _____
————————— e e
-5.0 0.0 5 10.0
————————— e e
(m=m=Fmmm)
————————— e e
-5.0 0.0 5 10.0

43



Analisis del efecto del cumarato de sodio sobre E.coli 0157

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal de 1% y 0.8%,
inhibiendo el crecimiento de la bacteria E. coli O157. La concentracion 0.6% de
la sal no inhibi6 el crecimiento pero si lo redujo significativamente en
comparacion con el testigo y las concentraciones de 0.4 y 0.2% no hubo
inhibicion significativa. El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de
0.001, esto indica que si existe diferencia significativa entre las

concentraciones de la sal examinadas.

Andlisis del efecto del cumarato de sodio sobre S. Typhi

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal de 1% y 0.8%,
inhibiendo el crecimiento de la bacteria S. Typhi. La concentracion 0.6% y 0.4%
de la sal no inhibié el crecimiento pero si lo redujo significativamente en
comparacién con el testigo y las concentraciéon de 0.4 y 0.2% no hubo
inhibicion significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del cumarato de sodio sobre S.Choleraesuis

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal de 1%
inhibiendo el crecimiento de la bacteria S. Choleraesuis. Las concentraciones
0.8% y 0.6% de la sal, no inhibi6 el crecimiento pero si lo redujo
significativamente en comparacion con el testigo y las concentraciones de 0.4 y
0.2% no hubo inhibicion significativa en comparacion con el testigo. El valor de
p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe

diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.
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Analisis del efecto del cumarato de sodio sobre S. Gallinarum

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal de 1%
inhibiendo el crecimiento de la bacteria. Las concentraciones 0.8% y 0.6% de la
sal, no inhibi6 el crecimiento pero si lo redujo significativamente en
comparacion con el testigo y las concentraciones de 0.4 y 0.2% no hubo
inhibicion significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Anélisis del efecto del cumarato de sodio sobre S. aureus.

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza. No fue inhibida la bacteria. El valor de
p-value de la tabla de Anova fue un valor de 0.733, esto indica que no existe

diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del cumarato de sodio sobre B. cereus

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal de cumarato.
El valor de p-value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que Si

existe diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

A continuacion se muestran los resultados de los parametros biolégicos con

cumarato de sodio:

45



Cuadro 10.. Parametros biologicos de cumarato de sodio

A) E. coli 0157

Porcentaje del Velocidad Valor maximo Valor
compuesto de de maximo de
crecimiento crecimiento o crecimiento
0 muerte minimo de o minimo de
muerte muerte
B Tedrico log N experimental
() (UFC/mI) log N
(UFC/ml)
Testigo 1.87 9.6 9.7
0.2 1.09 7 7.3
0.4 0.33 6.8 6.9
0.6 -0.1 3.3 3.3
0.8 -0.5 -2.5 0
1.0 -0.57 -2.5 0
C) S. Choleraesuis
Porcentaje del Velocidad Valor méximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
o muerte Tebrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 7.49 8.86 8.9
0.2 7.2 8.1 8.6
0.4 0.99 7.6 8
0.6 0.73 6.9 5
0.8 -0.07 1.4 0
1.0 0.17 -15 0
E) S.aureus
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tedrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h™) log N
(UFC/ml)
Testigo 3.28 9.5 9.5
0.2 3.1 9 9.3
0.4 1.2 8.9 8.8
0.6 11 8.9 8.5
0.8 11 8.5 8.4
1.0 0.26 8 7.7

B) S. Typhi

Porcentaje Velocidad de Valor maximo Valor
del crecimiento de maximo de
compuesto o muerte crecimiento o crecimiento
minimo de o minimo de
muerte muerte
Tedrico log N experimental
(UFC/ml) og N
(UFC/ml)
Testigo 6.74 9.5 9.6
0.2 2.69 8.2 8.4
0.4 0.55 8.7 7.7
0.6 0.10 4.4 4.2
0.8 -0.35 0.6 0
1.0 -0.36 0.5 0
D) S. Gallinarum
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tedrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 9.23 9 8.9
0.2 16 8.9 8.9
0.4 1.23 8.8 8.8
0.6 -0.08 3.7 3.7
0.8 -0.1 2.85 3
1.0 -0.24 -0.1 0
F) B. cereus
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o maximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tebrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
N experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 2.2 7.5 7.6
0.2 -0.11 2.7 2.9
0.4 -0.11 2.6 2.8
0.6 -0.12 2.6 2.8
0.8 -0.15 2.4 2.6
1.0 -0.15 25 25
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En el caso del cuadro 10 se presentan los resultados con cumarato de sodio,
en este caso tiene cierta similitud con los resultados de ferulato de sodio, a las
concentraciones de 1% y 0.8% se observan velocidad negativas lo que nos
indica la eliminacién de la bacteria para la concentracion de 0.6% se observo
una actividad bacteriostatica, para el caso de S. Gallinarum se tiene actividad
bacteriostatica a concentracion de 0.8%, para el caso de las bacterias Gram
positivas, S. aureus no se ve inhibida y para B. cereus se observa una
actividad bacteriostatica. A continuacién se presentan las ecuaciones donde

hubo mayor inhibicion del cumarato de sodio:

Cuadro 11 Ecuaciones de los modelos matematicos a la concentraciéon de 1% de cumarato de sodio

Concentracion y Bacteria Ecuaciones R?
Cumarato de sodio 1% con E. coli | y=-5.9*exp(-exp(0.01+(-0.5%))-(-5.9)*exp(-exp(0.01)) 97
0157
Cumarato de sodio 1% con S.Typhi y=-3.4*exp(-exp(1.1+(-0.36*x))-(-3.4)*exp(-exp(1.1)) 96
Cumarato de sodio 1% con S. | y=-4.5%xp(-exp(0.5+(-0.17)*X))-(-4.5)*exp(-exp(0.5)) 96

Choleraesuis

Cumarato de sodio 1% con | Y=4.1*exp(-exp(1.3+(-0.2)*x))-(-4.1)*exp(-exp(1.3)) 93
S.Gallinarum

Cumarato de de sodio 1% con S. | Y =5%xp(-exp(1.3-0.05*x)) 95
aureus

Cumarato de sodio 1% con B. cereus Y=-0.11*exp(-exp(2+(-0.15)*x))-(-0.11)*exp(-exp(2)) 92

A continuacibn se muestran los graficas obtenidas con los modelos

matematicos.
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A) E.coli 0157

B) S. Typhi
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Figura 9 Gréficas que representan el modelo matematico contra los datos experimentales del

cumarato de sodio al 1%
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5.6 Efecto del cinamato de sodio

A continuacion se presentan los resultados de cinamato de sodio
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Fig. 10. Cinética de supervivencia de 6 bacterias patdgenas expuestas a diferentes
concentraciones de cinamato de sodio. (1 % 8- 08 % —™; 0.6 % —%; 0.4%

