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RESUMEN

PAv-L es un alimento funcional elaborado a base de extractos naturales de origen vegetal.
Durante més de una década, este producto natural ha demostrado una notable actividad
antiinflamatoria, aliviando diversas afecciones, tales como: migrafia crdnica, dolor muscular,
artritis, inflamacién ovarica y prostatica (displasia e hiperplasia). En consecuencia, la presente
investigacion planted: Evaluar la actividad antibacteriana, estabilidad fisica-quimica-
bacterioldgica y aceptacion sensorial del producto natural PAv-L. Los pardmetros fisico-
quimicos (pH, Humedad, Fibra Cruda, %Ceniza, L, %Nitrégeno, Cloruros y Bromuros, Ag,
NBVT, Densidad, | acidez e | peroxido), se determinaron siguiendo los métodos de Cruz (2015),
Hernandez (2018) y Arroyave (2017). La estabilidad y confirmacion bacterioldgica se
analizaron, aplicando técnicas microbiol6gicas convencionales (Koneman et al., 2008). La
actividad antibacteriana, el perfil de sensibilidad a los antibi6ticos y la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del producto, se determinaron segin la metodologia descrita por Kirby-Baler
(1966), utilizando las especies bacterianas Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, como modelos de bioactividad. Adicionalmente, se realizo el analisis
sensorial para cuantificar el grado de aceptacion del producto (Hernandez, 2015). Todos los
analisis se ejecutaron siguiendo etapas preestablecidas: Etapa inicial (Eq), dos meses (E,), cuatro
meses (E,4) y seis meses (Eg). Los parametros fisico-quimicos [pH= 5,28; % Humedad= 64,20; %
Fibra Cruda= 7,75; % Ceniza= 1,65; % Lipidos= 8,54; % P= 4,89; % Nitrdgeno= 0,78;
Densidad= 0,920 e indices de acidez= 0,09 y perdxido= 2,51, asi como la presencia de cloruros,
bromuros y los azlcares reductores= lactosa, sacarosa y galactosa, se mantuvieron casi
constantes, confirmando que no existe variacion significativa en la composicién del producto
durante el periodo considerado; asi mismo, el analisis bacteriolégico demuestra que PAv-L
mantiene su inocuidad bacteriolégica, durante las distintas etapas de investigacion. Los espectros
de infrarrojo corroboraron la presencia de dobles enlaces del tipo: C=0, C=C, enlaces sencillos
C-0O, C-Ny grupos hidroxilos (-OH) indicando la presencia de grupos funcionales caracteristicos
de familias quimicas de comprobada actividad biol6gica como: aceites esenciales, compuestos
azufrados, flavonoides, entre otros. Los resultados de actividad antibacteriana revelan que solo
las especies S. aureus (11 + 0,2 mm) y E. coli (26 = 0,3 mm) son susceptibles a la accion del
producto hasta la E,, mientras que Pseudomonas aeruginosa, no desarrollé halos de inhibicién
en ninguna de las etapas evaluadas. El anélisis sensorial también evidencia una buena aceptacion
del producto en relacion a sus caracteristicas organolépticas. Los resultados indican que PAv-L
posee una alta estabilidad fisica-quimica y bacterioldgica, la cual es consistente durante el
periodo estudiado; PAv-L, ademas de mantener su composicion y aceptacion sensorial, garantiza
la vida util del producto, su inocuidad bacterioldgica, la continuidad de cualidades
organolépticas durante el periodo estudiado. Se concluye que PAv-L relne importantes
propiedades que lo perfilan como un excelente candidato para uso terapéutico como alimento
funcional.
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INTRODUCCION

La sabia naturaleza dot6 a las plantas con un enorme arsenal de compuestos bioactivos
cuyas propiedades han sido aprovechadas desde épocas que se remontan a la aparicion
del ser humano sobre la faz de la tierra; ofreciendo una fuente natural de compuestos
capaces de curar una gran variedad de enfermedades. Gracias a ello, el conocimiento
etnobotanico de las especies ha evolucionado en el tiempo segun las necesidades y
eficacia para aliviar o curar ciertas enfermedades; lo cual, a la vez, ha contribuido a
incrementar, conservar y difundir estos conocimientos por generaciones (Bhat, 1985;
Nates, 2006; Cordell, 2007; Cragg y Newman, 2016; Sabini et al., 2019). Se estima que
el 80% de los habitantes de paises poco desarrollados, son pioneros en la medicina
tradicional, a través de productos elaborados, principalmente a partir de plantas
(Campos-Santaella, 1999 y 2006; Schlaepfer y Espinoza, 2010; Sabini et al., 2019).

Las distintas partes de las plantas (hojas, tallos, raices, flores y frutos) son ricas en
principios activos, los cuales, administrados en dosis adecuadas, mejoran o ayudan a
contrarrestar enfermedades que afectan a los seres humanos, animales e incluso a las
plantas (Bhat, 1981; Albornoz, 1997; Campos-Santaella, 1999; Bonells, 2020); no
obstante, existen ciertos riesgos en el uso de la fitoterapia popular, entre los cuales
destacan el manejo de la dosis, composicién y calidad del producto, pudiendo ocasionar
dafios temporales o permanentes de la salud (Angell y Kassirer, 1998; Schlaepfer y
Espinoza, 2010). La ciencia contemporanea reconoce su accion activa y ha incluido una
amplia gama de medicamentos de origen vegetal en la farmacoterapia moderna; de
hecho, la riqueza e importancia de esta informacidn etnobotanica es hoy dia considerada
patrimonio de la humanidad (Sabini et al., 2019; Bonells, 2020).

En cuanto a los principios responsables de la actividad bioldgica, existe una gran
variedad de ellos, pertenecientes a distintas familias quimicas, como: antraquinonas,
fenoles, cumarinas, flavonoides, saponinas, polisacaridos, etc.; algunos ejercen uno o

mas tipos de actividad biologica, asi por; ejemplo, pueden manifestar accion como



antimicrobianos (bacterias, hongos, virus, parésitos), antioxidantes, antinflamatorios,

citotoxicos y/o anticancerigenos, entre otros (Carles, 2013; Cragg y Newman, 2016).

La utilidad de productos naturales de origen vegetal, cobra mayor importancia al
considerar el uso excesivo de ciertos farmacos, como medicamentos controlados
(combinados o0 no con bebidas alcohdlicas) analgésicos, antiinflamatorios, y, en especial,
los antibidticos (OEA, 2011). El uso indiscriminado de éstos ha conducido a la aparicion
de mecanismos de resistencia bacteriana (MRB), generando graves problemas de salud
publica en muchos paises, y, ademas, tiene impacto en el costo-beneficio que implica
tratar las diversas patologias, en humanos y animales, asi como en las normas

internacionales que rigen su uso (Rodriguez et al., 2016; PAHO, 2021).

En la actualidad, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) constituye uno verdadera
amenaza de salud publica, debido a que pone en peligro la eficacia en el tratamiento y
prevencion de una serie cada vez mayor de infecciones causadas por bacterias, hongos
parasitos y virus resistentes a menudo compromete el éxito de respuesta a los
tratamientos de infecciones (cirugia mayor, quimioterapia, etc.), lo que conlleva altos
costos de atencion sanitaria, hospitalizacion prolongada y mayor riesgo de muerte; de
alli, que se requiera la intervencién de todos los sectores del gobierno y sociedad para
evitar la entrada a una era “post-antibidtica”, donde los tratamientos contra infecciones
se haran escasos o nulos (WHO, 2021). A pesar de los esfuerzos institucionales para
disminuir el impacto de dicha resistencia, esta continda emergiendo y proliferando; asi
como lo demuestra, la resistencia de cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas
a multiples medicamentos (Sharma et al., 2005) y el hecho de que cada 480 000
personas presentan TB multirresistente, y dicha farmacorresistencia complica la lucha
contra el VIH y paludismo (PAHO, 2021).

Muchas especies de bacterias poseen informacion genética que codifican varios MRA en
uso y también para aquellos que ain no han sido introducidos en aplicacion clinica; es

mas, cuando carecen de estos mecanismos, tienen la capacidad de adquirirlos por



mutacion o a través de transferencias de material genético (Quintana, 2010).
Streptococcus  pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa son solo algunos ejemplos entre las que afectan el sistema
respiratorio (Moreno et al., 2009; PAHO, 2021). En consecuencia, la buasqueda de
sustancias bioactivas Utiles, se ha reorientado hacia aquellos principios activos que
ejercen una accion farmacolégica definida, bien de forma individual o sinérgica, lo cual
permite contrarrestar el creciente impacto de la resistencia de agentes patogenos vy, a la
vez, cubrir la urgencia de desarrollar nuevas y mas efectivas terapias

antimicrobianas (Campos-Santaella com. pers.).

Otro punto relevante en el uso de las plantas como fuentes de sustancias naturales es la
proliferacion de diversos tipos de cancer dentro de las poblaciones. El cancer, después
de las afecciones cardioldgicas, ocupa el segundo lugar de importancia en la causa de
muerte en seres humanos. En las Gltimas décadas, su incidencia y diversidad ha
incrementado significativamente a nivel mundial; generando también gran preocupacion
en salud publica (Campos-Santaella, 2006). De hecho, hace méas de 40 afios, el Instituto
Nacional de Céncer de EEUU (NCI, Frederick-Washington D.C.), estableci6 el uso
bacterias certificadas, como modelos de actividad bioldgica o prueba estandar para aislar
e identificar compuestos bioactivos (Bater et al., 1966; Baker et al., 1995; Cragg et al.,
1997) vy, afios més tarde, un panel de lineas celulares cancerosas para determinar la
citotoxicidad de estos compuestos, en la blasqueda de sustancias nuevas con potencial
antibacteriano y anticancerigeno, respectivamente (Jing et al., 2004; Campos-Santaella,
2018).

La actividad antibacteriana es usada como mecanismo coadyuvante, bien para potenciar
la actividad del compuesto anticancerigeno que se evalta o para facilitar su acceso al
blanco de accion (Newman y Cragg, 2016). Entre los diversos tipos de afecciones
cancerigenas existentes, el cancer de seno y cancer prostatico, han adquirido mayor
relevancia, considerando que afectan no solo la salud fisica de los individuos afectados

sino también su estado mental; porque esté asociado en forma directa a sus efectos sobre



la conducta y funcion sexual (Berrios y Ribero, 2015; Campos-Santaella, com. pers.).

Resulta evidente, que el uso de tecnologias de punta ha acelerado el estudio de
sustancias bioactivas novedosas como los métalo-farmacos (Pizarro y Conesa, 2020) y el
desarrollo de técnicas nuevas y muy sofisticadas que, incluso, permiten visualizar
imagenes 3D del comportamiento de nanomoléculas vy, asi, seguir en vivo el movimiento
de las sustancias activas a través del sistema desde que entra al sistema hasta llegar
incluso al sitio blanco (Conesa et al., 2021). Indudablemente, esto representa un gran
avance; sin embargo, el elevado costo de tales tecnologias constituye una gran limitante

para muchos paises, en especial, Latinoamérica.

En afios recientes, la medicina tradicional ha renovado su interés en la busqueda de
sustancias naturales con actividad terapéutica (Newman et al., 2015; Sabini et al., 2019).
La popularidad del uso de preparaciones naturales es tal, que se ha convertido en un
recurso valioso, especialmente si se toma en cuenta que la mayoria de los principios
activos de la medicina moderna se obtienen a partir de especies vegetales (Escabilla y
Moreno, 2015; Bonells, 2020).

Un producto natural atil es un tesoro para la medicina, ya que permite aprovechar parte
de esa fuente inmensa de compuestos activos que, generosamente, la naturaleza se ha
encargado de crear, multiplicar, dosificar en una vasta cantidad de estructuras quimicas
de diversa complejidad (Hakimelahi, 2001). Asimismo, muchos productos naturales
actian como alimentos funcionales; es decir que, aunado a sus propiedades
nutricionales, contienen ciertos elementos, que directa o indirectamente, ayudan a
combatir distintas enfermedades, a través del fortalecimiento del sistema inmune y
restablecimiento de funciones fisiologicas propias del organismo, que han sido
disminuidas o deterioradas por el estilo de vida, exposicion a condiciones fisicas

extremas o0 contaminantes organicos y/o quimicos (Campos-Santaella, 2018).



Hoy en dia, el desarrollo de un nuevo farmaco natural, constituye un verdadero desafio
en la medicina; no obstante, ofrece una alternativa accesible para el tratamiento de
multiples enfermedades, inclusive las generadas por microorganismos, a un costo
razonable y, por lo tanto, es vital conocer no solo sus componentes, blancos de accion, y
efectos metabdlicos sobre las células bacterianas (Vivot et al., 2012), sino también que
la formulacion y sus funciones se mantengan a corto y largo plazo, de manera que

garanticen su eficacia y aceptacion (Newman y Cragg, 2012).

