UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO
FACULTAD INGENIERIA
CARRERA DE AGROINDUSTRIA

Desarrollo de solucion antimicrobiana a partir de hojas de nacedero
(Trichanthera gigantea) con potencial aplicacion en verduras frescas

Trabajo de Titulacién para optar al titulo de Ingeniero Agroindustrial

Autor:
Barahona Mosquera Maria Victoria

Tutor:
Ing. Cristian Javier Patifio Vidal, PhD.

Riobamba, Ecuador. 2025



DECLARATORIA DE AUTORIA

Yo, Maria Victoria Barahona Mosquera, con cédula de ciudadania 0803696533, autora del
trabajo de investigacion titulado: Desarrollo de solucién antimicrobiana a partir de hojas
de nacedero (Trichanthera gigantea) con potencial aplicacion en verduras frescas, certifico
que la produccién, ideas, opiniones, criterios, contenidos y conclusiones expuestas son de
mi exclusiva responsabilidad.

Asimismo, cedo a la Universidad Nacional de Chimborazo, en forma no exclusiva, los
derechos para su uso, comunicacién publica, distribucién, divulgacién y/o reproduccion
total o parcial, por medio fisico o digital; en esta cesién se entiende que el cesionario no
podra obtener beneficios econdémicos. La posible reclamacién de terceros respecto de los
derechos de autor (a) de la obra referida, sera de mi entera responsabilidad; librando a la
Universidad Nacional de Chimborazo de posibles obligaciones.

En Riobamba, a la fecha de su presentacion.

A TR I AN

Al

Maria Victoria Barahona Mosquera
C.1: 0803696533



DICTAMEN FAVORABLE DEL PROFESOR TUTOR

Quien suscribe, Cristian Javier Patifio Vidal catedratico adscrito a la Facultad de Ingenieria,
por medio del presente documento certifico haber asesorado y revisado el desarrollo del
trabajo de investigacion titulado: Desarrollo de solucién antimicrobiana a partir de hojas de
nacedero (Trichanthera gigantea) con potencial aplicacién en verduras frescas, bajo la
autoria de Maria Victoria Barahona Mosquera; por lo que se autoriza ejecutar los tramites
legales para su sustentacion.

Es todo cuanto informar en honor a la verdad; en Riobamba, a los 31 dias del mes de octubre
de 2025.

Cristian J. aviepPatiﬁo Vidal

C.I: 1003967153



CERTIFICADO DE LOS MIEMBROS DEL TRIBUNAL

Quienes suscribimos, catedraticos designados Miembros del Tribunal de Grado para la
evaluacién del trabajo de investigacion Desarrollo de solucién antimicrobiana a partir de
hojas de nacedero (Trichanthera gigantea) con potencial aplicacion en verduras frescas,
presentado por Barahona Mosquera Maria Victoria, con cédula de identidad nimero
0803696533, bajo la tutorfa de Ing. Cristian Javier Patifio Vidal PhD.; certificamos que
recomendamos la APROBACION de este con fines de titulacién. Previamente se ha
evaluado el trabajo de investigacion y escuchada la sustentacién por parte de su autor; no
teniendo maés nada que observar.

De conformidad a la normativa aplicable firmamos, en Riobamba 31 de octubre de 2025.

Ana Mejia Lopez, Mgs. Zz// —— /
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL DE GRADO Al ,éét'zf]/(
LS

oz ¥ /
Paul Ricaurte Ortiz, PhD. m i/ -
MIEMBRO DEL TRIBUNAL DE GRADO 7‘ /
José Miranda Yuquilema, PhD. ~
MIEMBRO DEL TRIBUNAL DE GRADO Q@% /3%

[y



o ﬁmwﬂ.,mp?ﬁ'

Direccion
Académica
VICERRECTORADOQ ACADEMICO

SATFYA DE GESTION DE LA CALIGAD
UNACH-RGF-01-04-08.17
VERSION 01: 06-09-2021

CERTIFICACION

Que, Maria Victoria Barahona Mosquera con CC: 0803696533, estudiante de la Carrera
Agroindustria, Facultad de Ingenieria; ha frabajado bajo mi tutoria el trabajo de
investigaciéon titulado " Desarrollo de solucién antimicrobiana a partir de hojas de
nacedero (Trichanthera gigantea) con potencial aplicacién en verduras frescas”, cumple
con el 4% de similitud y 9% de textos potencialmente generados por la IA, de acuerdo al
reporte del sistema Antiplagio Compilatio, porcentaje aceptado de acuerdo a la

reglamentacion institucional, por consiguiente, autorizo continuar con el proceso.

Riobamba, 06 de octubre de 2025

Ing. Cristian Javier Patifio Vidal, PhD.
TUTOR

Campus Norte A Antonio Jose de Sucre. Km 1V via a Guano Telefonos (Fo3-3) 3730880 - Ext: 1255



DEDICATORIA

A Dios, por estar en mi vida y ser mi soporte. A mi familia, principalmente mi
madre Teresa por su amor incondicional y confianza, a mi sobrino Anthoan quién
es la luz de mi alma, a mis hermanos Tere y Sebas por ser mi apoyo, a mis tios y
primos quiénes fueron parte de mi progreso universitario, a mis mascotas por ser
mi compaiiia, a mi mejor amiga y mis 6 grandes amigos universitarios quienes
compartieron momentos inolvidables conmigo y a mi, por nunca rendirme y luchar
todos los dias por mis suefios.



AGRADECIMIENTO

A mi madre, por ser mi fortaleza y mayor motivacion todos los dias, a Javier,
compafiero leal de mi madre y un gran apoyo para mi, a Cristina Tuapanta, por
ser una gran amiga y apoyo en fodos estos aiios de estudio, a Andres por su
paciencia, comprension y por ser mi refugio en momentos de incertidumbre. A los
amigos de mi mamd especialmente Katty y Jesiis por ser un gran apoyo para la
culminacion de mis estudios, a mis ingenieros quienes dedicaron su vida laboral a
ensefiarme experiencias a lo largo de la carrera y a mi tutor de tesis, el ing. Cristian
Patifio, por su paciencia y gran apoyo para culminar este trabajo. A Dios por
brindarme la oportunidad de estudiar esta increible carrera de Agroindustriay en
esta preciada universidad.



INDICE GENERAL

DECLARATORIA DE AUTORIA
DICTAMEN FAVORABLE DEL PROFESOR TUTOR
CERTIFICADO DE LOS MIEMBROS DEL TRIBUNAL

CERTIFICADO ANTIPLAGIO

DEDICATORIA

AGRADECIMIENTO

RESUMEN

ABSTRACT

£ I ICIN: (im0 L R — 14
12, AT OO CE onvumvmnmivnnnssoomsnsans wms v enyiessss s sss s s s i e S S TSR RS BT 14
LD PO B IR oussscsnunmussuorsssmmonwessasninsss s s oo TV A 0 S A A N 5 15
1.3, JUSHTICACION ...vvetieeeteiieet sttt es e a s s b s sa b s s b b s sbssbsssasssasan 15
| R @ 1= £ OO OO TT 16
CAPITULO II. MARCO TEORICO.......c.coveerecrmeeemnimenssssiesessescsessasssssesiessssssensons 17
2.1 EStAU0 0 ATIE -.ccvmmmsmsmrmmssrrommmsssssmsassrsessurassinssssnssssnssnsas sovmmsprsmmassdsthnsssionh SESRARF $1350 17
2.2, Fundamenton TBOTICN . xaswsrrmmssnmmsanrensesisissbetss s o ss i i s e s sy 20
272.1. Pérdidas posteosecha de frutde y verduras coasumsamsssssuminassmmimass e 20
2.2.2. Nacedero (Trichanther@ giQanteq) ...........couwvvvvviniiviiiiviimsisinnsisnsesssssessensens 21
2.2.8. Solucion antimiCrObIANA .......c.ecuerueeeecreeriesreresre et ssae s st esasesbesaseras 23
2.2.9. Evaluacion de funcionalidad de soluciones antimicrobianas ..........cccvcveuenan W 23
CAPITULS I, METODOLOBH Ao .
3.1 B 1oz s L hakicin Lo R —— 24
3.2  Diseiio BExpetimental ..ot 24
F. 01 VATTADIES: s ussvvosivsnusunsnoiss unsinmsssmsysenenses sy oo s ss ot cosms sows s s s v aoa s 24
B I B 11111 11110 — 25
3.2.3 PiOUBAIHTEHLD corommmemmmmesassiossessssessnsavnsassnssonssnssomias s sl 610 S SR RS 25