—— 0.2 % —®; control —%). Las curvas se realizaron por triplicado. A) -
Escherichia coli O157:H7; B) - Salmonella Typhi; C) - Salmonella Gallinarum; D) -
Salmonella Choleraesuis. , E) S. aureus, F) B. cereus
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El t-cinamato produjo una disminucion en el maximo crecimiento de las dos
bacterias patégenas obteniéndose una diferencia significativa con el testigo
desde la concentracion de 0.4%, también se pudo observar un efecto
bacteriostatico a concentraciones mas elevadas. En el caso de E.coli 0157 una
inhibicion del crecimiento se obtuvo a concentraciones desde 0.6% de la sal del
acido trans-cinamico a diferencia de Salmonella Gallinarum en que la
concentracion minima para lograr un efecto bacteriostatico fue ligeramente
mayor a 0.8%, lo que indica una leve diferencia con E.coli 0157, Para el caso
de S. Typhi s6lo a la concentracion de 1% se logré actividad bacteriostatica
observando en las otras concentraciones un crecimiento de esta bacteria, Para
S. Choleraesuis se puede observar una actividad bacteriostatica a
concentracion de 1 a 0.8% como se puede ver el la figura 10. Para el caso de
S. aureus, en las dos primeras doce horas se observo un efecto bacteriostéatico
a las concentracién de 1% pero posteriormente la cuenta bacteriana se elevo
hasta casi llegar a la concentracion del testigo, Para B. cereus se observo una
actividad bacteriostatica en todas las concentraciones por lo que se puede

afirmar que evit6 en crecimiento de las esta bacteria.

Acero et al en 2005, y Kouassi y Shelef en 1998, observaron una disminucién
de un logaritmo en el niumero de células de Listeria monocytogenes en
presencia del 4cido cindmico 0.1% a pH 7. En acido cinamico (mayor o igual al
0.5%, pH 7.0) La actividad antilisteria del acido cinamico a pH 5 cuando es
comparado con los controles acidificados con HCI sugieren que el ibn cinamato
juega un papel importante en la actividad antilisteria. En el presente trabajo se
obtuvo una inhibicion de tipo bacteriostatico para E. coli 0157 a
concentraciones de 0.6 y 0.8% y la disminucion de un logaritmo en
concentraciones de 1%. Para Salmonella Gallinarum solo se observo un efecto
bacteriostatico (se mantuvo el namero inicial de células).a la concentraciéon de
1%. Esto indicaria una sensibilidad mayor de bacterias Gram positivas como es
L. monocytogenes con respecto a la inhibicibn que obtuvimos con bacterias
Gram negativas como son E.coli 0157 y S. Gallinarum. Kouassi y Shelef
(1998). Especula que el acido cinamico, el cual exhibe una reduccién en la
absorcion en la region UV en la presencia de cisteina puede también inhibir a

las enzimas que contienen sulfihidrilo de las células microbianas y las enzimas
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involucradas en la produccion de ATP. Esto podria sugerir una explicacion de
las diferentes sensibilidades del cinamato en bacterias Gram positivas y Gram
negativas, debido a la diferencia en la estructura membranal podrian producir
la diferente permeabilidad de esté anién, por lo tanto la oportunidad de
reaccionar con las enzimas intracelulares involucradas en la produccion de
ATP es diferente.

El acido cinamico tiene baja toxicidad, es aceptada un consumo de 1.25
mg/Kg, y estd aprobado por la FDA en su uso en alimentos, y tiene una

aplicacion potencial la sal del acido t-cinamico en la industria de los alimentos.

Comparando estos datos con la inhibicion obtenida con la sal del acido
cinamico claramente se observd que el ferulato y el cumarato es mejor que el
cinamato porgue con este Ultimo sélo se obtiene un efecto bacteriostatico aun a

las concentraciones mas altas.

La obtencion del efecto bactericida causado por los &cidos hidroxicinamicos
puede estar relacionada con el grupo hidroxilo presente en el ferulato y
cumarato y ausente en el cinamato. Los acidos ferulico y p-cumarato son
derivados del cinamico con un hidroxilo en el anillo bencénico por lo que
también son llamados fendlicos y pertenecen al grupo de los hidroxicinamicos.
Los compuestos fendlicos tienen una actividad antibacteriana dafia la
membrana lipidica, provocando que salga el contenido celular. Juven et al
(1994) reportaron que la actividad de los compuestos fendlicos afecta la
membrana celular de Samonella Typhimurium vy S. aureus y cuando son
saturados los sitios de accion se dafian y se colapsa la integridad de la célula

microbiana.

A continuacion se presenta un ejemplo del analisis estadistico de cinamato de

sodio:
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Resultados para: E. coli 0157 Cinamato de sodio

ANOVA unidireccional: Testigo, 1%, 0.8%, 0.6%, 0.4%, 0.2%

Fuente GL SC MC F P

Factor 5 105.95 21.19 10.02 0.000

Error 36 76.15 2.12

Total 41 182.10

S = 1.454 R-cuad. = 58.18% R-cuad. (ajustado) = 52.37%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

Nivel N Media Desv.Est. -—------ - Fom Fomm +-——=

TESTIGO 7 7.557 2.512 (—=—=——- Kmmmm )

1% 7 3.426 0.438 (-—————- A )

0.8% 7 3.857 0.165 (——=——- Hmmm )

0.6% 7 3.961 0.061 (=————~ A )

0.4% 7 5.549 1.481 (==—=——- Hmm o )

0.2% 7 6.924 1.991 (=————~ A )
————— o o o +-——-

3.2 4.8 6.4 8.0
Desv.Est. agrupada = 1.454

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones en parejas

Nivel de confianza individual =

Se restd TESTIGO a:

N B o O
o o0 oo

o

O O O o

Se restd 1%

o O O o
N > oy 0O
oC o o°

o\

Inferior
-6.468
-6.036
-5.932
-4.345
-2.969

a:

Inferior
-1.905
-1.801
-0.213

1.162

Se restd 0.8%

oe

O O O
N > Oy
oe

oe

Inferior
-2.232
-0.645

0.731

Se restd 0.6%

Centro
-4.131
-3.700
-3.596
-2.009
-0.633

Centro

0.431
.536
.123
.499

w N O

a:

Centro
0.104
1.691
3.067

a:

Superior
-1.795
-1.364
-1.259

0.328
1.703

Superior
2.768
2.872
4.459
5.835

Superior
2.441
4.028
5.403

99.