Ahora bien, encontrar principios activos Utiles es importante, pero, una vez comprobada
la eficacia de un determinado producto, natural o sintético, que manifieste una actividad
farmacoldgica interesante, también es fundamental que dicha actividad sea estable en el
tiempo; de manera que el producto sea de facil manejo, bajo ciertas condiciones, que
garanticen al méaximo su eficacia para contrarrestar los sintomas de la enfermedad para
la cual fue desarrollado, asi como su tiempo de vida Util. En este sentido, se han
utilizado con gran éxito y en multiples ensayos, numerosas especies de bacterias
patdgenas como modelos de actividad bioldgica, permitiendo medir actividad
antimicrobiana, inhibitoria o bactericida, degradacion, cambios en la composicion, o
como preservativos antimicrobianos en productos farmacéuticos o alimentos (Campos,
1999; Mantilla y Sanabria 2016). La biodiversidad de los microorganismos existente, asi
como la naturaleza Unica y sus capacidades biosintéticas, bajo condiciones ambientales
especificas, los han convertido en candidatos de preferencia para el disefio de modelos
bioldgicos para resolver problemas de escases de alimentos, control de plagas,
biodegradacion de los xenobioticos, descomposicion de la basura, las pilas de desechos
producidas, etc., ya que éstos ofrecen un gran potencial para la exploracion de moléculas
y procesos, y el conocimiento de las especies no convencionales, especialmente dentro
del grupo Archaea, estimulando la investigacion molecular de genes de interés, los
cuales pueden incorporarse a través de tecnologia recombinante en especies
biolégicamente conocidas, como E. coli y S. cerevisiae, para la sintesis a gran escala de
infinidad de productos (Ostos et al., 2019).



En este mismo orden de ideas, se requiere evaluar tales productos a través del analisis
sensorial, el cual es la herramienta que permite determinar la calidad, seguridad y
aceptacion de un producto nuevo, sea alimento, cosmético o farmaco, ya que provee
informacidn sobre las caracteristicas organolépticas (olor, sabor, consistencia, textura,
etc.); éstas definen la aceptacion del consumidor y garantizan el éxito que ellos
demandan (Posada, 2011). Ademas, requiere condiciones adecuadas (tiempo, espacio,
entorno) para que no haya interferencias que puedan influir en el resultado final; por
ello, los catadores deben estar bien entrenados, tener la libertad de desarrollar todos sus
sentidos, y asi obtener resultados objetivos. Ninguna técnica es capaz de simular las
sensaciones de un catador experimentado, por lo que es vital la valoracion sensorial del

producto mediante un panel de evaluadores (Costell, 2003).

Los estudios de estabilidad proporcionan evidencia de como la calidad, seguridad y/o
eficacia de un ingrediente activo o producto farmacéutico terminado puede variar con el
tiempo, debido a la influencia de factores ambientales (luz, temperatura, humedad, etc.),
permitiendo valorar la interaccion entre los principios activos y sus excipientes, con
otros ingredientes activos y/o con los sistemas de envase y sellado, ademas de establecer
el tiempo de vida util del producto terminado, cuanto tiempo el producto conserva sus
propiedades y mantiene su calidad desde que el consumidor utiliza el producto (Pastor,
2014) y las condiciones de almacenamiento adecuadas, segun la zona de
comercializacién; mientras mas se conozca al respecto, mayor serd la posibilidad de
manipular ciertos factores para prolongar su tiempo de caducidad (Carrillo y Reyes,
2013), mas cuando el objetivo final es obtener el registro sanitario que autoriza su
comercializacion (Tasici, 2015). De igual forma, un alimento alcanza su estabilidad
microbioldgica cuando ha sido sometido a técnicas de conservacion (simples o
combinadas), para eliminar, reducir o prevenir el crecimiento microbiano. Los
principales microorganismos que suelen desarrollarse en los alimentos son bacterias,
mohos Yy levaduras, los cuales por distintas rutas metabdlicas son capaces de modificar o

deteriorar el producto. Los parasitos (protozoos, helmintos, etc.) y virus, en general, no



se reproducen en los alimentos, pero si los utilizan como vehiculo para la trasmision de
enfermedades (Morales, 2012; Ostos et al., 2019)).

El lanzamiento de un producto nuevo, no se limita Gnicamente a investigar su
estabilidad, implica una serie de ensayos y analisis, desde la concepcion de la idea hasta
su creacion, estrategias de mercado y su lanzamiento; adicionalmente, se aspira a una
identificacion consumidor-producto, de modo que éste desee adquirirlo con una
frecuencia, la cual garantice una retribucion econdémica rentable, en funcion de la

inversion de tiempo-recursos (Barrientos, 2005; Campos et al., 2019).

El producto natural PAv-L es un alimento funcional elaborado a base de 17 especies
vegetales, de las cuales se utilizan distintos elementos (polen, aceites esenciales,
pericarpios, bulbos, hojas, latex, aceite). Los componentes activos de PAv-L se fusionan
en una combinacién funcional, que manifiesta una marcada actividad antinflamatoria,
aliviando significativamente migrafias, dolores musculares, artritis, inflamacién ovarica
y prostatica (displasia e hiperplasia), destacando la actividad en prostata, con una
disminucion de hasta 80 % del valor inicial del antigeno prostéatico en hombres, entre 40
y 75 afios, en un lapso de apenas 45 dias, mostrando recuperacion de la funciones
sistémicas e incluso corrigiendo la disfuncion eréctil. En vista de los beneficios que este
producto ha evidenciado durante casi 10 afios de ensayos, la data hasta ahora registrada
en las investigaciones, asi como su formulacion se encuentra bajo un acuerdo de
confidencialidad establecido con la compafiia Global Pharmaceuticals L.T.D. (Ludlow,
India). La actividad funcional del producto PAv-L, sin duda obedece a la accion
sinérgica de los metabolitos secundarios presentes en su formulacién, entre los que se
encuentran aceites esenciales, pigmentos, aminoacidos, compuestos azufrados,

flavonoides, etc.

Los aceites esenciales son mezclas heterogéneas que pueden contener muchos
compuestos quimicos a diferentes concentraciones, los cuales definen sus propiedades

fisicas, quimicas y biologicas. Los estudios realizados demuestran que los aceites



esenciales de numerosas especies de uso comun exhiben diversos tipos de actividad
bioldgica, asi, por ejemplo, accidon antibiética, fungicida, larvicida, antioxidante,
analgesica, antinflamatoria, entre otras, sin producir efectos secundarios; de alli, el gran
interés en su estudio con fines terapéuticos (Santos, et al., 2015; Sahu et al., 2019; Mena
et al., 2020). De hecho, la actividad antioxidante y antibacteriana de los aceites
esenciales se debe fundamentalmente a la presencia de terpenos fenolicos como:
alcanfor, limoneno, eucaliptol, a-pineno, linalool, carvacrol, borneol, B-pineno que
trabajan sinérgicamente entre si para producir mecanismos de defensa frente a radicales

libre 0 microorganismos patdgenos (Mena et al., 2020).

Los pigmentos han sido utilizados desde hace varios siglos en forma de tintes, colorantes
para alimentos, en la elaboracion de cosméticos y productos de uso medicinal; sin
embargo, cumplen funciones vitales para numerosos procesos esenciales como
fotosintesis (clorofila a y b principalmente), polinizacion (polen de las flores), color de
las plantas en general, también existen los carotenoides que son pigmentos accesorios
coadyuvantes de la fotosintesis al absorber ciertas longitudes de onda, entre ellos:
carotenos, luteina y licopenos, responsables del color de frutas y hortalizas, produciendo
colores naranja, amarillo y rojo, respectivamente; éstos ejercen actividad antioxidante y
promueven una visién saludable. Por otra parte, en todos los tejidos de plantas
superiores se encuentran las antocianinas (pigmento de rojo a azul, segun el pH) que
brindan color a hojas, tallos, raices, frutos, flores son flavonoides hidrosolubles que
pueden variar en su concentracion, pero son mas visibles en pétalos de flores. Las
betalainas también son pigmentos hidrosolubles exclusivos de plantas angiospermas del
orden Caryophyllales (Espinaca, acelgas, amaranto, cactus), que carecen de
antocianinas, le dan ese color caracteristico a la remolacha y se utilizan comercialmente

en alimentos (Aguilera et al, 2011).

Los consumidores se inclinan cada dia mas hacia los productos con componentes

naturales, debido a las mdltiples reacciones adversas desarrolladas a partir del uso de



pigmentos sintéticos y otras sustancias usadas como aditivos por sus propiedades
antioxidantes y conservantes (Narvaez, et al, 2021 y Mena, et al, 2021).

Existen algunas mezclas de compuestos en la naturaleza que cobran tal importancia en el
ambito cientifico y tecnoldgico para el desarrollo de suplementos naturales, que cada dia
surgen nuevas patentes. En particular, el polen es rico en carbohidratos, proteinas y
lipidos, ademas de diversos minerales y compuestos fenolicos. Sus propiedades
bioldgicas funcionales se atribuyen principalmente al alto contenido de flavonoides y
polifenoles, mas aun, su considerable capacidad antioxidante y actividades
antimicrobiana y contra el cancer (Saraiva et al., 2018).

Por otra parte, ciertas especies vegetales poseen compuestos bioactivos cuya actividad

estd asociada a la presencia de atomos de azufre enlazados a 4&tomos de carbono, como

ocurre con especies de la Familia Liliaceae (ajo, cebolla, etc.), que contienen
compuestos azufrados como: alixina, alicina, aliina, adenosina, alil metanotiosulfinato,
dialil disulfuro, dialil trisulfuro, alil metil triosulfinato, S-alil mercaptocisteina, 2-vinil-
4H-1,2-ditiina y 5-alilcisteina (Luego, 2007); como muestra, la alicina exhibe un amplio
espectro de actividad antibacteriana contra bacterias Gramnegativas (Salmonella,
Escherichia coli, Klebsiella, Proteus y Mycobacterium tuberculosis) y Grampositivas
Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus, Clostridium (Ledezma y Apitz, 1998). El
efecto antimicrobiano de alicina se debe a su reaccion quimica con los grupos tiol de las
diferentes enzimas; las enzimas alcohol deshidrogenasa, la tiorredoxina reductasa y
ARN polimerasa, afectan el metabolismo esencial de la actividad de la cisteina (Calixto,
2006). Ademaés, se ha sugerido que los compuestos organosulfurados afectan
directamente a las arqueas metanogénicas del rumen a través de la inhibicién de la
enzima 3 - hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA), lo que disminuye
la sintesis de las unidades de isoprenoides y afecta la formacion de la membrana lipidica

caracteristica de las arqueas (Patra y Saxena, 2010).


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/Azufre
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono

Ahora bien, los fructanos son polimeros de fructosa, derivados de la molécula de
sacarosa presentes en la fraccion hidrocarbonada de estos bulbos, los cuales poseen
diferentes estructuras y longitudes de cadena; los fructooligosacaridos tienen un grado
de polimerizacion de 2 a 10 (Ulloa et al., 2017) y se destacan por su importante funcién
como agentes prebidticos, incluidos dentro de la fraccion fibra de los alimentos, ya que
facilitan el desarrollo de la flora intestinal y previenen numerosas enfermedades (Torija
Isasa, 2011); por ello, muchos autores asignan a este tipo de especies el caracter de
alimentos funcionales (Hansen, 1999; Garcia y Gémez Sanchez Mufioz, 2000; Jaime et
al., 2000; Galmarini 2005; Ramirez et al 2013, 2009; Rodriguez et al., 2008).

Por otro lado, los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en el reino vegetal. Se localizan en todas las partes de las plantas y su
concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestos participan de
diversas funciones, tales como la asimilacién de nutrientes, la sintesis proteica, la
actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacion de componentes estructurales, la
alelopatia y la defensa ante los factores adversos del ambiente. Los fenoles estan
asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor, astringencia, dureza), las
caracteristicas nutritivas y las propiedades antioxidantes de los alimentos de origen
vegetal. La caracteristica antioxidante de los fenoles se debe a la reactividad del grupo
fenol (Robbins, 2003; Kéhkodnen et al, 2001).

Los flavonoides son derivados fendlicos sintetizados en cantidades substanciales por las
plantas. Comprenden alrededor de 4000 compuestos identificados, son derivados
hidroxilados, metoxilados y glicosilados de la 2 fenil benzo y pirano, que consiste en dos
anillos benceno combinados por mediacién del oxigeno contenido en el anillo pirano.
Estos compuestos poseen actividad antioxidante y capacidad para capturar radicales
libres (Vinson et al., 1995).

La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la estructura

individual y del nimero de oxidrilos sustituyentes, asi como del peso molecular. En los

10



flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la molécula de grupos orto
dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre el C2 y C3 en conjunto con la posicion 4-
oxo en el anillo C, y grupos 3-5 hidroxi, y la funcion 4 — oxo en los anillos Ay C
(Velioglu et al,1998). Los taninos poliméricos tienen mayor actividad antioxidante que

los fenoles monoméricos simples (Hagerman et al, 1998).

Asimismo, los flavonoides, pueden inhibir la peroxidacion lipidica, poseen efectos
antimutagenicos y tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas. Su accién
antioxidante depende principalmente de su capacidad de reducir radicales libres y quelar
metales, impidiendo las reacciones catalizadoras de los radicales libres. Este metabolito
tiene, ademas, funcién antibacteriana, debido a que éstos penetran facilmente la
membrana celular bacteriana, se combinan y precipitan las proteinas protoplasmaticas
desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos (Puupponen et al.,
2001).

De la misma forma, los aceites esenciales (AE) son mezclas complejas de metabolitos
secundarios volatiles lipofilicos, obtenidos a partir de fracciones volatiles de las plantas
por procesos de destilacién a vapor (Patra y Saxena, 2010). Estos aceites son especificos
de las plantas y son responsables del sabor y fragancia. Puede existir una gran variacion
en la produccién y composicién de los aceites esenciales entre plantas de una misma
especie y en diferentes partes de una misma planta. Por su parte, la composicién de los
aceites varia de acuerdo a la temporada del afio y las locaciones geogréaficas (Benchaar y
Greathead, 2011).