3.3 Técnicas de RecolecCion de DAtOS cuuuuvceeiiiieeiiireeiiieeeeeeeeeiviriasiiessessseessrsssssesrsoneenes 27



3.4  Poblacién de Estudio y Tamafio de MUEStIa ........ccccvevvivieniininniinniiiisseenssinnnn 28

3.5 Métodos y Procesamiento de Datos ......c.eueersmimsssssssisessisnsnsissianssissiossinsssmmossaness 28
CAPITULO IV, BESULTADOS ¥ DISCUSTON .o issssimasenssssssans 28
4.1 Obtencion de extractos a partir de hojas de nacedero .......cocvvivivviiicinniiinnnenn, 28

4.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las soluciones antimicrobianas

o= s (415 615 10 N T 29
4.3 Obtencion de la solucion antimiCrODIANG ..........uvrverssrsmirermnsrrssrerriniressrerererreeseeen 34

44  Evaluacién de funcionalidad de la solucion antimicrobiana en tomate rojo

(Solanum lycopersicum) y lechuga (Lactuca sativa)............cccoeevvevenenenrenuennen, 35
CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES .....ccccccoeninireninnniinins 39
A 11T 1L Y 39
5.2  RevorientlaCIOMn it vuossssoms oo s i ssns (19 s s e e veeas 40
2112 116G\ O — 41

BUINTEIOUTI s s om0 S W TV e i TSR S A S 47



INDICE DE TABLAS.

Tabla L. Codificacion de TUESIFES .o sy msmsses s sosssasvesssanas 25
Tabla 2. Tabla ANOVA para metanol con respecto a bacterias...............coovevvvivaniinnnn, 31
Tabla 3. Tabla ANOVA para etanol con respecto a bacterias...............c..cccvvcvviiinininnes 31
Tabla 4. Tabla ANOVA para E. coli y con respecto a las soluciones (etanol) ............... 32
Tabla 5. Tabla ANOVA para S. aureus con respecto a las soluciones (metanol)............ 32
Tabla 6. Hulos de inhibicion de B, coli 1 S. Qureus .......oumasn s 32
Tabla 7. Halos de inhibicion de soluciones con respecto a bacterias ..................ccu.... 32
Tabla 8. Formulacion de la solucion antimicrobiana.....................cccccovvviininiinicnicnnn 34
Tabla 9. Concentraciones bacterianas obtenidas en el tomate sin tratar. ...................... 36
Tabla 10. Concentraciones bacterianas obtenidas en el tomate tratado......................... 37
Tabla 11. Concentraciones bacterianas obtenidas en la lechuga sin tratar.................... 37

Tabla 12. Concentraciones bacterianas obtenidas en la lechuga tratada........................ 38



INDICE DE FIGURAS

Fiouri 1. Covticteristioas del0g SXiraniosa s oremaisimemmmss s 29
Figura 2. Resultados de actividad antimicrobiana de extracto metanol. ...................... 30
Figura 3. Resultados de actividad antimicrobiana de extracto etanol........................... 31
Figura 4. Preparacion de solucion antimiCrobiang ... voserammesmmsmisisossssssssssssns 34
Fioura 5. Funclonolided delasolieion. ... ommunssmmemmmsomsin v s s 36
Figura 6. Extractos de NACOderD. .uswvssissimnisssssiossivses ot s swstsossssstsamsnsanscasins 47
Figura 7. Actividad antimicFobiang de exXiracion uis s essss o sssasisai i 47
Figura 8. Evaluacion microbioldgica frente a cepas ..........ooivvviiieviiiiiiiiiiiiiiiniennen. 48
Figura 9. Desarrollo de solucion antimicrobiana.............c.cocooovveiieiiiiiiiiiii 49
Figura 10. Tnoculacion en f0Male. .o awmaswmmmessevssississe o ssxosvisson sessmess assessavonenns 49
Fisura 11, Inveulacion en lelhignqassmsm s s 50

Figwra 12, Awidlisis microbiologieo e las VErduras. .o wimmmiiimsesseismsassason 50



RESUMEN

Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo desarrollar una solucién antimicrobiana
a partir de hojas de nacedero (Trichanthera gigantea), con potencial aplicacién en las
verduras frescas como el tomate rojo (Solanum lycopersicum) y la lechuga (Lactuca
sativa). Debido a la creciente preocupacion por el uso de compuestos quimicos para la
conservacion de alimentos postcosecha y su impacto en la salud y el ambiente, se desarroll6
una alternativa natural utilizando los compuestos bioactivos pertenecientes al nacedero,
conocidos por su actividad antimicrobiana. En ese contexto, se aplico un disefio
experimental bifactorial usando como solventes el metanol y etanol para evaluar la
efectividad de los extractos y las soluciones frente a 2 cepas bacterianas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Los resultados evidenciaron que el extracto metandlico obtenido
mostré mayor capacidad de inhibicidn, especialmente contra S. aureus. Posterior a ello, se
formulé una solucién antimicrobiana con extracto de nacedero, peroxido de hidrogeno,
glicerol y agua destilada, cuya eficacia fue comprobada mediante pruebas microbioldgicas
en las cuales, las verduras fueron inoculados con E. coli. Se observd una reduccion del 97%
de la carga bacteriana en lechuga, mientras que en tomate la reduccién fue del 13%, sin
alterar significativamente sus caracteristicas organolépticas. Se concluyd que el extracto
metanélico del nacedero posee propiedades antimicrobianas, y que su incorporacion en
soluciones representa una opcién viable para reducir la presencia de patégenos en
alimentos frescos.

Palabras clave: Trichanthera gigantea, extractos, S. aureus, E. coli, pruebas microbianas.



ABSTRACT

The objective of this research was to develop an antimicrobial solution derived from nacedero
leaves (Trichanthera gigantea), with potential application in fresh vegetables such as red tomatoes
(Solanum lycopersicum) and lettuce (Lactuca sativa). In response to increasing concerns regarding
the use of chemical compounds for post-harvest food preservation and their impact on health and
the environment, a natural alternative was developed using bioactive compounds from nacedero,
known for their antimicrobial activity. In this context, a two-factor experimental design was
employed to compare methanol and ethanol as solvents and evaluate the effectiveness of the
extracts and solutions against two bacterial strains, Escherichia coli and Staphylococcus aureus.
The results showed that the methanolic extract obtained had greater inhibitory capacity, especially
against S. aureus. Subsequently, an antimicrobial solution was formulated using nacedero extract,
hydrogen peroxide, glycerol, and distilled water, and its efficacy was verified through
microbiological tests in which vegetables were inoculated with E. coli. A 97% reduction in
bacterial load was observed in lettuce, while in tomatoes, the reduction was 13%, without
significantly altering their organoleptic properties. It was concluded that the methanolic extract of
the nacedero has antimicrobial properties, and that its incorporation into solutions represents a

viable option for reducing the presence of pathogens in fresh foods.

Keywords: Trichanthera gigantea, extracts, S. aureus, E. coli, microbial tests.
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CAPITULO L. INTRODUCCION.

1.2. Antecedentes

La creciente demanda de alimentos frescos y libres de agroquimicos ha impulsado
la investigacion en métodos de conservacion alternativos. En consecuencia, las estrategias
tradicionales como el almacenamiento a granel y el control de temperatura han reducido el
crecimiento microbiano y el deterioro enzimatico, por otro lado, la preferencia por
productos naturales ha incrementado el interés en busqueda de compuestos
antimicrobianos de origen vegetal (Aleman G., 2021; Paucar et al., 2024).

Se han incrementado las investigaciones de extractos naturales, como aceites
esenciales y los principios activos presentes en plantas con efecto antimicrobiano (Aleman
G., 2021; Paucar et al., 2024).

Entre las especies vegetales con potencial antimicrobiano, se ha estudiado el
Trichanthera gigantea, conocido como nacedero. Esta planta, originaria de la region
andina, ha sido reconocida por sus propiedades medicinales y su riqueza en compuestos
bioactivos, como flavonoides, taninos y alcaloides, que han mostrado capacidad para
combatir la pérdida postcosecha en frutas y verduras (Alcivar et al., 2023; Rios Herrera et
al., 2021; Martinez et al., 2023).