52%

————————— e ame T e
0 3.5 7.0
————————— Fom -
(-=--- Koo )
(=== *omm e )
(=== *ommmee )
(=== *ommmee )
pomm o fomm - +-
0 3.5 7.0
pomm o fomm - +-
*ommmee )
(=== Fommmee )
(=== *omm e )
o fommm o +-
0 3.5 7.0
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Inferior Centro Superior -------- f——_—— o —_—_ e — .
-0.749 1.587 3.923 (——=———- I )
0.627 2.963 5.299 (——-—- *mmm o )

oe

o O
N

o

Se restd 0.4% a:

Inferior Centro Superior ----—---- to—————— ST e +—
0.2% -0.961 1.376 3.712 (—————- K )
———————— o
-3.5 0.0 3.5 7.0

Anélisis del efecto del cinamato de sodio sobre E.coli O157

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: En
todas las concentraciones hubo crecimiento bacterial pero las que presentaron
una inhibicion significativa fueron las concentraciones1%, 0.8% y 0.6%, en las
concentraciones 0.4 y 0.2 no hubo inhibicién significativa. El valor de p-value
de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del cinamato de sodio sobre S. Typhi

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: En
todas las concentraciones hubo crecimiento presentando una mejor inhibicion
en las concentraciones de 1% y 0.8%. En las demas concentraciones no hubo
diferencia significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del cinamato de sodio sobre S. Choleraesuis

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: En
todas las concentraciones hubo crecimiento presentando una mejor inhibicién
en las concentraciones de 1% y 0.8%. En las demas concentraciones no hubo

diferencia significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
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tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del cinamato de sodio sobre S. Gallinarum

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: En
todas las concentraciones hubo crecimiento presentando una mejor inhibiciéon
en las concentraciones de 1% y 0.8%. En las demas concentraciones no hubo
diferencia significativa en comparacion con el testigo.El valor de p-value de la
tabla de Anova es de 0.002, esto indica que si existe diferencia significativa

entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del cinamato de sodio sobre S. aureus

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza. No fue inhibida la bacteria. El valor de
p-value de la tabla de Anova es de 0.284, esto indica que no existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Anélisis del efecto del cinamato de sodio sobre B. cereus

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones de la sal de ferulato en
las concentraciones de 1% al 0.4%, la concentracion del 0.2% no hubo una
diferencia significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

A continuacién se muestran los parametros biol6égicos realizados con cinamato

de sodio:
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Cuadro 12.. Parametros biol6gicos de cinamato de sodio.

A)

E. coli 0157

Porcentaje del Velocidad Valor maximo Valor
compuesto de de maximo de
crecimiento crecimiento o crecimiento
0 muerte minimo de o minimo de
muerte muerte
B Tedrico log N experimental
(%) (UFC/ml) log N
(UFC/ml)
Testigo 1.87 9.6 9.7
0.2 13 8.2 8.2
0.4 0.76 7.9 7.4
0.6 -0.04 3.8 4
0.8 --0.04 35 3.7
1.0 --0.04 3.4 35
C) S. Choleraesuis
Porcentaje del Velocidad Valor méximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
o muerte Tebrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 7.49 8.8 8.9
0.2 2.67 8.4 8.7
0.4 11 7.5 8
0.6 0.34 7.4 7.5
0.8 -0.6 3.5 4
1.0 -0.77 3.5 4
E) S.aureus
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tedrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h™) log N
(UFC/ml)
Testigo 3.28 9.1 9.5
0.2 1.3 8.7 8.8
0.4 0.8 8.7 8.8
0.6 0.75 8.3 8.7
0.8 0.36 8.8 8.7
1.0 0.47 8.5 8.7

B) S. Typhi

Porcentaje Velocidad de Valor maximo Valor
del crecimiento de maximo de
compuesto o muerte crecimiento o crecimiento
minimo de o minimo de
,1 muerte muerte
(h™) Teérico log N | experimental
(UFC/ml) og N
(UFC/ml)
Testigo 6.74 9.5 9.6
0.2 2 8.1 8.3
0.4 15 7.14 7.2
0.6 0.82 6.5 6.6
0.8 0.82 5.7 5.8
1.0 -0.03 3.7 4
D) S. Gallinarum
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tedrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
" experimental
(h™) log N
(CFU/mI)
Testigo 9.23 9 9.9
0.2 1.34 7.95 8.1
0.4 13 7.6 7.3
0.6 13 7.6 7.3
0.8 0.5 5.8 5.9
1.0 0.13 5.6 5.7
F) B. cereus
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o maximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Tebrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
N experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 2.24 7.5 7.5
0.2 1.12 7.4 7.4
0.4 -0.02 2.7 2.8
0.6 -0.03 2.3 2.3
0.8 -0.04 25 2.4
1.0 -0.08 2.4 2.3
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Como se puede observar en los resultados (cuadro 12) practicamente no hay
una actividad bactericida tanto en microorganismos Gram positivos como en
Gram negativos ya que los velocidades de crecimiento son positivas, el
microorganismo que se ve mas afectado es B. cereus ya que las
concentraciones que van de 1 a 0.4% presentan una actividad bacteriostatica

actividad que no se observa en ninguna otra bacteria.

A continuacion se muestran las ecuaciones para cinamato donde hubo una

mayor actividad antimicrobiana:

Cuadro 13. Ecuaciones de los modelos matematicos a la concentracion de 1% de cinamato de sodio

Concentracion y Bacteria Ecuaciones R?
Cinamato de sodio 1% con E. coli | y=-0.04*exp(-exp(1.7+(-0.04)*x))-(-0.04)*exp(-exp(1.7)) 99
0157

Cinamato de sodio 1% con | y=-0.03*exp(-exp(0.07+(-0.03)*x))-(-0.03)*exp(-exp(0.07)) 98
S.Typhi

Cinamato de sodio 1% con S. | y=-1.4*exp(-exp(10+(-0.7*x))-1.4-*exp(-exp(10)) 98

Choleraesuis

Cinamato de sodio 1% con | Y=1.6*exp(-exp(3.6-0.1*x)) 97
S.Gallinarum

Cinamato de de sodio 1%con S. | Y=5.3*exp(-exp(2.5-0.09*x)) 98
aureus

Cinamato de sodio 1% con B. | y=-1.12*exp(-exp(1.7+(-0.08)*x))-(-1.1)*exp(-exp(1.7)) 97
cereus

A continuacion se muestran las graficas que representan a los modelos

matematicos obtenidos:
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A) E. coli 0157

B) S. Typhi
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Figura 11 Gréficas que representan los modelos matematicos contra los datos experimentales

del cinamato al 1%
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5.7 Efecto del acido feralico y cumarico

A continuacion se muestran los resultados del Acido fertlicoy cumarico
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Fig. 12 Cinética de supervivencia de 4 bacterias patdgenas expuestas a diferentes
concentraciones de &cido ferulico(af) y acido p-cumarico(apc). (1 % ;0.8 % —™ ;0.6 %
—=— 0.4% —*—; 0.2 % ~®*; control —#). Las curvas se realizaron por triplicado. A) — S.
Typhi (af); B) — S. Typhi (apc); C) — S. Gallinarum (af); D) - Salmonella Gallinarum (apc).
,Panel E) S. Choleraesuis (af). F) S. Choleraesuis (apc), G), E.coli 0157 (af), H), E.coli 0157
(apc),
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En la figura 12 se puede observar a S. Typhi el acido ferdlico (panel A) y el
acido p- cumarico (panel B), para el primero se tiene una actividad bactericida a
concentraciones de 1 a 0.6% y bacteriostéatica a la concentracion de 0.4%, para
el caso del segundo se tiene una concentracion bactericida a concentraciones
de 1 a 0.4%.