Los AE presentan diversas composiciones quimicas, naturales y propiedades bioldgicas.
Los compuestos activos mas importantes estdn incluidos en 2 grupos quimicos:
terpenoides (monoterpenoides y sesquiterpenoides) y fenilpropanoides, estos 2 grupos
provienen de diferentes precursores del metabolismo primario y se sintetizan a través de

diferentes vias metabolicas (Calsamiglia et al., 2007).
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Los AE poseen una fuerte actividad antimicrobial que inhibe el crecimiento y la
supervivencia de la mayoria de microorganismos en especial de bacterias. A pesar de
que los AE pueden reducir la metanogénesis ruminal, se cree que esta reduccién se
produce dependiendo de la dosis en la dieta. Con dosis altas se puede observar una
reduccion en la produccion de metano, pero también se afecta la fermentacion ruminal y
por lo tanto la formacién de otros productos finales (Bodas et al., 2012; Benchaar et al.,
2008); sin embargo, existen algunos AE que han demostrado reducir la metanogénesis
entre 20-60% sin afectar la fermentacion. Entre los mas estudiados estan: timol
(tomillo), carvacrol (orégano), eugenol (clavo, canela), cinamaldehido (canela), anetol
(anis, hinojo), bayas de enebro y aceite de menta (Calsamiglia et al., 2007; Bodas et al.,
2012; Benchaar y Greathead, 2011). EIl efecto de los AE sobre los microorganismos
ruminales se produce dado su naturaleza lipofilica la cual genera una alta afinidad por
las membranas celulares de los microbios en donde los grupos funcionales de los AE
interactlan con los componentes de las membranas y como resultado se altera el
transporte normal de iones (electrones) generando fallas en algunos procesos
(translocacion de proteinas, fosforilacion, reacciones enzima dependientes), de esta
manera la membrana se altera y las enzimas microbianas son inactivadas, el principal
problema es que también se afecta la actividad de algunos microorganismos benéficos
para la fermentacion. Los AE afectan en mayor proporcion a las bacterias Grampositivas
que las Gramnegativas. En general, se ha encontrado que los metandgenos ruminales
parecen ser mas afectados por los AE, cuando éstos se suministran en altas
concentraciones dentro de la dieta (Calsamiglia et al., 2007; Bodas et al., 2012;
Benchaar y Greathead, 2011).

Los triterpenoides son compuestos con esqueleto carbonado conformado por seis
unidades de isopreno, que derivan biogenéticamente del escualeno; poseen una
estructura relativamente compleja, son generalmente tetraciclicos o pentaciclicos y
pueden contener grupos hidroxilo cetona o aldehido y acido carboxilico (Lock, 1988).
Muchas de las plantas deben a sus compuestos terpenicos, sus propiedades aromaticas

inmersas en los aceites esenciales. Estos compuestos tienen gran importancia por la
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variada accion bioldgica que han demostrado: accion citotoxica, antitumoral, analgésica,
antiinflamatoria, antiséptica, inhibidoras del crecimiento bacteriana, entre otras (Villacis,
2009). Los esteroides, biogenéticamente muy relacionados a los triterpenoides y con un
esqueleto ciclico base similar a los triterpenoides tetraciclicos, pueden ser clasificados
como esteroles, saponinas esteroidales, glucésidos cardiacos, esteroalcaloides y las
Ilamadas hormonas esteroidales (Lock, 1988).

Lo antes expuesto, sumado a la estabilidad fisica, quimica y bacteriolégica de los
componentes de la formulacién en el producto natural PAv-L, asi como el potencial
antibacteriano contra especies patégenas en humanos, inocuidad y grado de aceptacion,
encontrados en la presente investigacion, indican que PAv-L es, definitivamente, un
excelente candidato como alimento funcional para contrarrestar algunas de las
principales afecciones en seres humanos, que involucran intrinsecamente procesos
antiinflamatorios, ofreciendo a la vez un tratamiento alternativo eficiente, seguro, de calidad y

mas accesible.
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METODOLOGIA

La presente investigacion se enfocé en el analisis de las propiedades antibacterianas y la
estabilidad fisico-quimica y bacteriologica del producto natural PAv-L, de interés
farmacoldgico por sus propiedades antiinflamatorias, especialmente, su notable efecto
reductor sobre el antigeno prostatico. Adicionalmente, se realiz6 el analisis sensorial del
producto, a fin de establecer su grado de aceptacion y descartar posibles cambios en la

percepcion de las caracteristicas organolépticas del mismo.

En consecuencia, esta investigacion plante6 la siguiente hipdtesis: “Si el producto
PAv-L manifiesta actividad antibacteriana, sin mostrar cambios significativos en los
parametros fisico-quimicos y bacteriol6gicos durante un periodo de 6 meses, se
confirma que la estabilidad del producto se mantiene debido a propiedades persevantes
intrinsecas de la fusion de sus constituyentes; entonces, el producto PAv-L es un
candidato de primera linea para evaluar actividad anticancerigena coadyuvada por

antibiosis”.

La formula del producto natural PAv-L fue desarrollada por la Dra. Ysabel Campos-
Santaella, quien desde el afio 2010 hasta la fecha, ha realizado numerosas
investigaciones que condujeron a la formulacion del producto y a comprobar su eficacia
como antiinflamatorio. La formulaciéon del producto se encuentra sujeta a registro de
patente, bajo acuerdo de confidencialidad preexistente con la empresa Global
Pharmaceuticals L.T.D. Ludlow (India) desde finales del afio 2016; por lo tanto, no es
posible revelar la informacion concerniente a las especies vegetales utilizadas, su
composicion y el protocolo de elaboracion de la formula, ni se autoriza la publicacién de
los resultados obtenidos sobre su actividad, hasta que culminen las investigaciones y se
realice el debido registro de patente. Honrando este acuerdo de confidencialidad, la Dra.
Campos-Santaella se encargd personalmente de la preparacién del alimento funcional
PAv-L; todas las muestras del producto se elaboraron el mismo dia, bajo estrictas

normas de higienizacion, tanto de las especies vegetales, materiales y equipos utilizados
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e iguales condiciones de procesamiento. Asimismo, los diferentes ensayos y analisis
realizados se llevaron a cabo en 4 etapas, definidas por ciertas condiciones generales
preestablecidas en esta investigacion, para reducir a su minima expresion, la posible

interferencia de variables ajenas y, asi, garantizar la robustez de la data obtenida.

Condiciones generales para el desarrollo de la investigacion
Todos los parametros fisicos, quimicos y bacterioldgicos, se analizaron en 4 etapas,
segun se describe a continuacion:

1) Eo = El producto recién elaborado;

2) E,=El producto 2 meses después de su elaboracion;

3) E4=El producto 4 meses después de su elaboracion;

4) Eg= El producto 6 meses después de su elaboracion.

Estabilidad fisico-quimica del producto natural pav-I
Los parametros fisico-quimicos considerados a los efectos de estos analisis, se describen

a continuacion:

Determinacion del pH
Los niveles de pH determinan el tipo de reacciones quimicas y bioldgicas presentes en
un alimento (Aconsa, 2021); el parametro pH es un indicador esencial de su calidad,
seguridad y uniformidad. Asimismo, la variabilidad del pH en la produccion de
alimentos conlleva a diferencias criticas en su sabor, frescura y tiempo de conservacion

de un producto final (Toledo, 2021); de alli, su gran importancia en la industria.

Al momento de realizar esta prueba, se seleccionaron 3 muestras del producto PAv-L, en
forma aleatoria. Luego, se determinaron los valores de pH para cada una de las muestras
seleccionadas, mediante un potenciometro (Conductronic Model pH-120), previamente
calibrado, con soluciones buffer a pH 4 y 10, y siguiendo las pautas establecidas en la
Norma Oficial Mexicana (NMX-f-317-NORMEX 2013).
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Porcentaje de humedad (% H)
Todos los alimentos contienen agua en mayor 0 menor proporcion, bien en forma libre o
conjugada, siendo la forma libre la predominante y mas facil de liberar por evaporacion
0 secado, mientras que la forma ligada suele estar unida a proteinas moléculas de
sacaridos, absorbida a particulas de sustancias coloidales (Pearson, 1993; Garcia
Martinez y Fernandez-Segovia, 2012). El control de la humedad en un producto
alimenticio, sea crudo o procesado, es indispensable por multiples razones, desde la
optimizacion econdmica de los recursos alimentarios para impedir la proliferacion de
microorganismos que pudieran interferir con su calidad y vida Util, hasta la mejora de los

procesos de produccién y almacenamiento (Benejam-Botella, 2019).

En los ensayos realizados al producto natural PAv-L, primero se lavaron dos capsulas de
porcelana, las cuales se colocaron en una estufa marca (Precision Scientific Model 14-
EG), 0,1 mg de precision, ajustada a una temperatura de 100 + 2 °C. Una vez secas las
capsulas, se dejaron en el desecador para eliminar los restos de humedad y, luego, se les
determiné su peso; después, con la ayuda de una pipeta, se transfirieron 5 ml del
producto PAv-L a cada una de las capsulas. Posteriormente, éstas se colocaron en bafio
de Maria, durante 30 min, de tal manera que, la base de cada capsula estuvo en contacto
directo con el vapor de agua. Hecho esto, las capsulas se colocaron en una estufa a 100 +
2 °C, hasta alcanzar sequedad total. Transcurrido el tiempo prudencial, las capsulas se
Ilevaron cuidadosamente hasta el desecador, donde se dejaron enfriar por espacio de 30
min. Finalmente, se determind el peso de cada una para obtener su masa residual,
aplicando el método de desecacion a presion atmosférica en estufa 30-18L (COVENIN
1553-80, 1994).

El porcentaje de humedad se determind mediante la siguiente ecuacion:

[(M;-Mo)] - [(M-My)]
% H = :
o Humedad = =& 46 muestra: M) ”
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donde:

Mo = Masa de la capsula (g);
M; = Masa de la capsula y muestra himeda (g);
M, = Masa de la capsula y muestra seca (g).

Contenido de fibra cruda (%FC)

El contenido de fibra cruda en el producto PAv-L se determind por el método de
digestion éacido-bésica e incineracion, que consistieron en someter a digestion 2 g del
producto desgrasado, con 25 ml de una solucion de &cido sulfurico 1,2 % (m/v), los
cuales se lavaron, filtraron y digirieron con 250 ml de hidréxido de sodio 2,5 % (m/v). A
continuacién, la muestra se lavd con agua destilada caliente y etanol 95 %, hasta
alcanzar neutralidad. Finalmente, se calcinaron en una mufla marca Felisa, modelo FE-
340, hasta la destruccion completa de la materia organica presente. La pérdida de peso
después de la calcinacidn representa el contenido de fibra cruda del producto PAv-L
(COVENIN 1789-81, 1989), descrita en la siguiente ecuacion:

mrs - mri
% FC=—x100
mm
donde:
FC = Porcentaje de fibra cruda (g);
mrs = Masa del residuo seco (Q);
mri = Masa del residuo incinerado (g);

mm = Masa de la muestra (g).

Porcentaje de cenizas por el método de incineracién directa (% C)
Las cenizas representan la cantidad de materia organica contenida en el alimento, la cual
se obtiene al restar lo cantidad de residuos una vez incinerada la muestra; éstos residuos
minerales (calcio, fosforo, magnesio, manganeso, entre otros) también son de interés

nutricional por ser microelementos esenciales, ya que participan en multiples funciones
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metabdlicas vitales para el funcionamiento adecuado del organismo y, ademas, la
relacion entre ambos elementos, organicos e inorgénicos, permite medir la calidad del
producto (Badui, 2006; FEIQUE, 2022).

El contenido de cenizas se determind, por el método de incineracion directa en
mufla, siguiendo la metodologia descrita en la norma COVENIN 1783-81 (2001). En
esta oportunidad, se pesaron 2 g de cada muestra (3 réplicas) en una balanza analitica
marca Sartorius, modelo BL120S, éstas se calentaron en una platina de calentamiento
marca Corning, modelo PC-353. Posteriormente, las muestras se llevaron a una mufla
marca Felisa, modelo FE - 340, a 550 + 50 °C, durante un tiempo aproximado de 4 h; es
decir, hasta su incineracion total. La muestra se dejo enfriar y se peso el residuo. El

porcentaje de cenizas se estimd por medio de la ecuacion:

%C = (M, - Mo) x 100
° Masa de muestra (M, - M)

donde:

%C = Cenizas

My = Masa del crisol vacio [Previamente secado)] (9);

M; = Masa del crisol mas muestra (JAntes de colocarlo en la mufla] (g);

M, = Masa del crisol mas muestra [Después de la incineracién] (g).

Contenido de lipidos totales (% L)

Los lipidos son moléculas organicas que estan constituidas, principalmente, por
hidrogeno, oxigeno y carbono, son conocidas como aceites y grasas. Las grasas buenas
son necesarias para la salud del cerebro, células, corazon y nervios de manera que
garantizan el buen funcionamiento del cuerpo. Ademéas de proporcionar energia y
mantener la temperatura corporal, también reduce el indice glicémico protegen los
Organos contra choques y propician la absorcion de vitaminas liposolubles como la A, D,
EyK
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Determinar y cuantificar grasas/lipidos presentes en los alimentos es de vital

importancia, tanto para industria alimenticia en general como para el area de nutricion.

El conocimiento sobre el contenido exacto de los componentes, facilita un etiquetado
nutricional més preciso, dando al consumidor la oportunidad de conocer su composicion,
revisar esta informacion y elegir de acuerdo a sus requerimientos nutricionales, y estar
mAas consciente respecto a cuanta grasa esta ingiriendo al consumir el producto; ademas
de contribuir a mejorar su forma de alimentacion, mantener los niveles de sus valores
hematoldgicos en el rango adecuado, mediante la elaboracion de dietas balanceadas,
mientras coadyuva al proceso de nutricion y salud integral del organismo (Tecnal,
2019).