Sin embargo, la aplicacion de extractos vegetales en la industria alimentaria implica
desafios tecnoldgicos. La extraccion, purificacion, estabilizacién y aplicacion de estos
compuestos requieren procesos que aseguren la eficiencia y la preservacion de las
caracteristicas sensoriales de los alimentos (Nereyda et al., 2011).

Estos procesos se han enfocado, principalmente, en frutas y verduras frescas,
sustratos ricos en nutrientes pero susceptibles a la contaminacién por bacterias patogenas
como Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella, causantes de enfermedades
e incluso la muerte (Cortés Higareda et al., 2021).

Tradicionalmente, el uso de estas tecnologias implica la aplicacidn de tratamientos
quimicos y el control de temperaturas que mejoran la conservacién de frutas y verduras
después de la cosecha (Aleman G., 2021). Sin embargo, a pesar de estas estrategias, el
deterioro y el crecimiento microbiano persisten. Por ello, la investigacion de alternativas
antimicrobianas naturales se presenta como una solucién alineada con las tendencias
actuales de produccion de alimentos mas amigables con el medio ambiente y menos
contaminantes (Palomino Alexis, 2014).

El trabajo de investigacién se centra en explorar el potencial del nacedero como
alternativa natural empleada en una solucion para la conservacion de alimentos frescos.
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1.2. Problema

Las frutas y verduras son susceptibles a enfermedades causadas por virus, bacterias
y hongos. Segin Higadera et al. (2021), la mayoria de las bacterias tienen como principales
hospederos las frutas y hortalizas. Las bacterias patdgenas secretan toxinas como
exotoxinas producidas por bacterias gram-positivas y endotoxinas por bacterias gram-
negativas (Dominic S., 2022) que pueden presentarse a través de dafios mecanicos
producidos en el alimento y afectar su calidad.

A lo largo de los afios, se han implementado diversos métodos preventivos para el
control de patdgenos, principalmente la aplicacion de compuestos quimicos como
plaguicidas, pesticidas con ingredientes activos como el propiconazol, glifosato, entre
otros. Estas sustancias llegan a presentar alta toxicidad en alimentos provocando dafios en
la salud humana (MAG, 2024).

De igual manera, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2024) indica que, estos
problemas se han abordado mediante el uso de agentes quimicos como el glifosato,
tiabendazol, propiconazol altamente toxicos para el medio ambiente y el ser humano.

1.3. Justificacion

Los alimentos frescos o minimamente procesados han enfrentado un riesgo
significativo de contaminacion microbiana debido a la humedad relativa, temperaturas
eclevadas y lesiones como quemaduras producidas por el frio que causan manchas o pérdida
de textura (Palomino Alexis, 2014).

Por otra parte, Higareda et al. (2021) indican que la mayoria de las bacterias tienen
como principales hospederos las frutas y hortalizas. Las bacterias patégenas ademds de
presentarse a través de dafios mecénicos producidos en el alimento, secretan toxinas que
pueden llegar a afectar la salud humana.

Por consiguiente, se llevo a cabo un andlisis de extractos vegetales con el objeto de
evaluar su capacidad de inhibir bacterias patogenas. Estos extractos actlan como
estimulantes para el desarrollo de plantas, ademas de controlar plagas y enfermedades
(ETA, 2019).

A pesar de los avances en la conservacion de alimentos, la contaminacion
microbiana sigue siendo una de las causas principales de pérdidas postcosecha.
Tradicionalmente, el uso de compuestos quimicos sintéticos ha sido una alternativa viable
para mitigar esta problematica, pero, su uso genera preocupacion por los impactos en la
salud humana y el medio ambiente (Diaz Vallejo et al., 2021).

Ademas, el uso de productos quimicos y el empleo excesivo de los agentes
antimicrobianos en el control de las enfermedades puede inducir a una resistencia
bacteriana y fingica, siendo este un problema que afecta notablemente a los productos
agricolas cosechados (FAO, 2004).
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Por ello, esta investigacion busca evaluar la actividad antimicrobiana del extracto
de nacedero mediante el desarrollo de una solucién para aplicar en verduras frescas y
determinar el funcionamiento antimicrobiano sin afectaciones secundarias en los
alimentos.

1.4. Objetivos
a. General

Desarrollar una solucién antimicrobiana a partir del extracto de nacedero con
potencial aplicacion en verduras frescas.

b. Especificos
e  Obtener extractos a partir de las hojas de nacedero.

e FElegir el mejor extracto en funcién de sus propiedades antimicrobianas frente a
microorganismos patogenos.

e Desarrollar una solucién antimicrobiana mediante la incorporacion de extracto de
nacedero.

e FEvaluar la funcionalidad de la solucién antimicrobiana en tomate rojo (Solanum
lycopersicum) y lechuga (Lactuca sativa).



CAPITULO II. MARCO TEORICO.

2.1. Estado de Arte

Los compuestos naturales han demostrado ser de gran utilidad y se aplican en
diferentes 4ambitos. Por ejemplo, los cientificos han dirigido su atencién hacia la medicina
natural debido a los beneficios para la salud humana. Las plantas presentan capacidad para
sintetizar compuestos quimicos que sirven como mecanismos de defensa contra
microorganismos, insectos y herbivoros. Investigaciones fueron parte de la identificacion
y aislamiento de estas sustancias que tienen actividad antimicrobiana, logrando comprobar
su efectividad en la inhibicién del crecimiento de bacterias resistentes a antibidticos y
hongos patogenos (Castillo Mompié et al., 2014).

De forma general, la obtencion de extractos vegetales se llevo a cabo mediante
métodos de extraccién sélido: liquido, utilizando generalmente solventes tales como:
hexano, metanol, etanol, acetona o agua. Recientes estudios han analizado la actividad
antimicrobiana de estos extractos. Por ejemplo, Carrillo et al. (2020) evaluaron extractos
hidroalcoholicos de hojas de Mangifera indica L., mientras que en la India se investigaron
cinco extractos obtenidos con diferentes solventes. Ademas, Nepal estudié extractos
metandlicos de la misma especie, y en 2016 se realizé una cuantificacion de compuestos
bioactivos en extractos hidroalcohélicos (Celeste et al., 2020).

Carrillo et al. (2022) realizaron estudios que exploraban el potencial biotecnoldgico
de plantas como el diente de ledn (Taraxacum officinale) y el agave lechuguilla (4gave
lechuguilla), debido a sus propiedades antimicrobianas. Diversos exfractos etandlicos,
acuosos, metandlicos y hexanicos de ambas especies revelaron la presencia de compuestos
como fenoles, saponinas, taninos, terpenos, alcaloides, polifenoles y flavonoides, con
actividad comprobada contra bacterias, hongos y algunos insectos. Esta investigacion
analizé el potencial de los metabolitos secundarios para el desarrollo de nuevos productos
biotecnolégicos con aplicaciones en el area médica, aprovechando la cantidad de
compuestos bioactivos presentes en estas plantas y su uso tradicional (Carrillo Hernédndez
& Galvan Hernandez, 2022).

Velazquez et al. (2023) analizaron la efectividad de un extracto de Sambucus
canadensis, una planta utilizada ampliamente en comunidades indigenas de mexicanas,
contra bacterias encontradas en alimentos organicos. Los resultados revelaron que el
extracto vegetal tenfa un alto potencial para combatir y reducir el 30% de las biopeliculas
bacterianas que representan un riesgo para la seguridad alimentaria y la salud humana.

Carvajal (2022) analizo la posibilidad de implementar materia prima vegetal como
mecanismo para distintas enfermedades microbianas. En este sentido, se realizd una
evaluacion para analizar los distintos compuestos bioactivos y cémo estos influyen en los
agentes patogenos presentes en el medio ambiente. Se aplicaron métodos fisicos, quimicos
y microbioldgicos con el objetivo de verificar el efecto antimicrobiano y antimicotico de
los compuestos como flavonoides, taninos, alcaloides y esteroides que estan presentes en
el nacedero.



Solares et al. (2017) investigaron el potencial antimicrobiano de extractos de hojas
frescas de morera (Morus alba). Se reconoci6 el valor de la planta como fuente terapéutica
atribuyéndole propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, ademas de
ser un excelente forraje constituido de compuestos bioactivos. Los autores analizaron
cualitativamente la presencia de fenoles y flavonoides en los extractos y evaluaron su
eficacia contra bacterias patégenas mediante ensayos fitoquimicos, observando que en
todos los extractos hay la presencia abundante de flavonoides y fenoles activos frente a
microorganismos patdgenos evaluados sin diferencias significativas.