También en la figura 12 esta representado S. Gallinarum, en el panel C esta
representado el &cido ferulico que muestra una actividad bactericida a
concentraciones de 1 a 0.6% y una actividad bacteriostatica a 0.4%, para el
caso del acido p-cumérico (panel D) observamos una actividad bactericida de 1
a 0.8%.Para S. Choleraesuis se muestra al acido ferulico (panel E) y para el
acido p-cumaérico (panel F) una actividad bactericida de 1 a 0.4% .Y finalmente
para E. coli O157: H7 presenta al &cido ferulico (panel G) y al &cido p-cumarico

(panel H) una actividad bactericida a concentracién de 1 a 0.6%.

En los resultados de reto microbiano de los acidos se puede observar que
tienen una actividad bactericida similar en los diferentes microorganismos
usados, con la excepcion de que el acido ferdlico presenté actividad
bacteriostatica a concentracién de 0.4% (S. Typhi y S. Gallinarum) misma que

no se vieron en el &cido p-cumarico.

Al comparar los acidos con las sales se puede observar en forma general un
mejor desempeiio de los primeros, pero para el caso particular de E. coli
0157:H7. En ambos casos se tiene una actividad bactericida de 1 a 0.6%..

Ademas de que los acidos presentan una insolubilidad en agua.

A continuacion se muestra un ejemplo de los resultados realizados en el

analisis estadistico:
Resultados para: E.coli O157 y 4cido ferulico

ANOVA unidireccional: TESTIGO, 1%, 0.8%, 0.6%, 0.4%, 0.2%

Fuente GL SC MC F P
Factor 5 256.13 51.23 10.23 0.000
Error 36 180.20 5.01

Total 41 436.33

S = 2.237 R-cuad. = 58.70% R-cuad. (ajustado) = 52.96%
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ICs de 95% individuales para la media

basados en Desv.Est. agrupada
Nivel N Media Desv.Est. Fomm - Fommm - Fomm Fom
TESTIGO 7 7.531 2.554 (—=—=——- Hemm o )
1% 7 1.669 2.085 (=————- Hmm )
0.8% 7 1.669 2.085 (==———- Hemm )
0.6% 7 2.238 2.094 (=————- Kmm )
0.4% 7 6.184 2.345 (—==——- Hmmmm )
0.2% 7 6.422 2.221 (—————- Ammm )
Fo——— o o o
0.0 2.5 5 7.5
Desv.Est. agrupada = 2.237
Intervalos de confianza simultdneos de Tukey del 95%
Todas las comparaciones en parejas
Nivel de confianza individual = 99.52%
Se resté TESTIGO a:
Inferior Centro Superior —---—------ Fomm— = Fommm Fom—— = +
1% -9.456 -5.862 -2.268 (-—-—--- Hemm )
0.8% -9.456 -5.862 -2.268 (-———-—- Kmm )
0.6% -8.888 -5.294 -1.700 (——=——- Hmmmm——— )
0.4% -4.941 -1.347 2.247 (—————- Ammm )
0.2% -4.703 -1.109 2.485 (—————- Hmm )
————————— - ————}
-5.0 0 5.0 10.0
Se restd 1% a:
Inferior Centro Superior —---—------ B B Fomm—————= +
0.8% -3.594 0.000 3.594 (===———- Femm )
0.6% -3.025 0.569 4.163 (—=———- Amm )
0.4% 0.921 4.515 8.109 (—==——-- Kommm )
0.2% 1.159 4.753 8.347 (—==———= Kmm o )
————————— o
-5.0 0 5.0 10.0
Se restd 0.8% a:
Inferior Centro Superior --------- to——————— to——————— Fmm—————— +
0.6% -3.026 0.568 4.162 (——=——- Kemmmm )
0.4% 0.921 4.515 8.109 (—=———- Koo )
0.2% 1.159 4.753 8.347 (——=———~ Ammm )
————————— o ————}
-5.0 0 5.0 10.0
Se restd 0.6% a:
Inferior Centro Superior --------- Fomm—————= R Fomm = +
0.4% 0.352 3.946 7.540 (===~ Hmm )
0.2% 0.591 4.184 7.778 (——=——- Ko )
————————— e s e
-5.0 0 5.0 10.0
Se restd 0.4% a:
Inferior Centro Superior -—--------- Fommm = Fommm = Fom +
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0.2% -3.356 0.238 3.832 (—————-—

Analisis del efecto del acido ferulico sobre E. coli 0157

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones del acido de 1%, 0.8%
y 0.6%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria E.coli 0O157. Las
concentraciones de 0.4 y 0.2% no hubo inhibicion significativa. El valor de p-
value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe

diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del acido cumarico sobre E.coli 0157

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un Nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones del acido de 1%, 0.8%
y 0.6%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria E. Coli 0157. Las
concentraciones de 0.4 y 0.2% no hubo inhibicion significativa. El valor de p-
value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe

diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Andlisis del efecto del acido ferulico sobre S. Typhi

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativas entre las concentraciones del acido de 1%, 0.8%
y 0.6%, inhibiendo el crecimiento de la bacteria S. Typhi. La concentracion
0.4% de la sal, no inhibi6 el crecimiento pero si lo redujo significativamente en
comparacion con el testigo y las concentraciones de 0.2% no hubo inhibicion
significativa en comparaciéon con el testigo.El valor de p-value de la tabla de
Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia significativa entre

las concentraciones de la sal examinadas.
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Analisis del efecto del acido cumarico sobre S. Typhi

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal del 1% al 0.4%
inhibiendo el crecimiento de la bacteria. Las concentracion de 0.2% no hubo
inhibicidn significativa en comparacién con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del 4cido feralico sobre S. Choleraesuis

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal del 1% al 0.4%,
inhibiendo el crecimiento de la bacteria. Las concentracion de 0.2% no hubo
inhibicion significativa en comparacion con el testigo. El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del 4cido cumarico sobre S. Choleraesuis

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal del 1% al 0.4%,
inhibiendo el crecimiento de la bacteria. Las concentracion de 0.2% no hubo
inhibicion significativa en comparacion con el testigo.El valor de p-value de la
tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe diferencia

significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Andlisis del efecto del acido ferulico sobre S. Gallinarum

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal del 1% al 0.6%,
inhibiendo el crecimiento de la bacteria. Hubo crecimiento en la concentracion
de 0.4% pero la bacteria fue inhibida significativamente en comparacién con el
testigo. Las concentracion de 0.2% no hubo inhibicion significativa en
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comparacion con el testigo. El valor de p-value de la tabla de Anova es menor
de 0.001, esto indica que si existe diferencia significativa entre las

concentraciones de la sal examinadas.