El contenido de lipidos totales en esta investigacion se determind a través del método de
extraccion con Soxhlet (Fig.1), el cual consistié en pesar 5 g del producto PAv-L en una
balanza analitica marca Precision Scientific modelo 14-EG, luego se disolvié la muestra
en 5ml de hexano, se agitd para ayudar a disolver la muestra y se afiadié en un dedal de
celulosa, que luego se colocd en la cdmara del sistema Soxhlet. Se agregaron 160 ml de
hexano al 98% en un bal6n con capacidad de 500 ml y boca esmerilada, y éste se
conecto al sistema Soxhlet, sobre una manta de calentamiento a una temperatura de 45
°C, por espacio de 2-3 h (Fig. 1). Este procedimiento permitio la evaporacion gradual del
solvente y la obtencion del residuo (grasas), el cual se secé hasta peso constante, a 103 +
2 °C, en una estufa marca Precision Scientific, Model 14-EG, (COVENIN 1785-81,
1998).
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Condensador

Manta de
calentamiento

Fig. 1.- Sistema de extraccion Soxhlet

El contenido de lipidos totales se determind por diferencia de masas, segun la siguiente
ecuacion:
M, - M)

o L= 100
0 Masa de muestra (M) x

donde:
Mo = Masa inicial de la muestra (9);
M; = Masa del balon con boca esmerilada vacio (g);

M, = Masa del balon de boca esmerilada mas la grasa extraida (g).

Contenido de proteinas (% P)
Las proteinas son macromoléculas que desempefian el mayor nimero de funciones en
las células de los seres vivos. Ellas forman parte de la estructura basica de tejidos
(masculos, tendones, piel, ufias, etc.), crean, reparan y mantienen los tejidos corporales
durante los procesos de desarrollo, crecimiento, diferenciacion, mantenimiento, entre
otras, a traves de enzimas, hormonas, anticuerpos, etc., regulando funciones metabolicas

vitales, a saber: asimilacion de nutrientes, transporte de oxigeno y de grasas en la sangre,
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eliminacién de materiales tdxicos, regulacion de vitaminas liposolubles y minerales, etc.
(Gonzélez et al., 2007).

En esta investigacion se aplico el método Kjeldahl (1883), especialmente disefiado para
la determinacion del contenido de proteinas, y comprende 3 pasos: digestion, destilacion
y valoracion (COVENIN 1195-80, 1990). Una muestra de 50 g del producto se
homogeneizo; de ésta, se tomo6 una alicuota de 1,5 g, se colocd en un matraz y se
sometio a digestion, agregando lentamente gotas de acido sulfdarico concentrado, para
luego, someterla a calentamiento, a 300 °C, en posicion inclinada, hasta digestion total;
cuando la solucién se hace transparente o un tenue azul-verdoso. Se utilizaron 15 g de

sulfato de potasio (K,SO,) para acelerar la ebullicion (Fig.2A).
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Fig. 2.- Método de Kjeldahl: A: Digestion de la muestra; B: Destilacién

Este proceso se activo mediante la adiccion de 300 mg de sulfato cobre pentahidratado
(CuS04.5H,0) y 0,5 g oxido de mercurio (Hg,0); como agentes cataliticos, el cual
permitio transformar el nitrdgeno organico en sulfato de amonio (NH,4),SO4. Seguido, se
procedié a su destilacion, agregando con hidréxido de sodio (NaOH al 40 %) para
liberar el amoniaco por la acciéon de una solucion alcalina y, después, se titulé con una

solucion de acido clorhidrico 0,1 N, en presencia de azul de bromocresol (Fig.2B).
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El contenido de proteinas se determin mediante la ecuacion:

a-b) x Nogx M
% Nitrogeno = (ab) PO € x 100

% Proteinas=K x % N donde:

a = Volumen del &cido gastado en la titulacion de la muestra (ml);
b = Volumen de &cido gastado en la titulacion del blanco (ml);
No = Normalidad del acido;

Me = Masa equivalente del nitrégeno [14];

P = Masa de la muestra (g).

K = Factor de conversidn de nitrégeno a proteinas de 6,25.

Deteccion de Cloruros y Bromuros (Cl y Br)
La valoracion exacta del contenido de cloruros y bromuros, es un paso importante en la
industria alimenticia, ya que permite controlar los niveles de sal en los alimentos
procesados. El porcentaje total de estas sales deriva de la suma de las concentraciones de
todos los solidos disueltos en la solucion, conformada por agua y la mezcla de los
alimentos, donde la mayoria de dichas sales son compuestos inorganicos, como sulfatos
(SOy"), cloruros (CI), carbonatos (COs3”), bicarbonatos (HCOg), sales de Ca, Mg y Na.
Ocasionalmente, estas sales pueden estar presentes en exceso y su cantidad, es
determinante en el sabor del producto, por lo que deben ajustarse ciertos parametros
(COVENIN 2138-84, 1994; Pinto, 2016). En esta investigacion, los iones cloruro y
bromuro se determinaron por el método estandar descrito por Mohr; para ello, se
tomaron exactamente 10 ml del producto, los cuales se trasvasaron a un balon aforado de
250 ml, cuyo volumen final se complementé con agua destilada, incluyendo las aguas de
enjuague de la pipeta con la cual se tomo el producto. La solucién asi obtenida, se filtro
y dicho filtrado se neutraliz6 con unas gotas de bicarbonato de sodio; luego, se tomaron
de 25 a 50 ml de la solucién neutralizada y se le agregd 1 ml de dicromato de potasio
(K2CrQ4). Inmediatamente, esta mezcla se agité y titulo, con una solucion de nitrato de

plata (AgNOj3 al 0,05 N), hasta observar la aparicion de un color persistente de amarillo
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a rojizo; el blanco se trat6 de la misma forma excepto que la solucion inicial contenia
solo agua destilada (COVENIN 2138-84, 1994).

Deteccidn de azucares reductores (Ag)
Los azUcares reductores (mono o disacaridos) son aquellos que reaccionan con otras
moléculas cediendo electrones actuando como agente reductor, lo que les permite unirse

en forma inespecifica a otras moléculas (Julian y Martinez, 2003).

La deteccion de azlcares reductores en PAv-L, se determino por el método de Fehling
(1849), disolviendo 10 mg del producto PAv-L en 100 ml de agua destilada, esta
solucion se sometié a calentamiento en bafio de Maria por 20 min y se hidrolizo6
agregando unas gotas de HCI, se dejé enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente;
luego, la muestra se neutralizé con unas gotas de NaOH al 10 % hasta pH 7,2 y se
colocé en una bureta. Adicionalmente, se prepar6 el licor de Fehling, que consta de la
solucion A (3,5 g de sulfato de cobre cristalizado y agua destilada hasta completar 100
ml) y la solucién B (174 g de sal de Seignette - tartrato mixto de potasio y sodio 1:1-, 3
ml de solucion de hidréxido de sodio al 40 % y agua hasta completar 500 ml) en partes
iguales. El licor de Fehling se prepard justo en el momento de realizar el ensayo; para
ello, se colocaron 10 ml de la solucion A y 10 ml de la solucion de Fehling B en un
Erlenmeyer de 50 ml. Después, el licor de Fehling se llevo al punto de ebullicidn, se le
afiadieron 2-3 gotas de azul de metileno y se titulo, registrando el volumen gastado del
producto hidrolizado hasta el punto donde se produjo el viraje de azul a amarillo. El
poder reductor de los azucares no es el mismo cuando el producto contiene tipos de
azUcares distintos a la glucosa, en cuyo caso, el titulo del licor de Fehling (A) requiere
del ajuste correspondiente, multiplicando por el factor de correccidon segun el tipo de

azUcar, como se indica a continuacion:
Lactosa: A x 1,57900

Sacarosa: A x 1,60500
Galactosa: A x 1,60549
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Determinacion del nitrégeno basico volatil total (% NBVT)

El término general de nitr6geno basico volatil total incluye a todas aquellas
bases nitrogenadas volatiles, como son la trimetilamina (producida por el deterioro
bacteriano), dimetilamina (producida por enzimas autoliticas durante el almacenamiento
en congelacion), amoniaco (producido por desaminacion de
aminoacidos y catabolitos de nucledtidos) y otros compuestos nitrogenados
basicos volatiles asociados con el deterioro de los productos pesqueros. Su
determinacion expresa cuantitativamente el contenido de bases volatiles de bajo
peso molecular. La determinacién de las bases volatiles es uno de los analisis mas
utilizados, por ser relativamente sencillo y rapido de realizar. Estos compuestos volatiles
aparecen en los ultimos estadios del deterioro, por lo cual solo resultan Utiles para
descartar estados de deterioro avanzado en ciertos productos principalmente de origen
animal, ya que contienen altas proporciones de proteinas (Garcia Martinez y Fernandez-
Segovia, 2012).

En esta investigacion se empled el método de macrodestilacion de Liicke y Geidel
(1935) modificado, que consiste en pesar 10 g del producto y mezclarlo con 40 ml de
agua destilada en un balén con boca esmerilada, donde se le afiadieron de 1 a 3 g de
oxido de magnesio (MgO), 1 ml de la solucién de cloruro de calcio (CaCl,) al 10% y 2 a
3 gotas de antiespumante (2-propanol); se lavd con mucha delicadeza el cuello del
matraz utilizando una pizeta con agua destilada un poco de agua destilada antes de
conectar el aparato. Adicionalmente, se agregaron 25 ml de solucion de acido bérico al 3
% en otro balén de boca esmerilada que se conectd al sistema, de tal forma, que el
extremo inferior del condensador permanezca sumergido en la solucién de acido borico,
de inmediato, se encendio la fuente de vapor hasta que el agua hierva, se dejé hervir
durante 10 min y se prosiguio la destilacion a una velocidad constante de calentamiento
por 25 min. Una vez terminada la destilacion, se lavd, a la brevedad posible, el extremo

inferior del condensador con un poco de agua destilada y se retird el Erlenmeyer donde
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se conecto el destilado que contendra las bases volatiles. El destilado se tituld hasta su
neutralizacion, con &cido sulfarico (H,SO4 0,1 N), hasta observar un viraje del color
verde a rojo violeta, mientras que el punto neutro de la solucién tomara un color gris. El

contenido de nitrégeno se estimd segun la ecuacion:

(a - b) X NO X Me(NH)3
Mm

NBVT = x 100

donde:

a = Volumen del acido gastado en la titulacion de la muestra (ml);
B = Volumen de &cido gastado en la titulacion del blanco (ml);

No = Normalidad del &cido.

Me = Masa equivalente del amoénico [17].

Mm = Masa de la muestra (g).

Determinacion de la densidad (D)
La densidad permite comprobar la pureza y concentracién de un liquido; ademas, ofrece
informacion sobre su composicion (Toledo, 2018). La medicion de la densidad se
remonta a la época de Arquimedes (287-212 a. C.) y el principio de Arquimedes, en
Sicilia, Italia; pero fue gracias a Abu Raihan Al-Biruni (973-1048, Afganistan), quien
disefio el primer picnémetro de cristal, a partir del cual, Mendeléiev desarrollé el método
basado, en el principio de Arquimedes, que se lograron mediciones precisas de la
densidad. En este procedimiento, se utilizd un picnémetro, el cual se lavé con cuidado y
se colocO en el desecador; luego, se pesd vacio y se registr6 su peso, volumen y
apreciacion. Posteriormente, el picnémetro se llend con agua destilada a una temperatura
de 20 °C, se tap0 y se eliming, inmediatamente, el agua superficial presente en el exterior
del mismo. Hecho esto, se procedio a pesar, vaciar y colocar la muestra a analizar, a la
temperatura de referencia (20°C), la muestra se volvio a pesar para evitar posibles
fluctuaciones por efecto de la temperatura, después se vacié el picnémetro y se llené con
la muestra a analizar, aplicando la misma temperatura de referencia; por ultimo, se lavo

el picnémetro. La densidad se estim6 de acuerdo a la siguiente formula:
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MPm - Mpv

MPa - Mpv

donde:

D = Densidad obtenida por gravedad especifica a temperatura de 20 °C
Mpv = Masa del picndmetro vacio (Q);

Mpm = Masa del picnGmetro mas muestra (g);

Mpa = Masa del picnGmetro méas agua (g).

Determinacion del Indice de acidez (la)
En productos alimenticios, el grado de acidez indica el contenido en acidos libres
presentes; es decir, el grado de acidez que posee un determinado producto o sustancia
procesada (Sandoval, 2009). En un Erlenmeyer de 125 ml, se agregaron 10 ml del
producto PAv-L, 50 ml de alcohol neutralizado (etanol), precalentado a 45 °y 2 ml de
fenolftaleina al 0,1% como indicador; inmediatamente, se titulé con hidréxido de sodio
(NaOH) 0,1 N (Boekenoogen, 1964). El indice de acidez se determiné a través de la

siguiente férmula:

B VxNxFC

M x 100

Ia

donde:

la = Indice de acidez.

V =Volumen de NaOH 0,1 N utilizado en la titulacion (ml);

N = Normalidad del NaOH.

FC = Factor de correccion equivalente a la masa molar del &cido oleico [282];

M = Volumen de la muestra en (ml).