Otra investigacién evalué la actividad antioxidante y antimicrobiana de los
extractos metanolicos de diez especies del género Solanum. Este género se caracteriza por
su amplia diversidad y riqueza de propiedades farmacolégicas, entre ellas, actividad
citotdxica, anticancerigena, antiinflamatoria, antimicrobiana y antioxidante. A través de
modelos in vitro se determiné la actividad antioxidante, el contenido de fenoles y
flavonoides totales. La presencia de fenoles totales se evalud por cromatografia liquida de
alta resolucién y la actividad antimicrobiana se evalud usando los microorganismos
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y E. coli (Ramén Valderrama & Galeano
Garcia, 2020).

La especie Mangifera Indica L. ha sido objeto de estudios para identificar la
presencia de compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas.
Segtin Carrillo et al. (2020), la presencia de estos compuestos bioactivos ha sido reportada
en cascara de mango (Serna-Cock et al., 2015), asi como en otras partes de la planta y fruta.
Dentro de estos compuestos bioactivos, uno de los mas importantes es la mangiferina
(Carrillo Tomala et al., 2020).

Malo et al. (2023) mencionaron que el estudio fitoquimico realizado en extractos
Cymbopogon citratus determind que existe presencia de taninos y fenoles, ademas, se
observo inhibicion contra la bacteria Staphylococcus aureus en los extractos metanolicos
y etandlicos. Los compuestos bioactivos presentes en el extracto podrian ser utilizados
como una alternativa al uso de compuestos sintéticos para combatir con bacterias patogenas
ya sea en la medicina, industria, cosmética, ete.

Segiin Rodriguez et al. (2017), se llevo a cabo la evaluacién de la actividad
antimicrobiana de los extractos de las plantas Bauhinia sp., Sambucus nigra, Eichhornia
crassipes y Taraxacum officinale frente a patdogenos de importancia clinica. Las pruebas
antimicrobianas se realizaron en diferentes concentraciones de los extractos segun
indicaciones del laboratorio.

Entre los microorganismos utilizados se encontraron Enferococcus faecium,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans,
etc. Se realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y cromatografia, permitiendo
comprobar presencia de flavonoides, terpenos, saponinas, fenoles, quinonas y alcaloides,
ademas, se encontré que los extractos presentaban diversos grados de inhibicion frente a



los microrganismos de estudio, siendo el mas eficaz los tallos de T. officinale Rodriguez et
al. (2017).

Velasco et al. (2022) expresaron que se prepard extractos etanodlicos de plantas
como belladona, caléndula, albahaca, achote y romerillo y se evalué su potencial
antibacteriano frente a S. aureus y S. epidermidis, mediante las técnicas de difusion en
disco y dilucién en tubo. El efecto de las mezclas se determino para el extracto con mejor
actividad y el antibidtico con mayor halo de inhibicién a través de la técnica de tablero.
Posteriormente, se encontré que el extracto con mayor potencial para S. aureus fue el de
achiote (hojas), mientras que para S. epidermidis fueron las hojas y frutos de achiote,
respectivamente.

Ramirez Salcedo et al. (2015) mencionaron que las plantas poseen gran capacidad
para sintetizar metabolitos secundarios y péptidos, los cuales pueden actuar como
mecanismos de defensa frente a microorganismos tales como bacterias, virus u hongos.
Los investigadores evaluaron el rendimiento, la actividad antibacteriana y antifiingica de
metabolitos de las hojas de Guacima mediante métodos de Bradford y la aplicacion de
cromatografia de capa fina para la separacion y andlisis de los compuestos.

Amores (2024) analizé que el uso de fertilizantes y plaguicidas para controlar
bacterias patogenas afectan a la salud, debido a esto, se obtuvo distintos extractos vegetales
a partir del laurel (Laurus nobilis), chilca (Baccharis latifolia) y semilla de aguacate
(Persea americana) en conjunto con el aceite esencial de guaviduca (Piper carpunya) y se
evalud frente a hongos fitopatdgenos mediante analisis microbioldégicos en donde se
determind que el aceite de guaviduca tenia un efecto inhibitorio significativo a diferencia
de el extracto de chilca que tuvo efecto inhibidor menor por otro lado, los extractos de
laurel y semilla de aguacate no presentaban inhibicion logrando una eficacia actividad
antimicrobiana.

Por otra parte, se realizo un control de efecto microbiano de un extracto vegetal de
banano verde (Musa paradisiaca) en relacion con la naranja (Citrus sinensis) y mandarina
(Citrus reticulata) frente al hongo P. digitatum (Mejia P., 2018).

Se realizaron distintas concentraciones del extracto en ensayos in vivo con
inoculaciones del hongo y se determind una reduccion de crecimiento con respecto a la
variedad de naranja, a diferencia de la mandarina, que no se obtuvo efecto inhibitorio. Se
concluyd que esta reduccion es debida a los taninos presentes en el extracto de banano
(Mejia P., 2018).

Los extractos vegetales han sido utilizados como agentes antimicrobianos, siendo
de gran interés en la comunidad cientifica. Por ello, esta investigacion estudié la
bioactividad de extractos vegetales de chaiiar, jarilla, pajaro bobo, retortufio hacia
Monilinia fructicola, hongo causante de pérdidas postcosecha, y se determin6 el efecto
inhibitorio a través de analisis in vitro ante M. firuticola, donde el extracto de jarilla a altas
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concentraciones fue el mas efectivo reduciendo el crecimiento miceliar del hongo
(Monardez C., 2014).

Martinez Edison (2023) evalu6 la eficacia de extractos vegetales en el control de
enfermedades con respecto a hongos en el pepino. Se determind mediante tratamientos de
cinco repeticiones que el extracto de cola de caballo en dosis de dos litros obtenido por
maceracion presentd mejores resultados que el extracto de ortiga + 2 litros en la severidad
de la enfermedad, verificando una accion antifungica que impedia el crecimiento y
germinacion de esporas.

Se evaluaron extractos vegetales y dosis de aplicacion para controlar el crecimiento
de Empoasca sp. Y Diabrotica spaciosa en cultivos de fréjol caupi (Vigna ungiculata). Se
determiné la dosis de aplicacion a una concentracion del 30% con un andlisis de
tratamientos. Se utilizd6 un disefio experimental que permitié identificar diferencias
significativas en las infestaciones de estas enfermedades con respecto al fréjol (Zambrano,
2018).

Cortez (2023) evalud el efecto de los extractos vegetales para el control de
podredumbre de la corona de banano en etapa postcosecha. Por lo que, se implementd un
disefio experimental que permitié componer tratamientos de limén y naranja evaluados en
20 repeticiones. Los resultados indicaron que con el tratamiento de limoén se tuvo una
incidencia de pudricién durante 21 dias con dias de intervalo.

2.2. Fundamentos Tedrico
2.2.1. Pérdidas postcosecha de frutas y verduras

Las frutas y verduras son susceptibles a enfermedades causadas por virus, bacterias
y hongos. Segin Higareda et al. (2021), 1a mayoria de las bacterias tienen como principales
hospederos las frutas y hortalizas. Las bacterias patogenas pueden, ademas de presentarse
a través de dafios mecanicos producidos en el alimento, secretar toxinas que pueden llegar
a afectar la salud humana.

En la actualidad se utilizan métodos preventivos y de desinfeccion para el control
bacteriano, los cuales se basan en métodos quimicos con compuestos clorados de oxigeno
activo y otros componentes.

Restrepo (2023) menciond que la pérdida de cultivos tras la recoleccion es una
preocupacion a nivel general debido a la disminucion de la cadena de suministros
provocando un impacto degenerativo. Se enfoco en cuantificar y analizar las pérdidas
registradas en los cultivos agricolas mas importantes

2.2.2. Compuestos naturales de plantas

Los compuestos naturales han sido de gran utilidad, varias décadas atras, y han sido
aplicados en diferentes ambitos. Por ejemplo, los cientificos han dirigido su atencion hacia
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la medicina natural debido a los beneficios para la salud humana. Las plantas presentan
habilidad para sintetizar compuestos quimicos que sirven como mecanismos de defensa
contra microorganismos, insectos y herbivoros (Castillo et al. 2014)

Recientes investigaciones tornan a la identificacion y aislamiento de estas
sustancias que tienen actividad antimicrobiana, logrando comprobar su efectividad en la
inhibicién del crecimiento de bacterias resistentes a antibidticos y hongos patégenos
(Castillo et al. 2014).