Analisis del efecto del acido cumarico sobre S. Gallinarum

Al realizar las comparaciones pareadas de Tukey da un nivel de confianza del
99.52% para los intervalos de confianza, dando los siguientes resultados: No
existe diferencia significativa en las concentraciones de la sal del 1% al 0.6%,
inhibiendo el crecimiento de la bacteria. Las concentraciones de 0.4% y 0.2%
no hubo inhibicién significativa en comparacion con el testigo.El valor de p-
value de la tabla de Anova es menor de 0.001, esto indica que si existe

diferencia significativa entre las concentraciones de la sal examinadas.

Para las sales de ferulato de sodio las bacterias que se vieron mas afectadas
fueron los microorganismos Gram negativos ya que la concentracion a la cual
empezaron a ser afectados fue de 0.6%.Para el caso de cumarato de sodio se
presenta el mismo caso todas bacterias Gram negativas son las mas afectadas
ya que a la concentracion de 0.6% empezaron a ser afectadas. En el caso del
cafeato de sodio las bacterias que se vieron mas afectadas fueron todos los
serotipos de Salmonella y S. aureus, ya que a todas las concentraciones a las
gue se probaron con este compuesto fueron inhibidas, para el caso del
cinamato de sodio la bacteria que se vio mas afectada fue S. Choleraesuis. En
el caso del acido ferulico E. coli O157 fue la bacteria mas afectada con una
concentracion de inhibicion de 0.6%. Finalmente el caso del acido cumarico E.
coli 0157 y S. Gallinarum, fueron las bacterias mas afectadas con una

concentracion minima de inhibicion de 0.6%.
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Cuadro 14.. Parametros bioldgicos de los &cidos hidroxicinamico (A)

A) E. coli O157-a. ferulico

B) E. coli O157-a. cumarico

Porcentaje del Velocidad Valor maximo Valor
compuesto de de maximo de
crecimiento crecimiento o crecimiento
0 muerte minimo de o minimo de
muerte muerte
B Tedrico log N experimental
(%) (UFC/ml) log N
(UFC/ml)
Testigo 1.87 9.6 9.7
Testigo 9.5 9.6 9.5
etanol
0.2 15 8.5 9
0.4 0.78 8.8 8.9
0.6 -0.3 0 0
0.8 -0.75 0.25 0
1.0 -0.75 0.25 0
Q) S. Typhi -a. ferulico
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
o muerte Teérico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
71 experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 6.74 9.5 9.6
Testigo 6.7 9.5 9.6
etanol
0.2 15 8.38 8.5
0.4 -0.5 3.9 3.7
0.6 -0.5 0.4 0
0.8 -0.57 0.4 0
1.0 -0.9 0.4 0

Porcentaje Velocidad de Valor maximo Valor
del crecimiento de maximo de
compuesto o muerte crecimiento o crecimiento
minimo de o minimo de
" muerte muerte
(h™) Teérico log N | experimental
(UFC/ml) og N
(UFC/ml)
Testigo 1.87 9.6 9.7
Testigo 9.5 9.6 9.5
etanol
0.2 1.82 8.52 9.6
0.4 1.4 8.4 9.6
0.6 -0.55 0.2 0
0.8 -3.7 0.2 0
1.0 -3.8 0.2 0
D) S. Typhi- a-cumarico
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o maximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Teobrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
. experimental
() log N
(UFC/ml)
Testigo 6.74 9.5 9.6
Testigo 6.7 9.5 9.3
etanol
0.2 13 8.4 8.9
0.4 -0.60 0.1 0
0.6 -0.63 0.5 0
0.8 -0.63 0.4 0
1.0 -1.52 0.4 0
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Cuadro 15. Parametros biolégicos de los &cidos hidroxicinamicos (B)

A) S. Choleraesuis -a. ferulico

Porcentaje del Velocidad Valor maximo Valor
compuesto de de maximo de
crecimiento crecimiento o crecimiento
0 muerte minimo de o minimo de
muerte muerte
B Teorico log N experimental
() (UFC/mI) log N
(UFC/ml)
Testigo 7.49 8.86 8.9
Testigo 7.4 8.6 8.7
etanol
0.2 2.0 8.5 8.6
0.4 -0.62 -0.2 0
0.6 -0.63 -0.4 0
0.8 -0.63 -2 0
1.0 -0.63 -2 0

C) S. Gallinarum-a. ferulico

B) S. Choleraesuis-a. cumarico

Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o méaximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
o muerte Teérico log N 0 minimo de
(UFC/ml) muerte
71 experimental
(h7) log N
(UFC/ml)
Testigo 9.23 9 8.9
Testigo 7.17 8.7 8.6
etanol
0.2 1.85 8.58 8.6
0.4 -0.09 3.06 3.1
0.6 -0.37 0.33 0
0.8 -0.47 0.19 0
1.0 -0.57 -2.95 0

Porcentaje Velocidad de Valor maximo Valor
del crecimiento de maximo de
compuesto o muerte crecimiento o crecimiento
minimo de o minimo de
" muerte muerte
(h™) Teérico log N | experimental
(UFC/ml) og N
(UFC/ml)
Testigo 7.49 8.86 8.9
Testigo 7.4 8.6 8.7
etanol
0.2 2.18 8.55 8.6
0.4 -0.33 -0.3 0
0.6 -0.33 -0.3 0
0.8 -0.33 -0.3 0
1.0 -0.6 -1.7 0
D) S. Gallinarum-4. cumarico
Porcentaje del Velocidad Valor maximo de Valor
compuesto de crecimiento o maximo de
crecimiento minimo de muerte crecimiento
0 muerte Teobrico log N o minimo de
(UFC/ml) muerte
. experimental
() log N
(UFC/ml)
Testigo 9.23 9 8.9
Testigo 7.17 8.7 8.6
etanol
0.2 1.96 8.63 8.6
0.4 0.66 8.42 8.4
0.6 -0.55 0.2 0
0.8 -0.58 -2.9 0
1.0 -0.58 -2.97 0