Determinacion del Indice de peréxido (1p)

Este indice expresa el estado de oxidacion primario en aceites o grasas, ya que permite
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estimar el contenido de sustancias como peroxidos e hidroperoxidos, cuya presencia
revela si ha ocurrido un deterioro por oxidacion; un indice superior al 0,0 MEqO./kg
hasta un 25 % en ciertos productos alimenticios, puede indicar el inicio del proceso de
deterioro (HANN, 2022). Se aplicé el método volumétrico (Nilsen, 1998), el cual
requirio un blanco y la muestra a analizar. La muestra se prepar6 en un Erlenmeyer de
125 ml donde se pesaron 2 g del producto PAv-L, se le agregaron 10 ml de cloroformo,
15 ml de acido acético y 1 ml de loduro de potasio al 10 % m/v; luego, se tap6 y coloco
en oscuridad durante 5 min. A continuacion, se le afiadieron 75 ml de agua destilada
hervida y enfriada, se agitd y se titul6 con tiosulfato de sodio al 0,01 N; por ultimo, se
agreg6 1ml de solucion de almidon como indicador y se continud la titulacion hasta que
desaparecio el color azul. Al blanco se le aplicé este mismo procedimiento, con la
salvedad, de que no se le afladié muestra. Cabe destacar que, el indice de peroxido se
obtuvo calculando los miliequivalentes de tiosulfato de sodio gastados en la titulacion

por kilogramo de muestra, mediante la ecuacion:

Nx (V-Vi)N
Ip quIOOO

donde:

Ip = Indice de peroxido expresados en meq O./Kg.

N = Normalidad del tiosulfato de sodio.

V =Volumen inicial de la muestra [PAv-L] (ml);

V1 = Volumen de tiosulfato gastado en el blanco (ml);
M = Masa de la muestra (g).

Estabilidad bacterioldgica
La estabilidad bacteriologica se evalué mediante una serie de parametros estandar,
comunmente utilizados en microbiologia para medir deterioro por accion bacteriana o

valorar la inocuidad del producto PAv-L, basada en la ausencia o presencia de
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microorganismos, lo que permite no solo verificar el tiempo de vida util, sino también

que se mantiene la calidad del mismo.

Determinacion de aerobios meséfilos y psicrofilos

Se selecciond, aleatoriamente, una muestra del producto natural PAv-L por cada etapa,
se tomd una alicuota de 10 ml del producto PAv-L y se disolvio en un Erlenmeyer
conteniendo 90 ml de agua peptonada estéril al 0,1%; obteniendo asi una concentracion
equivalente a 107, Esta dilucién se homogeneizé y, a partir de ésta, se hicieron
diluciones seriadas, colocando 1 ml de la muestra diluida 10™ en un tubo con 9 ml de
agua peptonada estéril al 0,1% (10?). Este procedimiento se repitié hasta alcanzar la
dilucién 10. Todas las diluciones se incubaron a 37 °C por 24 h. Los resultados se
expresan en funcién de unidades formadoras de colonias (UFC), y se consideraron
negativas aquellas cuyo nimero de colonias resulté <100 UFC.

Transcurrido este periodo, se tom6 con pipeta estéril 0,1 ml de cada dilucién y se
inocul6, por duplicado y por cada dilucién, en placas de agar para contaje en placas
(APC). El inbculo se extendid con la ayuda de una espatula de Drigalsky estéril. Esta
siembra se hizo también por duplicado y para cada dilucion. Las placas una vez
inoculadas, se dividieron en 2 grupos; el primer grupo se incubd a 37 °C por 24 h para la
deteccidn de aerobios mesofilos, mientras que el segundo grupo se coloco en la nevera a
5 °C por 24 h para detectar la presencia de bacterias psicrofilas., Si en este tiempo no se
desarrollaron colonias psicroéfilas, las placas se colocaron en la estufa a 37 °C por 24 h,
para corroborar los resultados. Al cabo de 24 h, se procedié al contaje y registro del
namero de colonias que se desarrollé en el medio por cada grupo y dilucién. El producto
se considerd microbiologicamente aceptable, cuando el contaje de colonias por placa y
dilucion, fue inferior a 100 UFC/placa. En ausencia de colonias representativas de
bacterias psicrofilas, las placas se incubaron ahora a 37 °C por 24 h, para confirmar la

siembra, mediante el desarrollo de bacterias meséfilas (Koneman et al., 2008).
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Determinacion de coliformes totales y fecales
A partir de las diluciones 107, 10, 10y 107, se inocularon, por cada dilucién, 2 tubos
conteniendo caldo lactosado doble concentracion con tubo de Durham invertido, los
cuales se incubaron a 37 °C por 24 h. La presencia de coliformes totales se evidenciO por
la aparicion de turbidez en el caldo lactosado y la presencia de gas en el tubo de
Durham; éstos se consideraron como positivos. Las diluciones que resultaron positivas
para coliformes totales se inocularon, también por duplicado y dilucion, en tubos con
Caldo Bilis Verde Brillante (CBVB) con tubos de Durham y se incubaron a 44 — 55 °C
por 24 — 48 h. Se consider0 positiva la prueba para coliformes fecales cuando los tubos
presentaron turbidez y evidencia de formacion de gas. La presencia de coliformes
fecales es un indicio de contaminacion y, por lo tanto, se hicieron pruebas de
identificacion adicionales para las especies de coliformes fecales Escherichia coli y

Salmonella sp (Camacho et al., 2009).

Deteccion de Escherichia coli

A partir de los tubos que resultaron positivos de la prueba de coliformes fecales en
CBVB, se inocularon en caldo de enriquecimiento para E. coli (EC) y éstos se incubaron
a 44 - 55 °C por 24 h. A continuacion, se inocularon con asa en agar Eosina azul de
metileno (EMB) y agar Sorbitol Mac Conkey (SMAC) y se incubaron de 44 - 55 ° por
24 h; para la determinacion de especies de E. coli y E. coli O157:H7 (E. coli
enterohemorragica), respectivamente. Ademas, se hizo frotis a partir de las colonias que
se desarrollaron en los medios solidos EMB y SMAC, a éstos se les aplico la tincion de
Gram y se examinaron al microscopio para confirmar sus caracteristicas morfoldgicas
(Koneman et al., 2008).

Deteccion de Salmonella sp.
A partir de la dilucién 10™ de PAv-L preparada inicialmente, se inocularon con asa, por
triplicado, en tubos con caldo tetrationato y caldo Rappaport, los cuales se incubaron a

37 °C por 24 h. Los tubos que manifiestan crecimiento se inoculan en placas de agar
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bismuto sulfito (ABS), agar Salmonella-Shigella (ASS), agar xilosa lisina Desoxicolato
(XLD) o agar bilis rojo violeta (BRV), y se incuban a 37 °C por 24 h. Las colonias
tipicas de Salmonella se siembran en tubos de agar hierro y tres azlcares; a partir de
éstos, se realizaron los frotis correspondientes, se les aplica la coloracion de Gram, y se

estudian sus caracteristicas morfoldgicas al microscopio optico (Koneman et al., 2008).

Deteccion de Pseudomonas aeruginosa
A partir de la dilucién 10" en agua peptonada al 0,1 %, se inoculé con asa y por
duplicado cada dilucién en agar Pseudomonas (AP) y agar Cetrimida (AC). Una vez
inoculadas, se incubaron a 37 °C por 24 h; se le realizaron frotis y tincion de Gram a las

colonias que se desarrollaron (Koneman et al., 2008).

Deteccidn de Staphylococcus aureus
A partir de las diluciones 1072, elaboradas previamente en agua peptonada al 0,1 %, se
inoculd con asa y por duplicado, cada dilucion en placas de agar Baird-Parker, éstas se
incubaron a 37 °C por 24 h; la aparicion de colonias doradas con centro negro sera
indicativa de la presencia de colonias de S. aureus. Posteriormente, se inocularon placas
con agar DNAsa, a partir de las cuales se realizaron frotis y tincion de Gram para
confirmar las caracteristicas morfoldgicas tipicas (Koneman et al., 2008).

Analisis sensorial

Tilgner (1971) define las pruebas sensoriales como el conjunto de medida y evaluacion
de determinadas propiedades en un producto alimenticio, que implican el uso de uno o
mas sentidos humanos para la percepcion de sus caracteristicas organolépticas: olor,
sabor, color, textura, etc.; éstas se asocian a la calidad del producto (Cordero, 2013).
Previo a este analisis, se elevo un comunicado a traves de las redes sociales, invitando a
participar en el estudio. Una vez reunido cada grupo, se les informé todo lo referente al
analisis, se aclararon las dudas y se procedio a recolectar los datos personales de los

participantes. En cada una de las 4 etapas, se suministro a cada participante una muestra
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y la respectiva forma del analisis sensorial; donde el participante calificé el producto
objeto de estudio, en cuanto a sus caracteristicas organolépticas, de acuerdo a las
sensaciones que perciba del mismo. Para ello, se aplico la metodologia de Hernandez

(2015), segun se describe a continuacion:

El desarrollo de las pruebas se llevé a cabo en un lugar privado, que cumplié con las
condiciones idoneas (espacio, limpieza, paredes de color claro, comodidad, ambiente
con temperatura agradable y buena iluminacién); lo cual favoreci6 la concentracion de
los participantes, su mejor disposicion para realizar la prueba y, por ende, la obtencion
de resultados més fidedignos. Este sitio consistié de un &rea de recepcion, donde los
participantes aguardaron su llamado, y una sala de cata, destinada a la prueba sensorial
del producto, asi como los elementos necesarios para preparar y presentar las muestras a

los participantes.

Inicialmente, los participantes se ubicaron en el area de recepcion, donde se les entrego
el formulario con las pautas a seguir en el andlisis sensorial (anexo 1), para su revision.
Dado un tiempo prudencial, se le explicaron las bases de la prueba y se les aclararon
cualquier duda que pueda surgir al respecto. En el momento de realizar la prueba, se les
hizo pasar a la sala de cata, donde se le entregé a cada participante una muestra del
producto, un vaso de agua, una galleta de soda, una servilleta, un lapiz con borrador (por
si fuera necesario hacer alguna enmienda) y demas elementos necesarios (Arroyave,
2017).

Espectros de infrarrojo (ftir) en el producto natural pav-I

Esta técnica permite identificar los grupos funcionales presentes en un compuesto, 0
mezcla de ellos, mediante su espectro de absorcion o reflexion en el rango infrarrojo
(IR) del espectro electromagnético. La técnica se basa en el principio de que cuando una
molécula absorbe radiacion infrarroja, la vibracion intramolecular, con frecuencia igual

a la de la radiacion, aumenta en intensidad y genera sefiales a frecuencias que
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corresponden a la vibracion de un enlace especifico; permitiendo asi, la identificacion de
compuestos quimicos a traves de la frecuencia a la cual los distintos grupos funcionales
muestran sus bandas de absorcién, expresadas en cm™, en la regién IR [1200-4000],
(Pintado, 2015). La region infrarroja se divide en tres regiones denominadas infrarrojo

cercano [NIR], infrarrojo medio [MIR] e infrarrojo lejano [FIR], (Cruz, 2015).

Los espectros de infrarrojo para el producto natural PAv-L, se realizaron a partir de
pastillas elaboradas con la muestra y bromuro de potasio (KBr) grado analitico, lo que
permitio obtener registros las lecturas sdlido-KBr vs KBr-aire con 24 barridos, a una
resolucién de 2 cm™, en un espectrofotémetro Perkin Elmer, modelo 16 PC. El
procedimiento consistio en mezclar una pequefia cantidad del producto natural PAv-L
con KBr anhidrido, previamente triturado en un mortero de agata, éste se combind con la
muestra del producto natural PAv-L y se continu6 macerando hasta homogeneizar la
mezcla. Luego, ésta se compact6 en una prensa a 1,05 x 10° kg/m? de presién, hasta
obtener las pastillas (Skoog et al., 2001). La elaboracion de las pastillas, asi como la
lectura y analisis de los espectros se llevaron a cabo en Departamento de Ciencias de los
materiales, Laboratorio de Polimeros, pertenecientes del Instituto de Investigaciones en
Biomedicina y Ciencias Aplicadas (IIBCA-UDO).

Deteccion de la actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de PAv-L, se le determind tanto al producto recién elaborado
(Eo) como a las etapas subsiguientes (E», E4 Y Eg). Las propiedades antibacterianas de
producto natural PAv-L, se analizaron utilizando tres (3) especies bacterianas patdgenas
en humanos, pertenecientes a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por sus
siglas en inglés), como modelos de bioactividad, las mismas fueron obtenidas en el
Instituto Nacional de Higiene ‘“Rafael Rangel”, Caracas, Distrito Capital, y
suministradas por la Profa. Dianny Martinez, Coordinadora del Laboratorio de
Bacteriologia del Hospital Antonio Patricio de Alcald (HUAPA), de la ciudad de

Cumana, Estado Sucre (Tabla I).
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Tabla 1. Especies bacterianas utilizadas como modelos de actividad antibacteriana para
el producto natural PAv-L.

ESPECIES ) ANTIBIOTICOS
BACTERIANAS GRAM CODIGO COMERCIALES
Staphylococcus aureus + ATCC Penicilina, oxacilina, cefoxitina,

25923 clindamicina, eritromicina,
gentamicina
ATCC Aztreonam, amoxicilina
Escherichia coli ; 25922 clavulanico, ceftazidima,

cefepima, amikacina,
meropenem, imipenem
ATCC Amikacina, ciprofloxacina,
Pseudomonas aeruginosa - 27853 piperacilina y tazobactam
imipenem, meropenem,
cefepima, aztreonam,
gentamicina

El potencial antibacteriano se determin6 a través de los métodos cualitativo, mejor
conocido como método de difusion en placas (MDP) o antibiograma y también por el
método cuantitativo o Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), ambos descritos por
Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966).