2.2.2. Nacedero (Trichanthera gigantea)

Segtin Valencia et al. (2007), el nacedero es un arbol o arbusto que puede llegar a
medir hasta 8 metros de altura, y comtinmente se cultiva en las zonas costeras. Se considera
una planta forrajera de tipo arbustivo.

Esta especie vegetal presenta un tronco irregular, con raices zancudas y de corteza
externa amarillenta, tiene hojas simples, opuestas y asperas. Al nacedero Trichanthera
gigantea se le atribuyen propiedades medicinales ademas de servir como material de
construccion y proteccion en cuencas de agua (Valencia et al., 2007).

Segtn Carvajal (2022), menciondé que el nacedero es una especie con multiples
aplicaciones, especialmente en la agricultura y la medicina tradicional. En América Latina,
se ha utilizado como alimento para animales, remedio para diversas enfermedades y como
componente en sistemas de conservacion.

Desde el punto de vista, el nacedero es fuente de fibra, proteina y calcio. Las hojas
de esta especie presentan propiedades medicinales (Martinez et al., 2023). El nacedero
tiene un rango amplio de distribucion, posee una gran capacidad de adaptarse en
ecosistemas, tolera valores de pH 4cidos y bajos niveles de fosforo y otros elementos
asociados a suelos con baja fertilidad (Casanova Fernando, 2023).

Comunmente, el nacedero es utilizado para proteger y mantener fuentes de agua.
Actualmente, esta especie se emplea en programas de reforestacion y proteccion de cuencas
(Martinez Dayro, 2022).

2.2.3. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son obtenidos a partir de la extraccion de diferentes
compuestos mediante procesos como maceracion, fermentacién, infusion, etc. Los
compuestos bioactivos presentes en las plantas son utilizados para combatir plagas y
enfermedades. Se hace mencion de la eficacia de los extractos por diversos factores como
la especie, el método de extraccién, su concentracion o la calidad de la planta (EAT, 2019).

Tituafia et al. (2018) expresaron que los extractos son preparados con el uso de diversos
solventes organicos, ademas de someter a las plantas a un tratamiento previo, ya sea,
molienda, trituracion o secado para la eliminacion de residuos indeseables.
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2.2.4. Principios activos

Ardelean et al. (2024) mencionaron que los principios activos obtenidos de las
plantas determinan su valor caracteristico mediante sus propiedades. Estos compuestos se
clasifican con base en las caracteristicas fisicoquimicas o en su naturaleza quimica, entre
ellos se encuentran los 4cidos organicos, alcaloides, aceites grasos o volatiles, taninos, entre
otros. Estos principios se encuentran en diferentes partes de la planta y se extraen para usos
medicinales o cosméticos aprovechando sus capacidades antimicrobianas, purgativas o
antisépticas.

2.2.5. Métodos de extraccion

Los compuestos bioactivos de plantas pueden ser extraidos por distintos métodos,
condiciones y tratamientos del material vegetal, previo al proceso de extraccion, con la
finalidad de incrementar su concentracion (Malpica et al., 2024).

Entre algunos métodos se encuentran la extraccién convencional que es un proceso
de separacion de componentes presentes en la mezcla a partir de un solvente, la extraccién
asistida por ultrasonido que facilita el desplazamiento del disolvente sélido y la solucion
del soluto con facilidad y disminucion en el consumo de energia y/o la extraccion asistida
con bafio de ultrasonidos usando solventes eficaces para la obtencién de extractos (Malpica
et al., 2024).

2.2.6. Microorganismos patogenos

Los productos agricolas frescos contienen sustratos importantes que influyen y
facilitan el crecimiento microbiano. Entre las bacterias patogenas identificadas se
encuentran la Salmonella que se presenta en alimentos cdrnicos, frutas u hortalizas,
Escherichia coli 157 presente en lacteos, aguas, hortalizas frescas, Vibrio vulnificus,
Shigella spp. Listeria monocytogenes en vegetales congelados, ensaladas empacadas y
helados, Clostridium perfringens presentes en pescado, enlatados o miel (Marquez M.,
2021), que a nivel mundial provocan brotes infecciosos causantes de enfermedades como
diarrea, intoxicacién alimentaria, necrosis del intestino en los consumidores de productos
agricolas contaminados (Cortés-Higareda, 2021).

2.2.7. Andlisis microbiologicos

El analisis microbioldgico es realizado para un control de calidad, determinar su
vida de anaquel, verificar la técnica de manipulacién y determinar intoxicaciones o
infecciones a través de alimentos (Sanz S., 2011).

Distintas técnicas como el uso de subcultivos de colonias seleccionadas, la técnica
para recuento en placa, el aislamiento por agotamiento de estria o la determinacién de la
termonucleasa permiten verificar la presencia o ausencia de bacterias presentes (Sanz S.,
2011).
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2.2.8. Soluciéon antimicrobiana

Los antimicrobianos son sustancias quimicas que impiden el desarrollo o
favorecen la muerte de un microorganismo. Ademads, estos compuestos ejercen su accion
en la estructura bacteriana inhibiendo y alterando reacciones bacterianas (Martinez Dayro,
2022).

En general, la utilizacién de desinfectantes y antisépticos ayuda a la reduccion de
bacterias desactivando enzimas, por otro lado, los antisépticos son agentes quimicos que
inhiben el crecimiento de microorganismos en tejidos vivos. También se utilizan
bactericidas, o fungicidas con aplicacién en cultivos (Ministerio de Trabajo, empleo y
seguridad social, 2021).

2.2.9. Evaluacion de funcionalidad de soluciones antimicrobianas

Las enfermedades infecciosas representan un desafio debido a la aparicion de
resistencia a los antimicrobianos, por lo que cientificos evalian la inserciéon de nuevos
compuestos antimicrobianos mediante ensayos microbiolégicos como posibles soluciones
ante alimentos agricolas (Jabid, 2024).

Para la prolongacién de frutas o verduras pre y postcosecha se usan distintos
agentes antimicrobianos para evaluar su funcionalidad. Una sustancia antimicrobiana es
aquel compuesto sintético o natural que tiene la capacidad de evitar o ralentizar el
crecimiento microbiano (Lépez, 2021).

La evaluacion de funcionalidad busca determinar la capacidad de una solucién para
destruir o inhibir el crecimiento de microorganismos empleando pruebas microbiologicas
para verificar el efecto de la solucion frente a bacterias u hongos (Fuente-Salcido et al.,
2015).
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CAPITULO III. METODOLOGIA.

3.1 Tipo de Investigacion.

En el proyecto de investigacion se consideraron metodologias que corresponden al
4mbito exploratorio considerando un enfoque mixto con base en el desarrollo de una
solucién antimicrobiana a partir de extracto de nacedero (Trichanthera gigantea) con
aplicacion en verduras frescas.

Con respecto a lo cualitativo, se realizaron investigaciones bibliograficas sobre los
extractos vegetales y sus propiedades, formulaciones de soluciones antimicrobianas y su
efecto en las verduras. Por otro lado, en el 4rea cuantitativa, se evalud la actividad
antimicrobiana mediante andlisis microbiolégicos para determinar la efectividad de una
solucién antimicrobiana a base de extracto de nacedero con potencial aplicacion en
verduras frescas.

La investigacién se desarrolld en el laboratorio del Grupo de Investigacion de
Inocuidad y Valorizacién de Recursos para la Agroindustria (INVAGRO) y los
laboratorios de Control de Calidad de Agroindustria y Servicios Ambientales de la
Universidad Nacional de Chimborazo.

3.2 Disefio Experimental

En el proyecto de investigacion se llevé a cabo un analisis microbioldgico. Se
utilizaron tres muestras de control que permitieron determinar el efecto de los solventes,
extractos y soluciones antimicrobianas en presencia de bacterias Gram positivas y Gram
negativas.

La variable dependiente fue la actividad antimicrobiana expresada en halos de
inhibicién y la variable independiente, el tipo de bacteria y el extracto en funcién a la
solucién antimicrobiana.

3.2.1 Variables

Se llevé a cabo un disefio experimental bifactorial. El factor A indica el tipo de
bacteria, las cuales fueron: E. coliy S. aureus, y el tipo de extracto, metanélico y etandlico.
El factor B hace referencia a la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales.