Como se puede observar en los cuadros 14 y 15, existe una mayor cantidad de

velocidades negativas con respecto a las sales, debido a que presentan una

mayor actividad antimicrobiana con la desventaja de que los acidos presentan

menos solubilidad en medio acuoso y se les tuvo que adicionar etanol para

mejorar su solubilidad.
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A continuacién se muestran algunas ecuaciones del acido ferulico y acido p-

cumarico donde hubo mayor inhibicion:

Cuadro 16. Ecuaciones de los modelos matematicos a la concentracion de 1%

hidroxicinamicos

de los é&cidos

Concentracion y Bacteria Ecuaciones R?
Acido ferdlico 1% E.coli 0157 Y=-3.7*exp(-exp(6+(-0.75*x))-3.7*exp(-exp(6)) 99
Acido cumarico E.coli 0157 Y=-3.7*exp(-exp(4+-3.7*x))-(-3.7)*exp(-exp(4)) 99
Acido ferdlico S. Typhi Y=-3.7*exp(-exp(5+(-0.9)X))-(-3.7)*exp(-exp(5)) 99
Acido cumarico S. Typhi Y=-3.9*exp(-exp(4+(-1.5*x))-(-3.9)*exp(-exp(4)) 99
Acido  ferdlico 1%  S. | Y=-5.4%xp(-exp(0.3+(-0.63*x))—>5.4*exp(-exp(0.3)) 98
Choleraesuis

Acido cumarico 1% S. | Y=-4.4%exp(-exp(0.6+(-0.59)*X))-(-4.4)*exp(-exp(0.6)) 97
Choleraesuis

Acido ferdlico 1% S. Gallinarum Y=-5.9*exp(-exp(0.2+(-0.57)*x))-(-5.9)*exp(-exp(0.2)) 97
Acido cumarico 1% S. Gallinarum | Y=-5.9%exp(-exp(0.2+(0.58)*x))-(-5.9)*exp(-exp(0.2)) 97

A continuacibn se muestran las graficas obtenidas de

matematicos:

los modelos
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A) acido ferulico E. coli 0157 B) acido ferulico S. Typhi

Grafico del Modelo Ajustado| |(Grafico del Modelo Ajustado
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Figura 13 Graficas de los modelos mateméaticos contra los datos experimentales de los

acidos hidroxicinamicos al 1%
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5.8 Evaluacion de los dafios y cambios morfologicos en la ultraestructura

de las bacterias E. coli 0157, Salmonella Gallinarum y S. aureus

A continuacibn se presentan las micrografias  obtenidas por microscopia
electronica de transmisién, en las que se pueden apreciar las alteraciones
morfolégicas de E.coli O157 (figura 14,15) causadas por el cumarato, en dos
concentraciones, y Salmonella Gallinarum con ferulato (figura 16,17,18) y S. aureus
con cafeato (figura 19) y ferulato (figura 20).

FIGURA 14. Micrografias electrénicas de transmisiéon de E. coli O157 creciendo en presencia
de cumarato al 0.6 % en caldo soya tripticaseina. En el testigo negativo se aprecian las
membranas externa e interna integras, sin perdida de continuidad, y el citoplasma homogéneo
(A).Aumento de densidad electronica en el citoplasma (B). Existe muerte celular (células con
citoplasma vacio) y persiste el aumento den la densidad citoplasméatica (C y E). Se observa
alargamiento celular de hasta 9 micras y persiste la muerte celular (F). En la figura AB,Cy F la

barra corresponde a 500 nm mientras que en las figuras E y F el valor es de 2 micrones.
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FIGURA 15. Micrografias electronicas de transmision de E. coli 0157 creciendo en presencia de cumarato al 1 % en caldo soya tripticaseina. En comparacion con el testigo negativo (A), las
células presentan contraccion en membrana interna y externa originando espacios intermembranales aumentados en los extremos de la bacteria, ademas ocurre un fenémeno en algunas otras
células que se describe como vacuolizacion (B Y C). Existen fendomenos de degradacion citoplasmatica y persiste la vacuolizacion (D).Se observan restos membranales lo que es indicativo de

muerte celular (E). En las figuras A ,B, D y E, el valor de la barra corresponde a 500 nm, mientras que en la figura C el valor es de 100 nm.
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Figura 16. Micrografias electronicas de transmision de Salmonella Gallinarum crecida en TSA con ferulato a una concentracion de 0.2%. En el testigo (T) se
observan estructuras de lamina propia intactas, en 2 horas se observa alteracion en la morfologia tipica del bacilo Gram negativo, sobre todo existe un efecto

sobre la membrana de la bacteria (a), que se conserva hasta las 4 horas de incubacion. En las figuras T, ay b el valor de la barra corresponde a 500 nm.
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Figura 17. Micrografias electrénicas de transmisién de Salmonella Gallinarum crecida en TSA con ferulato a una concentracién de 0.6%. Se observan tanto
en a) como en b) un evidente fenédmeno de “alargamiento celular’, que puede alcanzar hasta las 10 micras de longitud, a las 4 horas de incubacion. Aumento

de 10 000 x. En la figura T el valor de la barra corresponde a 500 hm, mientras que en la figura a y b es de 2 micrones.
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Figura 18. Micrografias electrénicas de transmisidon de Salmonella Gallinarum crecida en TSA con ferulato a una concentracion de 1%. . En el testigo (T) se
observan estructuras de lamina propia intactas, en 2 horas se observa un evidente citoplasma vacio en la mayoria de las células, lo que denota una marcada
muerte celular (a), a las 4 horas persiste el efecto bactericida pues se observan células muertas en gran cantidad (b). En la figura T el valor de la barrra

corresponde a 500 nm, mientras que en las figuras a y b en valor es de 2 micrones.
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Figura 19. Micrografia de S. aureus con cafeato a una concentracién de 0.8%. A: Se ven alteraciones en la membrana a los 15 minutos con pérdida de
la forma en comparacion con el testigo (T). B: Se distinguen las bacterias con deformaciones en la membrana a los 30 minutos. C: A los 45 minutos se
presentan uniones anormales entre las células. D: A partir de 1 hora de incubacidn se observan bacterias en proceso de degradacion. En las figuras T, a, c y

d, el valor de la barra corresponde a 100 nm y en la figura b corresponde a 500 nm,
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Figura 20. Micrografia de S. aureus con ferulato a una concentracion de 0.8%. A: Se observan alteraciones en la membrana interna con perdida de la
forma en comparacién con el testigo (T). B: A los 30 minutos se altera la forma caracteristica de coco y la membrana celular forma pliegues. C: Se aprecia
degradacion del citoplasma. D: A partir de 1 hora de incubacién se observan bacterias en proceso de degradacion y pérdida de forma.En las figuras T,

a,b,c,d el valor de la barra corresponde a 100 nm.
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En la figura 14 se muestra E. coli O157 creciendo en ausencia y presencia de
acido p-cumarico al 0.6 % en caldo soya tripticaseina. En el testigo negativo (A)
se apreciaron las membranas externa e interna integras, sin pérdida de
continuidad, y el citoplasma homogéneo. A las 4 horas (B) se observo un
aumento en la densidad electronica del citoplasma y de las membranas, el cual
se mantuvo durante todo el tiempo de incubacién. A partir de las 6 horas (D y
E) se observaron células vacias lo cual fue indicativo de muerte celular, sin
embargo se distinguieron células (C, Dy E) con las caracteristicas observadas
a las 4 horas, ademas de alargamiento celular. Estas células tendieron a
alargarse, llegando a adquirir longitudes de hasta 9 micrometros a las 24 horas.
En este tiempo no se observaron células muertas y si una gran cantidad de
bacterias alargadas, este cambio morfolégico puede ser indicativo de
activacion de mecanismos de adaptacion. En (F) se puede observar otro

campo en el que se muestra la abundancia de células alargadas.