Meétodo Cualitativo o de difusién en placas (MDP)

Este metodo consiste en impregnar discos estériles de 5 mm de diametro (elaborados con
papel Whatman N° 3), los cuales, para efectos de esta investigacion, se dosificaron con
10 pl de la suspension del producto a concentraciones conocidas, preparadas en base a
una concentracion de 30 pg/ml en DMSO; tal como lo establece el panel de estudios de
bioactividad del Instituto Nacional del Cancer (NCI), Frederick-Washington, D.C.-
EEUU, para extractos crudos con potencial bioactivo (Newman y Cragg, 2012). Los
ensayos incluyeron 2 discos controles; uno impregnado con el solvente utilizado en la
formula original del producto PAv-L y otro con DMSO, solvente utilizado en la

preparacion del producto. lgualmente, se impregnaron discos con concentraciones
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conocidas del producto PAv-L, previamente secado a peso constante y Los discos
previamente impregnados, se colocaron cuidadosamente sobre la superficie de placas de
Petri con agar Mueller—Hinton, previamente inoculadas con una suspension bacteriana,
ajustada a patrén Mac Farland 0,5 (equivalente a 1,5 x 10° células/ml). Las placas se
colocaron en la nevera, a 5 °C durante 12-18 h, para inhibir el desarrollo de las bacterias
y permitir la difusion del producto; al cabo de este periodo, las placas se incubaron a 37
°C durante 24 h. El efecto inhibitorio se confirmé mediante la aparicion de halos de
inhibicién alrededor del disco; se registré el didmetro de éstos en milimetros. La
determinacion de la actividad antibacteriana siguié el esquema de etapas, descrito
anteriormente en la seccion de las condiciones generales de la investigacion, hasta cubrir

el periodo de seis (6) meses preestablecido.

A continuacion, se explica como se procedio a la preparacion de la suspension de cada
muestra a analizar de PAv-L, para este ensayo. Previamente, se tomaron 3 muestras del
producto (20 ml) por cada una de las etapas (Eo, Ez, E4 y Eg) y se colocaron en placas de
Petri estériles, las cuales se llevaron a la estufa a 45°C, hasta alcanzar peso constante.
Una vez trascurrido este tiempo, cada una de las muestras se maceré manualmente, por
separado, con la ayuda de un mortero; luego, se unieron segun la etapa correspondiente.
Seguidamente, se prepard una suspension con 60 mg del producto y se disolvieron en
120ul de DMSO, la cual se denomind SP1 (5000ug/ml), a partir de ésta (SP1), se
tomaron 10pul de suspension y se diluyeron en 1 ml de caldo Mueller-Hinton estéril para
obtener SP2 (4950 pg/ml). A partir de esta se hicieron diluciones seriadas en tubos que
contenian 1 ml de caldo Mueller-Hinton estéril; al primer tubo (T,) se le afiadio 1 ml de
SP2, la mezcla se homogeneizd y se transfiri6 1ml al siguiente tuno (T,) y, asi
sucesivamente, hasta llegar a la dilucion 10 (T1o), al cual se le descarté 1 ml, quedando
todos los tubos con igual volumen. Previamente, se prepararon las suspensiones
bacterianas para cada una de las especies patogenas utilizadas como modelo de
actividad, tomando desde cultivos frescos pequerias porciones de cada colonia bacteriana
con aguja de inoculacion y disolviéndola cuidadosamente en tubos de solucion
fisioldgica estéril (0,85 % NaCl), ajustadas al patrén Mc Farland 0,5 (1,5 x 102 cél./ml).
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A cada uno de los tubos de las diluciones seriadas preparadas a partir del producto
natural PAv-L, se le afiadieron 2 gotas de la suspension bacteriana correspondiente
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) y todos las tubos
se incubaron a 37 °C por 24 h. Transcurrido las 24 horas, se procedié a determinar la

concentracion minima inhibitoria (CMI). Cada ensayo se realizé con 3 réplicas.

Cada ensayo incluyé 2 discos controles; uno impregnado con DMSO y otro con el
solvente utilizado en la férmula original del producto PAv-L. Los discos se impregnaron
con concentraciones conocidas del producto, elaboradas a partir de la suspensién SP2
del producto se describi6 en el aparte superior; los discos impregnados, se colocaron
cuidadosamente sobre la superficie de placas de Petri conteniendo agar Mieller—Hinton,
las cuales fueron inoculadas previamente con una suspension bacteriana, ajustada a
patrén Mac Farland 0,5 (equivalente a 1,5 x 10° células/ml). Las placas se colocaron en
la nevera, a 5 °C durante 12-18 h, para inhibir el desarrollo de las bacterias y permitir la
difusion del producto; al cabo de este periodo, las placas se incubaron a 37 °C durante
24 h. El efecto inhibitorio se confirmé mediante la aparicién de halos de inhibicién
alrededor del disco; en cuyo caso, se registro el didametro de éstos en milimetros. La
determinacion de la actividad antibacteriana seguird el esquema de etapas, descrito
anteriormente en condiciones generales de la investigacién, hasta cubrir el periodo de

seis (6) meses preestablecido.

Meétodo cuantitativo o concentracion minima inhibitoria (CMI)

Este método es de uso convencional en microbiologia y expresa el grado de sensibilidad
de una bacteria a la accién de una sustancia 0 mezcla de ellas y consistio en preparar
diluciones en serie del producto natural PAv-L, a partir de una concentracion conocida,
que permitié determinar la concentracion minima requerida para inhibir el desarrollo de
las 3 especies bacterianas, usadas como modelo de bioactividad. Para ello, se tomaron
3mg del producto y se disolvieron en 10ml de caldo Mueller-Hinton (CMH), a partir de
esta solucion se hicieron diluciones seriadas en tubos con 9 ml de CMH; se transfirid

1ml de la solucion al primer tubo, se homogeniz6 por agitacion manual, y se repitio
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sucesivamente el procedimiento con los tubos restantes. Luego, se prepar6 una
suspension de la especie bacteriana a probar, ajustando la concentraciéon a patron Mc
Farland 0,5 (1,5 x 10® cél.), se inoculé asépticamente cada tubo con 02 gotas de la
suspension y se incubd a 37 °C por 24 h. Al cabo de este periodo, se verificO si hubo
inhibicion y a que concentracidn ocurrié para cada especie bacteriana; esta represento la
CMI. Como se desconocia el grado de actividad del producto PAv-L se establecié un
méaximo de 10 tubos por serie. Igualmente, se determiné la CMI utilizando antibioticos
de referencia adecuados para cada especie bacteriana y se comparo6 la eficiencia del
producto PAv-L, cuando se manifestd actividad inhibitoria. Previendo que el producto
generara turbidez en el medio de cultivo, que pudiera interferir con los resultados, se
aplico en método de inclusion, que consistio en colocar un inoculo de cada dilucion en
placas estériles y cubrir con AMH fundido y enfriado a 45 °C, mezclando suavemente
para asegurar la distribuciébn homogénea en cada placa antes de que el agar se
solidificara. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h y, posteriormente, se procedio a
determinar la CMI; aquella a partir de la cual no aparecieron colonias en el agar
(Koneman et al., 2008).

Perfil de sensibilidad a los antibidticos

Los perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos se determinaron para cada cepa
bacteriana, utilizada como modelo de actividad bioldgica. Para ello, se colocaron discos
de antibidticos comerciales segun la especie bacteriana (Tabla 1), sobre placas de agar
Mdeller-Hinton, previamente inoculadas con la cepa a probar, ajustada al patron Mc
Farland 0,5, aplicando la técnica de diseminacion en 3 direcciones con hisopo estéril.
Los resultados se utilizaron como valores de referencia para comparar una vez detectada
la actividad antibacteriana en el producto natural PAv-L. El grado de sensibilidad de
cada antibidtico comercial, se determin0 por comparacion con los estandares
interpretativos de las zonas de inhibicion, establecidos por las respectivas casas

fabricantes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ESTABILIDAD FiSICO-QUIMICA DEL PRODUCTO NATURAL PAV-L

Determinacion de pH:

PAv-L mostrd pequefias variaciones en los niveles de pH entre etapas (0,16); en
promedio representd solo un 2,96% respecto a su valor inicial, y se mantuvo dentro del
rango de pH é&cido, con un valor minimo de 5,06 y un méaximo de 5,40, durante las
cuatro etapas de analisis del producto PAv-L, lo cual indica que coadyuvd en su
estabilidad fisica, quimica y microbioldgica. ElI pH observado guarda relacion con los
elementos que lo constituyen, coincidiendo con lo sefialado por Casaubon, et al. (2018),
quienes afirman que un producto elaborado a partir de una serie de compuestos con pH
acido, se mantendra en niveles de pH acido. Chavarria (2012) explica que cuando los
niveles de pH estan en el rango de acidez, contribuyen a preservar la estabilidad de los
alimentos, disminuyendo la posibilidad de deterioro de los mismos, prolongan su vida
util y, por ende, los beneficios del alimento per sé (Tabla I1).

Tabla Il. Valores promedio de pH obtenidos a partir del producto natural PAv-L, en las
diferentes etapas de investigacion (Eo - Eg).

ETAPAS pH
Eo 5,40 +0,05
Ez 5,31+0,11
E4 5,06 + 0,08
Ee 5,36 + 0,06

Variacion de pH entre etapas: 2,96 %

Porcentaje de humedad (% H):
La Tabla Il muestra los valores de humedad obtenidos en las distintas etapas de la
investigacion. Como se puede apreciar, a medida que transcurri6 el tiempo la humedad

del producto disminuyo ligeramente (2,37 %), lo que es una buena noticia, ya que el
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contenido de agua es una de las técnicas de mayor importancia en las buenas practicas
de manufactura de productos alimenticios, reduciendo cualquier posibilidad de
alteracion en la formula y, ademas, contribuye a mantener su estabilidad en el tiempo; es
decir su vida util. EI grado de humedad depende de diversos factores principalmente de
la naturaleza del producto alimenticio (jugos, salsas, cremas, pasta, etc.), sobre todo si se
trata de un alimento individual o mezcla de 2 o més alimentos. Resultados similares se
han obtenido en numerosos productos alimenticios. Asi, Mella et al. (1976) realizaron
un estudio quimico en salsas de tomate, elaboradas por tres industrias nacionales, cuyos
valores de humedad oscilaron entre 70,5 % y 81,7 %, indicando que dichas salsas de
tomate estaban bastante concentradas.

Tabla I11. Porcentajes de humedad obtenidos a partir del producto natural PAv-L, en las
diferentes etapas de investigacion (Eg - Eg).

ETAPAS HUMEDAD (%)
Eo 66,03 + 0,01
E. 64,61 + 0,10
E4 63,20 + 0,08
Es 63,18 + 0,06

Variacion de pH entre etapas: 2,37 %

Contenido de fibra cruda (% FC):

Los resultados del contenido de fibra del producto PAv-L, revelan que la variacion
observada represent6 apenas un 0,33 %, valor que se corresponde con la ligera pérdida
de humedad durante el periodo de 6 meses, indicando que el contenido de fibra himeda
se conservo practicamente inalterado; lo que evidencia que se mantiene la estabilidad del

producto en funcion del tiempo (Tabla IV).
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Tabla 1V. Contenido porcentual de fibra cruda obtenida a partir del producto natural
PAv-L, en las diferentes etapas de investigacion (Eq-Eg).

ETAPAS FIBRA CRUDA (%)
Eo 8,00+ 0,09
E 8,00+0,10
E4 7,50 + 0,85
Es 7,50 +0.07

~ Pérdida total fibra cruda vs tiempo = 0,33 %

La determinacion del contenido fibra en un alimento es de suma importancia, dado que
la fibra mantiene la humedad y, en consecuencia, facilita la digestion de los alimentos,
favorece la absorcién de nutrientes y mejora el transito intestinal lo que contribuye a
mantener un sistema digestivo saludable y a prevenir multiples enfermedades que van
desde un simple estrefiimiento hasta cancer (Mendoza, y Bautista, 2008). En otros
alimentos de naturaleza similar como: salsas, compotas, papillas, etc., se han encontrado
resultados parecidos. Por ejemplo, Moreiras et al. (2013) analizaron el contenido de
fibra de un producto elaborado en base a la especie Solanum lycopersicum, encontrando
una variacion de 3,0 % de fibra, este porcentaje estd muy por encima al obtenido en esta
investigacion, sugiriendo una asociacion intrinseca de los componentes de PAv-L, los
cuales aportan mayor cantidad de fibra conservando significativamente el porcentaje
total de fibra. La mayoria de los productos en la industria alimenticia contienen un
maximo 5 componentes vegetales simultaneamente, cada uno de ellos contribuye al
contenido de fibra del producto final y se obtiene el valor acumulado, lo mismo sucede
con PAv-L, solo que en este caso por ser un alimento funcional de uso terapéutico
contienen 17 elementos y como es de esperar el aporte de fibra es la sumatoria de la

contribucion de todos los ingredientes.
Porcentaje de cenizas por el método de incineracion directa (% C):

La Tabla V muestra los porcentajes de cenizas obtenidos para el producto PAv-L, como

se puede observar la variacion de dichos porcentajes es minima, representando una
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pérdida total casi imperceptible de solo de 0,07 %; lo que indica que el contenido de
cenizas se mantuvo précticamente igual desde el momento de su elaboracion,

reafirmando la elevada estabilidad del producto en el tiempo.