En este disefio, se buscod evaluar la actividad con respecto a las bacterias y
determinar su capacidad de inhibicion expresada en mm.
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3.2.2 Tratamientos

Tabla 1.
Codificacion de muestras
Cdédigo Muestra Descripeion
A Control bacteria 1 E. coli
B Control bacteria 2 S. aureus
& Control solvente 1 Etanol 96%
D Control solvente 2 Metanol 96%
E Muestra experimental 1 Solucién bacteriana + Extracto Etanol 96%
F Muestra experimental 2 Solucidén bacteriana + Extracto Metanol 96%

3.2.3 Procedimiento
Obtencién de materia prima

El material vegetal (nacedero) fue obtenido entre las calles Piedrahita y Malecon de
la ciudad de Esmeraldas. Se seleccionaron las hojas con un color verde uniforme y en
buenas condiciones. Las hojas fueron pesadas, desinfectadas con alcohol y se seco la
materia prima (Carvajal, 2022).

Obtencion de extractos de nacedero

Se aplicé el procedimiento de Astrid Carvajal (2022) para obtener los extractos
vegetales a partir de un método de extraccion. Se realizé una maceracion de 3 dias
utilizando etanol y metanol al 96% (v/v). El volumen de solvente fue de 500 ml con
respecto al promedio de 82 gramos de nacedero.

Los extractos fueron concentrados a 72 °C durante 3 horas utilizando un
termémetro y una placa calefactora con agitacion, obteniendo un volumen final
aproximado de 147 mL. Posteriormente, la solucion fue filtrada y almacenada a
temperatura ambiente en frascos de vidrio &mbar hasta su uso. La concentracion de los
extractos se determind mediante la cantidad de gramos y mililitros utilizados.
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Es decir, la concentracién de extractos vegetales se expresdé como el porcentaje
masa/volumen y se determiné mediante la ecuacion 1:

% (%) s, STUREAG) 100 Ecuacién 1

~ volumen (ml)
Evaluacion de actividad antimicrobiana de los extractos

La actividad antimicrobiana de los extractos se realizd con la finalidad de
seleccionar el mejor extracto para el posterior desarrollo de la solucién antimicrobiana.

La actividad antimicrobiana de los extractos fue evaluada contra E. coli como un
modelo de bacteria Gram negativa y S. aureus como un modelo de bacteria Gram positiva,
siguiendo la metodologia de Patifio Vidal et al. (2023) con algunas modificaciones. Los
cultivos microbianos fueron obtenidos del laboratorio INVAGRO en la institucion
UNACH.

Se prepararon cultivos celulares de cada microorganismo en caldo de soja tripticasa
(TSB) hasta alcanzar su fase exponencial con una concentracion celular =107 UFC/mL, y
se prepararon diluciones de cada bacteria a ~10° UFC/mL. Posteriormente, se sembraron
300 pL de esta solucién bacteriana en placas con agar tripticasa de soja (TSA), y se
colocaron discos de papel filtro (2,5 cm) que contenian los extractos sobre el agar. Se
incubaron las placas a 37 °C durante 24 h, y se midi6 el didmetro de la zona de inhibicion
del papel. Se utilizaron como controles placas de agar con bacteria y placas de agar con
bacteria conteniendo discos de papel con los solventes.

Desarrollo de la solucion antimicrobiana

De acuerdo con lo descrito por la Organizacién Mundial de la Salud (2009), un
producto de desinfeccién debe contener en su formulacién etanol al 96% (v/v), peroxido
de hidrégeno al 3% (v/v), glicerol al 98% (v/v) y agua destilada estéril. En este sentido, la
solucion antimicrobiana estuvo compuesta por los reactivos anteriormente mencionados,
reemplazando el etanol por el extracto de nacedero en las mismas proporciones.

Evaluacion de la funcionalidad de la solucién antimicrobiana en verduras frescas

La funcionalidad de la solucién antimicrobiana se testeé en muestras de lechuga
(Lactuca sativa) y tomate rojo (Solanum lycopersicum). El procedimiento se realizé en el
interior de la cabina de flujo laminar.

En el caso de la lechuga, se cortaron cuadrados de 5 cm x 3 em y se colocaron en
contacto con 10 mL de una solucién clorada a 50 ppm. Posteriormente, las muestras se
retiraron, se lavaron con agua destilada y se secaron durante 2 h a temperatura ambiente.
Por otra parte, se prepar6 una solucion bacteriana de E. coli a una concentracion celular de
=105 UFC/mL. 10 mL de la solucién bacteriana se colocaron sobre las muestras de lechuga
y se dej6 secar durante 1 hora. Inmediatamente, se aplico 300 uL de la solucién
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antimicrobiana sobre el vegetal inoculado. La efectividad de la solucién antimicrobiana se
evalud durante 2 dias.

Para el tomate, el vegetal entero fue esterilizado siguiendo la metodologia
anteriormente mencionada. Los tomates desinfectados se colocaron en envases de
tereftalato de polietileno que fueron previamente esterilizados con la solucion clorada. Se
prepararon las soluciones bacterianas, y 10 mL de cada solucion fueron inoculados en todo
el tomate. Las muestras de tomate se dejaron secar y se aplicaron 10 mL de la solucion
antimicrobiana. La efectividad de la solucion antimicrobiana se evaluo durante 2 dias.

La efectividad de la solucién antimicrobiana se evaludé mediante el conteo de las
células viables en cada una de las muestras. Para esto, se realizaron diluciones seriadas a
partir de las muestras inoculadas, y 300 uL de cada dilucion se sembraron en placas con
agar TSA. Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 horas y se realizd el conteo de las
células. Se utilizaron como controles muestras vegetales inoculadas con las soluciones
bacterianas.

La actividad antibacteriana se expresdé como el porcentaje de reduccion y se
determiné mediante la ecuacion 2:

Reduccion %= B;f‘q X100 Ecuacion 2

Dénde: A es la concentracion celular (UFC/mL) de la muestra control, y B es la
concentracion celular (UFC/mL) de las muestras que fueron aplicadas con la solucion
antimicrobiana.

3.3 Técnicas de Recoleccion de Datos

Se recolectaron datos a través de analisis microbioldgicos, los cuales se registraron
en un programa estadistico para conocer las diferencias significativas entre las distintas
funcionalidades de los solventes en conjunto con el extracto.

Evaluacion de funcionalidad de extractos y soluciones

La actividad antimicrobiana de los extractos fue evaluada contra E. coli como un
modelo de bacteria Gram negativa y S. aureus como un modelo de bacteria Gram positiva,
siguiendo la metodologia de Patifio Vidal et al. (2023) con algunas modificaciones. Los
microorganismos empleados en este estudio fueron seleccionados debido a la diferente
sensibilidad que exhiben frente a los extractos y a su amplia utilidad en estudios enfatizados
en evaluar su actividad bioldgica de un compuesto de interés.

Se prepararon cultivos celulares de cada bacteria en caldo TSB hasta alcanzar su
fase exponencial con una concentracion celular =107 UFC/mL, y se prepararon diluciones
de cada bacteria a =#10° UFC/mL. Posteriormente, se sembraron 300 pL de esta solucién
bacteriana en placas con agar TSA, y se colocaron discos de papel filtro de 2,5 cm de
diametro sobre el agar, los cuales contenian los extractos y solventes. Se incubaron las
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placas a 37 °C durante 24 h, y se midi6 el didmetro de la zona de inhibicion del papel. Se
utilizaron como controles soluciones bacterianas sin discos de inhibicién y con discos
cargados con el solvente de extraccion.

Para la realizacion de evaluacion de funcionalidad de la solucion en verduras
frescas, se utilizé el método de contacto, que consistié en inocular las verduras por
frotacion con hisopos esterilizados en la verdura y posterior a ello se dej6 secar y sellar
(Ortega-Centeno et al.,, 2009). Las muestras se incubaron a 45°C y se demostr6 la
efectividad de la solucién durante 2 dias preparando una solucion al 10% (v/v) de las
muestras inoculadas.

3.4 Poblaciéon de Estudio y Tamafio de Muestra

En el caso de la evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos, la
cantidad de nacedero utilizada para la obtencion de extractos fue de 164 gramos y posterior
a ello, se desarrollo la solucidn.

La poblacién de estudio consistié en microorganismos patogenos presentes en
frutas y verduras frescas. La muestra seleccionada consistié en cepas de E. coli y S. aureus.

Para la evaluacién de la efectividad de la solucién antimicrobiana, la poblacién de
estudio consisti6 en las principales verduras frescas sensibles a la contaminacion
microbiana.