Cuando E. coli O157 fue retada a concentracion del 1% se observo un efecto
bactericida. Las micrografias tomadas después de 2 y 6 horas de incubacion
(Figura 15: B, C, D, E y F) mostraron una contraccion de la membrana interna y
su contenido, originando un espacio intermembranal grande, principalmente en
los extremos de la bacteria, que se acentué conforme transcurrié el tiempo;
también se observaron bacterias con formacion de vacuolas en el citoplasma,
cabe destacar que en las células en las que se formaron estas vacuolas, no se
aprecid una modificacion aparente en la estructura trilaminar propia de las
bacterias Gram negativas (B y C). A las 8 horas el contenido citoplasmatico se
observdé menos denso, lo que nos hizo suponer que se presentaron procesos
de degradacion; este fenomeno se presentd tanto en las bacterias
vacuolizadas como en aquellas donde se contrajo la membrana interna (D),
también se pudieron apreciar una gran cantidad de restos membranales, lo

cual fue indicativo de muerte celular (E).

En la figura 16 en la cual se muestra la sal del acido ferulico a concentracion de
0.2% con Salmonella Gallinarum, en el cual se observa el testigo con toda se
estructura celular intacta, posteriormente a la concentracibn de 0.2% se
pueden observar algunos efectos sobre la membrana de la bacteria. En la

figura 17 también se puede observar el mismo fenOmeno que sucede con
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Escherichia coli 0157 el cual es un alargamiento de la bacteria que al parecer
es un mecanismo de supervivencia de la bacteria. En la figura 18 se observa la
muerte de las bacterias, por efecto de las sal de acido ferulico al 1%, Se puede
observar que el contenido celular de la bacteria a salido de esta, ya que en la
micrografia se puede observar en la parte exterior de las células. Para el caso
de S. aureus en presencia de Cafeato de sodio al 1%(figura 19) se puede
observar a los 15 minutos empieza haber una deformacién de la célula con
respecto al testigo, a partir de los 30 minutos ya se empieza a observar
deformacion en la membrana, a los 45 minutos se ven uniones anormales entre
las células y a la hora se ve un franco proceso de degradacion. Para el caso de
ferulato de sodio al 1% en presencia de S. aureus ,(figura 20) también a los 15
minutos se observa una pérdida de forma en comparacion del testigo, a los 30
minutos se altera la forma caracteristica del coco y se observé la degradacion

del citoplasma, y a partir de la hora se observo el proceso de degradacion.

Estos dafios morfoldgicos de alargamiento de las células en concentraciones
para dar un efecto bacteriostatico sobre E.coli O157 fue observada cuando se
probd concentraciones muy altas de cloruro de sodio. Los resultados apoyan la
teoria de un dafio a la membrana de las células bacterianas, produciendo
alteraciones en la permeabilidad y fuga del contenido celular. La menor
actividad antibacterial del cinamato, y la mayor inhibiciébn producida por el
cafeato, apoyarian la importancia de los grupos hidroxilo unidos al anillo
bencénico de los acidos hidroxicinamicos, para lograr una actividad
antibacterial con menor concentracion del compuesto activo. Sin embargo,
debe puntualizarse que los acidos hidroxicinamicos todavia no se permiten

como aditivos en alimentos.

Sin embargo, sabemos que varios de alimentos de origen vegetal contienen
cantidades importantes de estos compuestos y han sido ingeridos por los

humanos, por mucho tiempo, sin presentar toxicidad.

Por otro lado, varios autores reportan que el extracto de Capsicum annuum
inhibiendo el crecimiento de bacterias en alimentos. Martinez et al (2006)
encontré que con 5% de Capsicum en carne de cerdo previene en crecimiento

microbiano. Careaga et al (2002) inactiva a Salmonella Thypimurium en carne
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con 3% de extracto de Capsicum annuum combinado con refrigeracion. Acero
et al (2005) inhibe a Listeria monocytogenes en leche, utilizando el 5% de
extracto de Capsicum a pH de 5.5. Dorantes et al (2000) y Acero (2005)
atribuye el efecto antibacteriano de extractos de chile al contenido de acido

cinamico e hidroxicinamicos.

5.9 Efecto de la constante dieléctrica en la obtencion de los extractos de
chile

A continuacién se muestran los diferentes resultados que se obtuvieron en las
pruebas de reto microbiano con dos especies de chile asi como los resultados
de las pruebas de reto microbiano utilizando diferentes didisolventes y
concentracion de sal, para finalmente observar la pruebas realizada con 2

sales sddicas aplicadas a un alimento real.

Cuadro 17. Pruebas de reto microbiano con extracto de chile serrano.

Extracto | L. E,coli S, Typhi | S. S.Gallinarum | S.
al 50% | monocytogenes | O157 UFC/ml | Typhimurium UFC/mlI aureus
UFC/mlI H:7 UFC/ml UFC/ml
UFC/mlI
Inoculo 800 800 500 600 1000 1000
24h >20000 >20000 | >20000 >20000 >20000 >20000
Extracto L. E,coli | S,Typhi S. S.Gallinarum S.
al 75% | monocytogenes | 0157 | UFC/mI | Typhimurium UFC/mlI aureus
UFC/mlI H:7 UFC/mlI UFC/mlI
UFC/ml
Inoculo 700 600 600 700 800 900
24h >20000 >20000 | >20000 >20000 >20000 >20000

Cuadro 18. Pruebas de reto microbiano con Chile guajillo utilizando como agente extractor

agua.con S.Typhi.

20%Extracto | 10%Extracto | 5%Extracto | 2.5%Extracto | 1.25%Extracto
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
Inoculo 500 800 900 800 900
24h 0 0 700 1800 5400
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Cuadro 19 Resultados microbiolégicos de extractos de chile guajillo obtenidos con
diferentes didisolventes utilizando S. Typhi.