Tabla V. Porcentaje de cenizas obtenidos por el método de incineracion directa a partir
del producto natural PAv-L, en las diferentes etapas de investigacion (Eo - Eg).

ETAPAS CENIZAS (%)
Eo 1,71 £0,01
E, 1,70 £ 0,01
E, 1,61 +0,01
Es 1,60 + 0,02

Pérdida total de cenizas vs tiempo = 0,07 %

En un estudio realizado en Venezuela por Monsalve y Machado (2007), donde se
comparan los porcentajes de cenizas aplicando dos métodos de deshidratacidn
(deshidratacion simple y a peso constante) en el tomate var. manzano de la especie
Lycopersicon esculentum Millér, encontraron que las cenizas totales por el método
simple al dia cero fue de 11,95 % y de 10,72 % al dia 60, con una pérdida total de 1,23
%, mientras que por el método de peso constante se obtuvieron valores de 10, 25% y
9,31 %, respectivamente, con pérdida del 0,94 %. La diferencia encontrada respecto al
porcentaje de cenizas de PAv-L, era de esperarse ya que este producto incluye 17
componentes vegetales en su formulacion y su forma de presentacion es un liquido
denso, mientras que los anteriores corresponden a una sola especie vegetal medida
directamente al fruto; se cita solo como referencia, ya que no existe hasta el momento un

producto que retna cualidades comparables a PAv-L.

Contenido de lipidos totales (% L):
El contenido de lipidos del producto natural PAv-L, no manifiestd casi variacion; de
hecho, su proporcion de lipidos se mantuvo a medida que transcurrio el periodo de 6

meses establecido, con una pérdida minima de apenas 0,07 % (Tabla VI).
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Tabla VI. Contenido porcentual de lipidos en el producto natural PAv-L, durante las
diferentes etapas de investigacion (Eo - Eg).

ETAPAS LIPIDOS (%)
Eo 8,60 + 0,01
E. 8,60 + 0,02
E, 8,59 + 0,01
Es 8,40 + 0,05

Pérdida total grasas vs tiempo= 0,07 %

En esta ocasion y a pesar de ser una combinacion de elementos de origen vegetal, los
valores registrados muestran una proporcion promedio respecto al rango encontrado en
especies de la misma naturaleza, si se compara con los valores individuales de cada uno
de los ingredientes de la formula. Uno de ellos es un aceite, que funge como solvente
para concentrar los compuestos bioactivos liposolubles responsables de la mayor parte
de la actividad antiinflamatoria; en su mayoria, aceites esenciales, vitaminas y otros
compuestos liposolubles presentes en los componentes de la formula. Simultaneamente,
algunos de estos sones mas ricos en azucares (principalmente monosacaridos-glucosa,
fructuosa, sacarosa-), mientras otros presentan mayor contenido de fibra o
combinaciones variables de fibras y azlcares (Giacopini de Z. et al., 2013), coincidiendo
este criterio con los resultados obtenidos por Arroyo et al. (2018), donde sefialan los
valores del contenido de grasas de numerosas hortalizas y verduras analizadas. También

se puede apreciar en la tabla de resultados (Tabla V).

Contenido de proteinas (% P):
En esta oportunidad, el contenido de proteinas vs del tiempo se mantuvo practicamente
constante, mostrando una pequefia variacién (0,02 %), desde su elaboracion hasta

cumplir los 6 meses (Tabla VII).

41



Tabla VII. Contenido porcentual de proteinas en el producto natural PAv-L, durante las
diferentes etapas de investigacion (Eo - Eg).

ETAPAS % PROTEINAS
Eo 491 +0,02
E, 491+0,01
E,4 490+ 0,03
Es 487 +0,05

Pérdida total de proteinas vs tiempo = 0,02 %

En alimentos de origen vegetal, la cantidad de proteinas es mucho menor comparado con
los cérnicos; no solo en la proporcion, sino el tipo de proteinas presentes; asi mientras
los vegetales contribuyen mayoritariamente a la formacion de compuestos hidrosolubles,
por ejemplo vitamina C, las de origen animal conllevan a la sintesis de sustancias
funcionales de naturaleza muy distintas como las hormonas, cuyas funciones son vitales
para regular todos los procesos bioquimicos en los organismos (Nelson et al., 2013). En
cambio, las verduras y hortalizas aportan cantidades variables que, aunque llegaran a
igualar la proporcién, nunca ejercerian los mismos efectos que las de origen animal; sin
embargo, la ingesta excesiva de algunos vegetales ricos en carotenos, taninos pueden
actuar como inhibidores competitivos, bien inactivando directa o indirectamente alguna
funcion esencial (como la sintesis de alguna hormona o vitamina) o produciendo una
alteracion temporal y/o irreversible e incluso manifestarse como caracteres fenotipicos
(Meléndez et al., 2004).

En alimentos de origen vegetal, la cantidad de proteinas es mucho menor comparado con
los carnicos; no solo en la proporcion, sino el tipo de proteinas presentes; asi mientras
los vegetales contribuyen mayoritariamente a la formacion de compuestos hidrosolubles,
por ejemplo vitamina C, las de origen animal conllevan a la sintesis de sustancias
funcionales de naturaleza muy distintas como las hormonas, cuyas funciones son vitales
para regular todos los procesos bioguimicos en los organismos (Nelson et al., 2013). En
cambio, las verduras y hortalizas aportan cantidades variables que, aunque llegaran a
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igualar la proporcion, nunca ejercerian los mismos efectos que las de origen animal; sin
embargo, la ingesta excesiva de algunos vegetales ricos en carotenos, taninos pueden
actuar como inhibidores competitivos, bien inactivando directa o indirectamente alguna
funcién esencial (como la sintesis de alguna hormona o vitamina) o produciendo una
alteracion temporal y/o irreversible e incluso manifestarse como caracteres fenotipicos
(Meléndez et al., 2004).

En un estudio sobre el contenido de proteinas de una gran variedad de especies
vegetales, se encontr6 que los porcentajes de proteinas en la mayoria de las hortalizas
analizadas era relativamente bajo en comparacion a los de origen animal reportados,
comparable a los resultados obtenidos en PAv-L en esta investigacion (Arroyo y Carrete,
2018).

Deteccion de cloruros y bromuros (Cl y Br):

Al analizar los resultados en PAv-L, se aprecia la presencia tanto de cloruros como
bromuros los cuales se mantienen durante el periodo considerado (Tabla VIII). La
mayoria de productos alimenticios de origen vegetal muestran y conservan sus
proporciones de cloruros y bromuros durante largos periodos de tiempo, afios inclusive,
ya que le son adicionados para saborizar y conservar la vida util del alimento e inhibir o
regular el desarrollo de microorganismos que pueda modificar la composicion
nutricional o funcional del alimento, que pueda traducirse en el deterioro parcial o total
del alimento, lo que, a la vez, generaria grandes pérdidas econdémicas (Echarrys y
Ramirez 2002; Fernandez et al., 2007; Fermin et al., 2009). La diferencia en relacion a
la presencia de cloruros y bromuros de PAv-L respecto a otros productos procesados de
origen vegetal, sean nutricionales o funcionales, es que al producto PAv-L no se le
agregaron conservantes distintos a los componentes que lo conforman; muchos de los
cuales aportan elementos (aceites esenciales, flavonoides, etc.) que ,intrinsecamente, se
combinan para ejercer una actividad no solo antiinflamatoria sino también

antimicrobiana, indicando que la fusion de dichos elementos vegetales es el factor
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responsable de mantener su inocuidad, valor nutritivo, valor terapéutico y prolongar su

vida util (Campos-Santaella, com pers.).

Tabla VIII. Deteccion de cloruros y bromuros en el producto natural PAv-L, durante las
diferentes etapas de investigacion (Eo - Eg).

ETAPAS CLORUROS Y BROMUROS
Eo Presentes
E, Presentes
E, Presentes
Es Presentes

Deteccion Azucares reductores (Ar):

En la tabla IX, se muestran los resultados cualitativos correspondientes a los azlcares en
el producto PAv-L, como se puede apreciar se detecté la presencia de azlcares
reductores en cada una de las etapas, indicando que dicho contenido se mantiene estable

durante todo el periodo de estudio.

Tabla IX. Deteccion de azlcares reductores en el producto natural PAv-L, durante las
diferentes etapas de investigacion (Eg - Eg).

ETAPAS AZUCARES REDUCTORES
Eo Presente
E> Presente
E4 Presente
Es Presente

Martinez y Blanco (2011) determinaron la presencia de aztcares reductores en salsas de
tomate, provenientes de distintos centros de abastecimiento en Ciudad de Leon
(Nicaragua), los cuales coinciden con los datos observados en el producto PAv-L en esta

investigacion. Muchos productos de produccién casera e industrial, presentan azlcares
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reductores como resultado de su adicion para realzar ciertos sabores de sus
componentes, regular su acidez, especialmente en salsas y jugos y también para

mantener su estabilidad y prolongar su vida util (Arroyave, 2017; Aconsa, 2021).

Contenido del nitrégeno basico volatil total (% NBVT):

En esta investigacion se determind el NBVT, tomando en cuenta que muchos de los
componentes de la formula son ricos en proteinas y, aunque su naturaleza y proporcion
son mucho menores respecto a los alimentos de origen animal, permitié confirmar la
estabilidad de las proteinas presentes en el producto PAv-L en funcién del tiempo. El
NBVT mostrd una variacion poco significativa (0,002 %); es decir que se mantuvo

desde el momento de su elaboracion hasta completar los 6 meses de estudio (Tabla X).

Tabla X. Contenido porcentual de nitrégeno béasico volatil total para el producto natural
PAvV-L, durante las diferentes etapas de investigacion (Eo - Eg).

ETAPAS NITROGENO BASICO VOLATIL TOTAL (%)
Eo 0,781 + 0,001
E, 0,780 + 0,001
E4 0,785 + 0,001
Es 0,783 + 0,001

Pérdida total de nitrégeno basico volatil total vs tiempo = 0,002 %

Determinacion de la densidad (D):

PAvV-L mostré una densidad promedio de 0,920, este valor es ligeramente menor a 1, que
es el valor de referencia utilizado en la industria de alimentos (Tabla XI). La densidad
del producto se mantuvo constante durante las 4 etapas consideradas, otro elemento que
confirma la estabilidad fisico-quimica del mismo. PAv-L posee una composicion unica,
muy distinta a la que presentan otros productos alimenticios de disponibles, asi: pastas,
salsas, sopas, cremas o papillas, etc.; sin embargo y a modo de referencia, los valores de

densidad en tales productos oscilan entre 0,800 y 1,600 en sopas para nifios en edad
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preescolar (Araya et al., 1991), 4,600 y 12,000 en pastas de tomate (Sanchez et al.,
2019) y 1,010-1,060 en salsa de ajo (Mida, 2020).

Tabla XI. Valores promedio de densidad para el producto natural PAv-L, durante las
diferentes etapas de investigacion (Eo - Eg).

ETAPAS DENSIDAD
Eo 0,920 + 0,010
E 0,920 + 0,011
E4 0,920 + 0,008
Es 0,920 + 0,005

indice de acidez (ia):
El contenido de &cidos libres del producto PAv-L muestra cierto grado de acidez (Tabla
XI1). Estudios similares muestran valores de acidez muy superiores a los encontrados en

este estudio.

Tabla XII. indice de acidez en el producto natural PAv-L, durante las diferentes etapas
de investigacion (Eg - Eg).

ETAPAS INDICE DE ACIDEZ (%)
Eo 0,09 +0,01
Ez 0,09 +0,01
Es 0,10+ 0,01
Es 0,10 +0,01

indice de peroxido (% Ip):

En la presente investigacion, se pudo observar que a medida que transcurrio el tiempo, el
indice de perdxido en PAv-L incremento ligeramente, apenas un 0,28 %, valor que se
encuentra dentro del rango estandar internacional (0-25 meq O,/Kg) utilizado en la
industria de alimentos (Tabla XIII), indicando que el producto se mantiene bastante

estable en su composicion; aun cuando éste se almacend a temperatura ambiente, la cual
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oscilaba durante el dia y excedia los 25 grados que se utiliza para almacenaje industrial
de alimentos funcionales y medicamentos. Numerosos estudios se han realizado a una
amplia gama de productos, entre ellos un importante grupo de aceites vegetales, en su
mayoria poliinsaturados (Oliva, palma, nuez y otros frutos secos), registrando valores
menores (1,00 meq O,/Kg) a los encontrado en el producto PAv-L (FoodLab, 2022).
Estos resultados demuestran, una vez mas, que no se ha iniciado el proceso de deterioro
el producto PAv-L, el cual usualmente se manifiesta en valores del indice de perdxido
superiores al 25 meq O,/Kg, indicando un riesgo minimo de que el producto se torne
rancio y cambie, en mayor o menor grado, las caracteristicas organolépticas o la
actividad terapéutica para la que fue creado. Meneses (2009), evalud la composicion
fisicoquimica de un aderezo, elaborado a base de tomate y aceite de oliva, encontrando
que el indice de peroxido aumentaba ligeramente en funcién del tiempo (3.0 a 7.9 meq
0,/Kg), al ser sometido a temperaturas de 20 °C a 40 °C por periodos de hasta 32 dias.
A pesar de que el producto PAv-L no se sometid, en forma directa, a ningun
calentamiento adicional una vez elaborado, solo durante su preparacion, si se mantuvo
expuesto al cambio de temperatura ambiente durante el periodo de investigacion, con

temperaturas variables que oscilaron entre 22-32°C.