[.a muestra se seleccion6 al realizar distintas revisiones bibliograficas y determinar
que tanto el tomate como la lechuga se ven afectados por la bacteria E. coli. Por
consiguiente, se consideraron 3 cortes de hoja de lechuga de 5 cm x 3 ¢m y 3 tomates
enteros.

3.5 Métodos y Procesamiento de Datos

El anélisis estadistico de los resultados se realizé mediante un analisis de varianza
(ANOVA) con la finalidad de detectar diferencias significativas entre las muestras, y se
compararon mediante el test de Tukey con un nivel de confianza del 95% utilizando el
programa estadistico Statgraphics Centurion XVI, Version 16.1.03.

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4,1 Obtencién de extractos a partir de hojas de nacedero

La Figura 1 muestra las fotografias de la obtencién de los extractos de nacedero.
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Figura 1.
Caracteristicas de los extractos
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Nota: Extracto metandlico (imagen izquierda), extracto etandlico (imagen derecha).

El extracto obtenido con metanol presentdé un color verde parduzco y olor
caracteristico de las plantas forrajeras arbustivas de rapido crecimiento. La concentracion
inicial de los extractos fue 0,164 g/ml, y posteriormente al proceso de evaporacion del
solvente, la concentracion final fue 0,559 g/ml, obteniendo un promedio de 0,3632 g/ml.

Por otro lado, el extracto obtenido con etanol presentd un color verde pino menos
intenso en relacion con el extracto metandélico y olor caracteristico a las plantas forrajeras.
En la preparacion de los extractos, la concentracion se inicié en 0,161 g/ml, se evaporo el
solvente y se encontrd en una concentracion final de 0,488 g/ml obteniendo un promedio

de 0,325 g/ml.

En conclusion, las concentraciones fueron obtenidas debido a la presencia de
principios activos que favorecen la accidn antimicrobiana del mismo.

4.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las soluciones antimicrobianas
de nacedero

La Figura 2 muestra las fotografias de la evaluacion antimicrobiana realizada con
respecto a la solucion bacteriana con extracto metanolico al 96%.
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Figura 2.
Resultados de actividad antimicrobiana de extracto metanol.

Nota: Las fotografias en la parte superior son los resultados de los ensayos experimentales en
relacién con la bacteria E. coli, y las fotografias inferiores son resultados de los ensayos
experimentales en S. aureus. Las Figuras: A y D corresponden al control bacteria, B y E
corresponden al control solvente, y C y F pertenecen a las muestras experimentales.
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La Figura 3 muestra las fotografias de la evaluacién antimicrobiana con respecto a la
solucion bacteriana con extracto etandlico al 96%.

Figura 3.
Resultados de actividad antimicrobiana de extracto etanol

Nota: Las fotografias superiores son los resultados de los ensayos experimentales en . coli, y las
fotografias inferiores son los resultados de los ensayos experimentales en S. aureus. Las Figuras:
U y X corresponden al control bacteria, V y Y corresponden al control solvente, y W y Z
corresponden a las muestras experimentales.

Tabla 2.

Tabla ANOVA para metanol con respecto a bacterias.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 102,083 1 102,083 7.35 0,0219
Intra grupos 138,833 10 13,8833

Total (Corr.) 240,917 k1

Tabla 3.

Tabla ANOVA para etanol con respecto a bacterias.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 70,0833 1 70,0833 1,62 0,2320
Intra grupos 432,833 10 43,2833

Total (Corr.) 502,917 11




Tabla 4.
Tabla ANOVA para E. coli y con respecto a las soluciones (etanol)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 75,0 1 75,0 1,83 0,2055
Intra grupos  409,0 10 40,9

Total (Corr.) 484,0 11

Tabla 5.

Tabla ANOVA para S. aureus con respecto a las soluciones (metanol)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 736,333 1 736,333 45,27 0,0001
Intra grupos 162,667 10 16,2667

Total (Corr.)  899,0 11

La Tabla 6 muestra los valores de los halos de inhibicién de cada solvente con respecto a
las bacterias.

Tabla 6.
Halos de inhibicion de E. coli 'y S. aureus

Halos de inhibicién (mm)

Solventes E. coli S. aureus
Ftanol 47,5+ 7,774 42,6+ 5,2%
Metanol 52,5 + 4,8%A 58,3 £ 2,208

Letra superindice mintisculas (a y b) indica diferencias significativas entre los solventes para una
misma bacteria y letras superindice mayusculas (A y B) indican diferencias significativas (p < 0,05)
entre las bacterias para un mismo solvente (p < 0,05) de acuerdo con el analisis de varianza y test
de Tukey.

La Tabla 7 muestra los valores de los halos de inhibicion de las soluciones
experimentales con respecto a las bacterias.

Tabla 7.
Halos de inhibicién de soluciones con respecto a bacterias

Halos de inhibicién (mm)

Soluciones E. coli S. aureus
S. Etanol 4544 24 51,2 £2.384
S. Metanol 45,745,674 57,5+ 2,358
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Nota; Letra superindice minisculas (a y b) indican diferencias significativas entre las soluciones
para una misma bacteria y letras superindice mayusculas (A y B) indican diferencias significativas
(p < 0,05) entre las bacterias para una misma solucién (p < 0,05) de acuerdo con el andlisis de
varianza y test de Tukey

De acuerdo con Cuesta y Mogrovejo (2020), se destacé que el extracto metandlico
presenta una buena actividad antibacteriana frente a distintas cepas; en la seleccion de
solventes influyen factores como la concentracion del solvente, temperatura, tiempo de
contacto, relacion masa-solvente, etc.

Por otro lado, Ramirez y Munevar (2019) mencionaron que al realizar andlisis
microbiolégico en la planta Otholobium mexicanum se determind que logré efectos
inhibidores de la bacteria S. aureus realizando diluciones y atribuyendo su capacidad de
perfusion en el agar.

En relacion con el analisis microbioldgico realizado en la muestra experimental con
respecto al solvente etanol para E. coli se establecié que no existen diferencias para ese
mismo solvente, pero, al aplicar con el metanol, se obtuvieron datos con diferencias
significativas en el didmetro de inhibicion.

Por otra parte, €l analisis de la muestra experimental con los solventes etanol y
metanol con la bacteria S. aureus presentd diferencias significativas en la inhibicién, con
un didmetro de 57,5 mm de inhibicién en la muestra experimental con metanol. Asimismo,
el metanol para la bacteria E. coli en control solvente presenta diferencias significativas
obteniendo una menor inhibicidon contra el metanol para la bacteria S. aureus.

Como resultado se obtiene que, en la muestra experimental, el extracto obtenido
con el solvente metanol present6 diferencias significativas con la bacteria S. aureus y E.
coli en comparacién con el solvente etanol. En cuanto al solvente en relacion con las
bacterias, no hubo diferencias con el etanol.
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4.3 Obtencion de la solucion antimicrobiana

La Figura 4 muestra fotografias de la solucion antimicrobiana preparada.

Figura 4.
Preparacion de solucion antimicrobiana

La Tabla 8 muestra las cantidades necesarias y el porcentaje requerido para la
formulacion de Ia solucion.

Tabla 8.

Formulacién de la solucidon antimicrobiana

Formulacion Cantidades (ml)  Porcentaje (%)
Extracto 24,99 83,3%
Peréxido de hidrogeno 3% 1,251 4,1%
Glicerol 98% 0,435 1,45%
Agua destilada 3,324 11,1%

De acuerdo con la Figura 4, la solucion antimicrobiana presenté un color verde parduzco
y un olor caracteristico a las plantas forrajeras arbustivas (olor parecido a la tierra
hiimeda). Esta solucién contenia el extracto metanoélico, en el cual pudieron estar
presentes compuestos bioactivos propios de la planta tales como: alcaloides, glicosidos,
flavonoides y terpenos (Carrillo et al., 2020).
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Trabajos previos como la “Deteccién de metabolitos secundarios presentes en las hojas
de (Trichanthera gigantea) Acanthaceae y su actividad antimicrobiana y antimicética”

expuesto por Carvajal (2022) y “Actividad antimicrobiana in vitro de extractos de hoja

de Guazuma ulmifolia Lam. contra fitopatégenos” por Ramirez (2015) han identificado
mayoritariamente dichos compuestos bioactivos, con actividad antibacteriana de mayor
relevancia.