Etanol 20%eExtracto | 10%Extracto | 5%Extracto | 2.5%Extracto | 1.25%Extracto
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
inoculo 400 650 400 800 350
24h 0 0 0 0 5100
Metanol 20% 10% 5% 2.5% 1.25%
inoculo 400 300 550 500 400
24h 0 0 0 0 8300
Isopropanol 20% 10% 5% 2.5% 1.25%
inoculo 400 300 400 450 450
24h 0 0 0 0 300

Se puede observar en los cuadros que los extractos que se obtuvieron con los
disolventes tienen un mayor impacto en el efecto antimicrobiano ya que a
concentraciones de 2.5% se tiene una actividad antimicrobiana, y a la
concentracion de 1.25% se pueden observar ciertas diferencias entre los
extractos, el que mejor impacto tiene fue el de isopropanol (cuadro 19).Ademas
de que el chile serrano no tuvo ningun tipo de actividad comparado con el chile
guajillo que presenta actividad con las diferentes soluciones extractoras.

5.10 Efecto de la fuerza i6nica en la obtencion de los extractos de chile

A continuacion se presentan los resultados obtenidos al adicionar diferentes

concentraciones de cloruro de sodio:

Cuadro 20. Resultados microbiolégicos de extracto de chile guajillo utilizando diferentes
concentraciones de Cloruro de sodio usando S. Typhi

Sal 1% | 20%Extracto | 10%Extracto | 5%Extracto | 2.5%Extracto | 1.25%Extracto
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
inoculo 600 750 800 900 500
24h 0 0 600 1800 1900
Sal 3% 20% 10% 5% 2.5% 1.25%
inoculo 500 800 600 800 900
24h 0 0 500 1800 3600
Sal 5% 20% 10% 5% 2.5% 1.25%
inoculo 600 800 800 850 750
24h 0 0 250 1600 3600
Sal 7% 20% 10% 5% 2.5% 1.25%
inoculo 600 1000 750 1000 700
24h 0 0 200 1100 3600
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Cuadro 21. Resultados microbiol6gicos de los testigos a diferentes concentraciones de cloruro

de sodio utilizando S.Typhi.

Testig | 0%(UFC/ml | 1%(UFC/mI | 3%(UFC/ml | 5%(UFC/ml | 7%(UFC/mlI
0 ) ) ) ) )
inoculo 500 500 650 850 600
24h inc 14000 600 300 100

Para los extractos que se obtuvieron con cloruro de sodio, la actividad
bactericida es del 10% en todos los extractos, a partir de esta concentracion
empieza a haber crecimiento y no se puede observar ningun tipo de diferencia
entre los extractos. Para el caso del chile serrano no se obtuvo ningun tipo de
inhibicion (cuadro 20).

5.11 Efecto de la concentracion sobre el crecimiento/supervivencia de E.

coli 0157 y S. Gallinarum en jugo de carne.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos en la aplicacion de las
sales de cumarato y ferulato de sodio al 1% en jugo de carne inoculadas con
E. coli O57 y S. Gallinarum.

Cuadro 22 Resultados microbiolégicos utilizando jugo de carne como alimento real usando

sales sodicas con E. coliO157.

E.coli Cumarato 1% | Ferulato 1%

0157 UFC/ml UFC/ml
Oh 8000 8200
24h 900 2000
48h 0 900
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sales sodicas con S. Gallinarum.

Cuadro 23. Resultados microbioldgicos utilizando jugo de carne como alimento real utilizando

S. Cumarato 1% | Ferulato 1%
Gallinarum UEC/mI UEC/mI
Oh 8200 8300
24h 0 1000
48h 0 0

Como se puede observar en el cuadro 22 y 23 la utilizacién de las sales
sodicas en un alimento real también tiene una actividad antimicrobiana alta,
inhibiendo tanto a E. coli 0157 y S. Gallinarum observandose, es importante
realizar este tipo de pruebas en un alimento real ya que desde el punto de
vista bioquimica es mas complejo que un alimento modelo y las interacciones
gque se presentan entre el antimicrobiano y los grupos hidrofilicos e
hidrofobicos con los que cuenta un alimento real pueden afectar el desempefio
del antimicrobiano y en caso de dar una respuesta satisfactoria con es nuestro

caso se puede tener una aplicacién tecnoldgica .para las sales sodicas.
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6 CONCLUSIONES

Se cumpli6 con el objetivo de hacer mas hidrosoluble a los &cidos
hidroxicinamicos y cinamicos formando las sales de sodio respectivas. La

solubilidad aumento6 hasta 40 veces su valor original.

Las cinéticas de crecimiento, superviviencia o muerte de seis bacterias
patbgenas en presencia de los compuestos activos de Capsicum annuum
indicaron un efecto estadistico dosis-respuesta (concentracidon-inhibicion). , la
efectividad de los compuestos en orden decreciente fueron:
cafeato<cumarato<ferulato< cinamato de sodio. Las bacterias mas sensibles
en orden de sensibilidad fueron: Salmonella spp,>S. aureus> E. coli O157>B.

cereus.

Las ecuaciones y parametros biolégicos obtenidos por microbiologia predictiva
representa una interpretacion cuantitativa de la sensibilidad de cada bacteria

en presencia de los compuestos activos

Se observaron cambios en la morfologia de E. coli O157y S. Gallinarum en
presencia de cumarato al 0.6% y ferulato al 0.6% respectivamente,
observandose un alargamiento de las células, lo que indica alteraciones en la
pared celular y membrana citoplasmética. En concentraciones de 1%
(bactericidas) de ferulato en S. Gallinarum y cumarato en E.coli O157 se
encontraron formacion de vacuolas en E.coli vy lisis de las células con

vaciamiento del material citoplasmatico en ambas bacterias.

Para el caso del S. aureus, en presencia de ferulato de sodio al 0.8% se
observé alteracion en la membrana con pérdida de la forma esférica y se

observo la presencia de vacuolas.

Los extractos obtenidos con isopropanol y etanol fueron los mas efectivos en la
inactivacién de S. Typhi en comparacion con los extractos acuosos. Se tuvo un
efecto bactericida a la concentracion de 2.5%., esto sugiere que un disolvente

con menor constante dieléctrica es mas efectivo para la extraccion.

No se observo un efecto del aumento de la fuerza iénica (modificada con NaCl)

en la extraccion de los compuestos activos.
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El cumarato de sodio a concentracion de 1% fue capaz de inactivar a E. coli
0157 en una prueba de reto microbiano efectuado en un alimento (jugo de
carne), para el ferulato de sodio disminuy6 1 logaritmo de la poblacion original,
en 48h.

Para el caso de S. Gallinarum con cumarato de sodio al 1% tuvo un efecto
bactericida a las 24h y para el ferulato de sodio la inactivacion se realizo a las
48h.
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