4.4 Evaluacién de funcionalidad de la solucién antimicrobiana en tomate rojo
(Solanum lycopersicum) y lechuga (Lactuca sativa).

Abdelshafy et al. (2024) evaluaron que la eficacia antimicrobiana y el dafio en la
estructura celular de las bacterias se deben a la propiedad oxidante del peroxido de
hidrégeno en concentraciones de 3%. Por otra parte, los metabolitos de las plantas
representan una alternativa para el tratamiento y eliminacién de bacterias patdgenas
(Domingo et al., 2003).

En este contexto, las hortalizas frescas tales como: lechuga, meldn, tomates, col,
zanahorias, etc., estan expuestas a la contaminacion por bacterias patégenas tales como E.
coli, Salmonella, Listeria monocytogenes, entre otros. La bacteria E. coli es un patogeno
que est4 principalmente presente en verduras como el tomate y la lechuga.

Uno de los principales mecanismos de contaminacién de estos alimentos ocurre por
heridas, estomas o dafios mecdnicos durante su manipulacion (Cortés et al., 2021). Ademas,
la E. coli se puede encontrar también en germinados de rabano, mel6n, zanahoria, espinaca,
tomate, lechuga, cilantro, endivia, apio, entre otros. El control de estas bacterias patogenas
alo largo de la cadena postcosecha se realiza mediante procesos de limpieza y desinfeccion
(Fernando et al., 2024).

La efectividad de los procesos de desinfeccion depende del tipo de desinfectante
antimicrobiano, pH, resistencia de la bacteria y otros aspectos relevantes (Fernando et al.,
2024). En el caso de los productos antimicrobianos, estos deben mantener concentraciones
que garanticen su eficiencia, las cuales generalmente estan entre 25 y 90% de concentracion
dependiendo del ingrediente activo y el tipo de alimento (Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, 2024).
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La Figura 5 muestra fotografias de la evaluacion de funcionalidad de la solucion en las
verduras.

Figura 5.
Funcionalidad de la solucion

Nota: las imagenes A y B muestran la accion de la bacteria en el tomate y efectividad de la solucion
y, C y D muestran la accién en la lechuga y la efectividad de la solucién.

Con base en lo anteriormente mencionado, se evalué la efectividad de una solucion
antimicrobiana que contenfa principalmente extracto de nacedero frente a la contaminacion
de tomate rojo y lechuga.

La Figura 5 muestra los resultados de la efectividad de la solucién antimicrobiana
frente a estos vegetales.

La Tabla 9 muestra las concentraciones iniciales de E. coli en el tomate.

Tabla 9.
Concentraciones bacterianas obtenidas en el tomate sin tratar.

Tomate  Concentracién (UFC/ml)

Tl 2,3 x107
T2 1,3 x107
T3 1,0 x107

36



La Tabla 10 muestra las concentraciones finales de E. coli en el tomate, luego de la
aplicacion de la solucion antimicrobiana

Tabla 10.
Concentraciones bacterianas obtenidas en el tomate tratado.

Tomate Concentracion (UFC/ml)

T1 1,3 x107
T2 1,3 x107
T3 1,0 x107

En el tomate, los resultados mostraron que durante los 2 dias de incubacidn existio
crecimiento microbiano. La muestra de control sin la aplicacion de la solucion presentd
una concentracién bacteriana promedio de 1,5x 107 UFC/ml, y tras la aplicacién de la
solucién antimicrobiana se disminuy6 ligeramente dicha concentraciéon a un promedio de
1,2x107 UFC/ml. Obteniendo un 13% de reduccion bacteriana parcial.

Esta ligera reduccién se atribuye a la accidn de los compuestos bioactivos presentes
en el extracto de nacedero, los cuales afectan la viabilidad de la bacteria, pero no logran la
eliminacion completa debido a la resistencia de la pared celular de la cepa.

Ademas, se respalda la viabilidad de la formulacién debido a la estabilidad de las
caracteristicas organolépticas del tomate rojo tratado, con la aplicacién de la solucidn se
demuestra que la pigmentacion y la textura no sufrieron variaciones significativas,
verificando un minimo riesgo secundario en la calidad sensorial del alimento (Déleg et al.,
2015).

La Tabla 11 muestra las concentraciones iniciales de E. coli en la lechuga.

Tabla 11.
Concentraciones bacterianas obtenidas en la lechuga sin tratar.

Lechuga  Concentracion (UFC/ml)

L1 3,2 x108
L2 3,4 x108
L3 2,6 x108

La Tabla 12 muestra las concentraciones finales de E. coli en la lechuga, luego de
la aplicacion de la solucidén antimicrobiana.
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Tabla 12.
Concentraciones bacterianas obtenidas en la lechuga tratada.

Lechuga  Concentraciéon (UFC/ml)

L 6,6 x 10°
L2 1,0 x 107
L3 1,0 x 107

En la lechuga, los resultados mostraron un mayor efecto antimicrobiano de la
solucion. Luego de los 2 dias de tratamiento, la concentracion inicial promedio del control
fue de 3,06 x 108 UFC/ml y se disminuy6 a un promedio de 2,6 x 107 UFC/ml, dando como
resultado una reduccién del 97% de la concentracion bacteriana. Una mayor eficacia
antimicrobiana se debi6 a la insercion rapida de la solucion en las paredes celulares de la
bacteria, logrando su eliminacién eficaz (Rojas et al., 2009).

Ademaés, las caracteristicas fisicas de la lechuga, tales como el color, la firmeza y
la turgencia, presentaron variaciones debido a la presencia de agua y la temperatura a la
que estuvo expuesta (Rodriguez et al., 2018). Al analizar las caracteristicas de la lechuga,
se observaron cambios en su coloracidn, torndndose mas oscuro de lo habitual. En cuanto
al olor, se impregné levemente el aroma del extracto y se verificé que no haya existencia
de manchas caracteristicas de hongos.
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3.1

CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se obtuvieron extractos alcohdlicos con capacidad antimicrobiana frente a £. coli y
S. aureus a partir de la maceracion de hojas de nacedero. Los extractos etandlicos
y metandlicos mostraron diferencias en su rendimiento y concentracion final frente
a los metabolitos secundarios del nacedero (compuestos fendlicos, alcaloides, etc.).
Ambos extractos obtuvieron un color y olor caracteristicos de las plantas forrajeras
de tipo arbustivo, con diferencias en la coloracion sugiriendo posibles variaciones
en su composicion.

Se desarrollé una solucion antimicrobiana mediante el uso de extracto de nacedero
Trichanthera gigantea, peroxido de hidrégeno diluido y glicerol. La solucion
antimicrobiana logré una desinfeccion parcial pero eficiente frente a las
suspensiones bacterianas utilizadas.

La funcionalidad de la solucion antimicrobiana se tested frente a 2 microorganismos
patégenos, E. coliy S. aureus. Los resultados mostraron efectividad frente a ambos
microorganismos producto de la sinergia antimicrobiana entre los extractos
naturales de nacedero y el perdxido de hidrégeno. La eficacia de la solucion sugiere
que los compuestos bioactivos del extracto en conjunto con la accion del peréxido
provocan la ruptura celular de los microorganismos.

La solucién antimicrobiana inhibié en mayor grado el crecimiento de £. coli en
lechuga, a diferencia del tomate rojo. Esto se debe a la capacidad de resistencia de
la cepa y la concentracién de la solucién. Ademas, se establecieron diferencias en
las caracteristicas fisicas de las verduras y el porcentaje de reduccion de la
concentracion bacteriana.
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5.2

Recomendaciones

Realizar andlisis fitoquimicos cualitativo y cuantitativo para determinar otros
compuestos bioactivos presentes en los extractos etanélicos y metandlicos del
nacedero (Trichanthera gigantea).

Implementar otras bacterias patdgenas presentes en los alimentos causantes de
deterioro y enfermedades para verificar la efectividad de la solucién antimicrobiana

frente a las mismas.

Aumentar la concentracion de los extractos para una mayor inhibicion frente a cepas
bacterianas implementando un disefio experimental para evaluar el rango éptimo de
concentraciones del extracto.
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ANEXOS

Figura 6.
Extractos de nacedero
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Figura 7.
Actividad antimicrobiana de extractos

Figura 8.
Evaluacion microbioldgica frente a cepas
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Figura 9.
Desarrollo de solucion antimicrobiana

Figura 10.
Inoculacion en tomate
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Figura 11.
Inoculacion en lechuga

Figura 12,
Andlisis microbioldgico de las verduras
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