Tabla XIII. Valores porcentuales del indice de peroxido del producto natural PAv-L,
durante las diferentes etapas de investigacion (Eo - Es).

ETAPAS INDICE DE PEROXIDO (MEQ/Kg)
Eo 2,23+0,30
E, 2,23+0,35
Es 2,50 + 0,32
Es 2,80 + 0,50

Incremento del indice de Perdxido vs tiempo = 0,28 %
En otro estudio, sobre la estabilidad oxidativa de un aderezo a base de quinoa, sometido

a diferentes temperaturas, 16 + 5°C, 37°C y 47°C, durante 120, 48 y 28 dias,

respectivamente, los valores de los peroxidos decrecieron en el tiempo y, en
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consecuencia, también disminuy6 el proceso de oxidacion lipidica; este comportamiento
es inusual, por lo que es factible que parte de los perdxidos se transformaron en
productos secundarios de oxidacion como hidroperoxidos, cetonas, entre otros, los
cuales no se consideraron en el producto PAv-L, ya que el cambio en el indice de
peroxido en PAv-L en esta investigacion, permanecidé dentro de los estandares
internacionales (Rojas, 2021).

ESTABILIDAD BACTERIOLOGICA
La Tabla XIV, compila todos los resultados obtenidos en los diferentes analisis
bacterioldgicos realizados para detectar la presencia de bacterias aerobias mesofilas y

psicréfilas, coliformes totales y fecales.

Tabla X1V. Andlisis de la estabilidad bacteriol6gica del producto natural PAv-L, durante
las diferentes etapas de investigacion (Ep - Es).

Microorganismos Eo E, E,4 Es
Aerobios mesofilos - - - -

Aerobios psicrofilos - - - -
Coliformes totales - - - .
Coliformes fecales:

Escherichia coli
Salmonella sp.*

Shigella sp.
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus** - - - ;

*: Especie bacteriana de tolerancia cero
**: Especie bacteriana de tolerancia cero, no coliforme
-: No hubo crecimiento

Los ensayos para aerobios mesofilos y psicrofilos del producto PAv-L, mostraron que no
hubo crecimiento bacteriano en ninguna de las diluciones seriadas (<100 UFC),
indicando ausencia de bacterias aerobias meséfilas o psicréfilas. Tampoco se

desarrollaron colonias bacterianas en ninguna de las etapas de la consideradas en esta
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investigacion (Figuras 3 y 4). Adicionalmente, la siembra a través del método de
inclusion de todas las diluciones seriadas permitié corroborar, la ausencia total de
crecimiento bacteriano, al no desarrollarse colonias bacterianas en ninguna de las placas
inoculadas. Estos resultados son muy alentadores, ya que sugieren que la fusion de los
componentes bioactivos en el producto natural PAv-L inhiben el desarrollo de bacterias,
evitando alteraciones en la férmula original; lo que contribuyen a prolongar la vida util
del mismo y a conservar intactas sus propiedades benéficas, por al menos 6 meses sin
siquiera aplicar el usual almacenamiento a la temperatura usual de 25°C, confirmando la
estabilidad e inocuidad bacterioldgica del producto PAv-L y, per sé, su actividad

bioldgica intrinseca de sus componentes.

EtapaE, Etapa E¢

Fig. 3. Deteccion de la presencia de bacterias aerobias mesofilas del producto natural
PAv-L, durante las diferentes etapas de investigacion (Eg - Eg).
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Por otra parte, también se pudo comprobar la ausencia de coliformes totales y fecales
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp.), asi como
tampoco se desarrollaron otras especies de microorganismos patdgenos en humanos
como Staphylococcus aureus, que igualmente pudieran desmejorar la calidad del
producto por deterioro en si o por el desarrollo y acumulacion de toxinas entéricas y, por
ende, generar problemas de salud publica (enfermedades diarreicas y/o intoxicaciones).
Contreras y Méndez (2019), quien analizé el tiempo de vida media de una salsa para
barbacoa (BBQ) en anaquel, comprob6 la calidad de la salsa BBQ, mediante la
caracterizacion microbioldgica a temperaturas de incubacion de 35 °C a 52 °C, al
demostrar que éstos se encontraban por debajo de <100 UFC, durante los 90 dias del
estudio, ya que los pardmetros estandar de calidad del producto se mantuvieron dentro
de los requisitos exigidos para garantizar la calidad del producto; estos resultados

coinciden con los reportados en la presente investigacion.

Etapa E, Etapa E¢

Fig. 4. Deteccion de la presencia de bacterias aerobias psicrofilas del producto natural
PAv-L, durante las diferentes etapas de investigacion (Eg - Eg).
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En otra investigacion realizada por Sanchez (2011), sobre la fibra de zanahoria para
sustituir gomas y almidones en la elaboracion de salsa de tomate, en la empresa
MARCSEAL S.A., los andlisis de estabilidad microbiolégica mostraron igualmente que
no hubo presencia de microorganismos asociados a deterioro; aunque estos resultados
son similares a los obtenidos para PAv-L, es oportuno aclarar que éstos son productos
industriales a los que se les afiaden sustancias conservantes para prolongar su vida Util,
mientras que la ausencia de proliferacion bacteriana observada en el producto natural
PAv-L responde, exclusivamente, a la interaccion de los componentes presentes la
férmula, demostrando que la combinacién de sus ingredientes y el protocolo de
elaboracion de la formula ejercen actividad inhibitoria. PAv-L parece un excelente
candidato Util como terapia complementaria para tratar ciertas enfermedades en la

poblacion.

ANALISIS SENSORIAL:

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en el andlisis sensorial del
producto natural PAv-L; primero, se discuten las variaciones encontradas en cada
caracteristica organoléptica (Olor, Color, Sabor y Textura), durante las 4 etapas de
investigacion y, posteriormente, se hace una comparacion de como dichas caracteristicas

variaron entre si, durante ese periodo de tiempo.

La Tabla XV, condensa los valores obtenidos (Individuales, Media £ SD) para la
percepcion de la caracteristica olor. Como se puede, observar algunos valores de la
escala considerada para el analisis (ANEXO 1), no fueron seleccionados vy, por ello, la
media y desviacion estandar aparecen expresados como cero (0). EI comportamiento de

la data se aprecia mejor en la Figura 4, mas abajo.
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Tabla XV. Anlisis sensorial del producto natural PAv-L para la caracteristica organoléptica
olor, expresada como media y desviacién estdndar, obtenidos a partir de los puntajes de
percepcion de los participantes en la degustacion, durante las cuatro etapas de la
investigacion (Eq — Eg).

Puntaje Eo E E4 Es Media + (SD)
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,00
2 0,00 0,00 3,30 0,00 0,83+1,43
3 3,30 0,00 6,60 3,30 3,30 £2,33
4 3,30 6,60 3,30 3,30 3,31+£0,56
5 6,60 16,60 3,30 20,00 11,63 £ 6,88
6 10,00 13,30 10,00 26,60 14,98 £ 6,85
7 23,30 30,00 46,60 26,60 31,63 +8,96
8 36,60 20,00 23,30 13,30 23,30 £ 8,48
9 26,60 13,30 3,30 6,60 12,45 + 8,93

La Figura 5, muestra los resultados de la caracteristica Olor en las diferentes etapas, se
registraron valores solo entre los puntajes 3 (Me disgusta moderadamente) y 9 (Me
encanta), con un valor maximo (46,60 %) en el puntaje 7 (Me gusta moderadamente) de
la etapa E4 y un valor minimo (3,30 %) en los puntajes 3 y 4 (Me disgusta levemente)
en la etapa Eo, puntajes 2 (Me disgusta mucho), 4, 5 (Ni me gusta ni me disgusta) y 9 en
la etapa E4, y el puntaje 3 y 4 en la Eg, respectivamente, que pertenece al puntaje 3 (me
disgusta moderadamente). En la caracteristica organoléptica Olor, resultd evidente la
variabilidad en la apreciacién de los participantes, quienes conformaban grupos muy
heterogéneos en cuanto a las variables edad, género, gustos personales y la novedad del
producto, entre los principales factores que pudieran haber influido en su percepcion; sin
embargo, aunque en el momento no se hizo diferenciacion en cuanto a estas variables,
debido a las situacién pais que realmente hizo imposible conformar grupos mas
homogéneos, también fue evidente que a la poblacion mas joven de los participantes les
agrado mas el aroma del producto PAv-L desde la Eo, siendo méas notable en la etapa 4

donde se encontrd en una proporcion elevada. (Figura 5).
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Percepcion de la caracteristica organoléptica olor del
producto natural PAv-L

50,00
g o Puntaj
o je 1
< 40,00
(%2} - .
% 35,00 Puntaje 2
3 3000 Puntaje 3
c R
é 20,00 | | Puntaje 5
§ 15,00 H Puntaje 6
% 10,00 m Puntaje 7
> 500 _ m Puntaje 8
0,00 = — = - ;
EO E2 E4 E6 Puntaje 9

ETAPAS

Fig. 5. Porcentajes de la percepcion para la caracteristica organoléptica olor, obtenidos
de los participantes en el andlisis sensorial del producto natural PAv-L.

Es oportuno agregar, que en la caracteristica olor se obtuvo el registro medio mas alto de
los participantes (46,40%), siendo este asignado al puntaje 7 (entre los de mas alta
valoracion) y en la etapa E4 (grupo con mayor poblacién joven), sugiriendo que esta
caracteristica, en particular, es de primaria importancia para el consumidor, entre las 4
caracteristicas organolépticas consideradas en esta investigacion; especialmente para la
poblacion joven. Esto podria ser una ventaja ya que, al ser un alimento funcional, seria
ideal que las personas lo consumieran desde edad temprana, asi no solo se podria
prevenir los efectos de enfermedades inflamatorias, sino que también contribuiria a

desarrollar buenos habitos para alimentacion saludable.

En la Tabla XVI, muestra los valores registrados para la caracteristica organoléptica
Color. De acuerdo a la escala utilizada (ANEXO 1), los puntajes variaron entre 2 y 9,
con valores de apreciacion que oscilaron entre un minimo de 3,30 y un maximo de
33,30%. El color es fundamental en la percepcion del producto por parte del

consumidor. Es lo primero que detectamos y nos indica qué reacciones quimicas han
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sucedido durante la vida util del alimento, que empieza a contar desde su fabricacion
hasta su consumo. Los cambios de color en los alimentos pueden verse afectados por
ejemplo por la exposicion a la luz, o el aire ambos catalizadores en la reaccién
bioquimica de formacion de perdxidos que son responsables de las oxidaciones.

Tabla XVI. Analisis sensorial del producto natural PAv-L para la caracteristica organoléptica
color, expresada como media y desviacion estandar, obtenidos a partir de los puntajes de

percepcion de los participantes en la degustacion, durante las cuatro etapas de la
investigacion (Eo — Eg).

Puntaje Eo E, E4 Es Media £ (SD)
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,00
2 0,00 0,00 3,30 6,60 2,48+ 0,00
3 0,00 6,60 0,00 6,60 330+ 3,81
4 10,00 0,00 13,30 16,60 9,98+ 5,68
5 10,00 16,60 16,60 20,00 15,80+ 3,30
6 16,60 13,30 13,30 26,60 17,45+ 6,30
7 23,30 20,00 33,30 13,30 22,48 + 8,33
8 26,60 13,30 13,30 13,30 16,63 + 6,62
9 20,00 33,30 6,60 16,60 19,13 + 11,03
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Percepcion de la caracteristica organoléptica color
del producto natural PAv-L
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Fig. 6. Porcentajes de la percepcion para la caracteristica organoléptica color, obtenidos
de los participantes en el andlisis sensorial del producto natural PAv-L.

Los resultados de la percepcion de la caracteristica organoléptica Color en las diferentes
etapas, enfatizan el hecho de que los mayores puntajes (9= Me encanta) se encuentran
distribuidos principalmente entre las etapas E, y E4, con un valor maximo (33,3%); no
obstante, también se aprecia un nivel de aceptacion considerable (26,6%) en las etapas
Eo y Es, sugiriendo que el color es un elemento atractivo para los participantes y que el
producto PAv-L les resulta agradable a sus sentidos (Figura 6).

En relacién a la caracteristica organoléptica sabor, se pudo constatar que, entre todas las
caracteristicas del producto, el sabor fue siempre la mas comentada y apreciada durante
todo el periodo de evaluacion, incluso solicitaban que les dieran un poco mas o ¢Con
quién debian hablar para adquirirla ?, ;Cuanto costaba ?, ;Cuando estaria disponible?,
entre otras. Esta respuesta, por parte de los posibles consumidores, es un valor agregado
muy importante en el producto, y definitivamente sugiere que seria una propuesta de

gran aceptacion, aun si no tuviese las propiedades terapéuticas para las que fue disefiado.

55



Los resultados para el sabor, revelan segun la escala de valoracion, un rango de
variabilidad en el puntaje que va de 1 (Lo detesto) a 9, con registros minimo y maximo
de 3,30 a 40 %, en orden respectivo (Tabla XVII).

Tabla XVII. Analisis sensorial del producto natural PAv-L para la caracteristica
organoléptica sabor, expresada como media y desviacion estandar, obtenidos a partir de los
puntajes de percepcion de los participantes en la degustacion, durante las cuatro etapas
de la investigacion (Eo — Eg).

Puntaje Eo E, E4 Es Media £ (SD)
1 0,00 0,00 3,30 0,00 0,83+ 1,65
2 3,30 0,00 3,30 0,00 165+ 1,91
3 0,00 0,00 3,30 3,30 165+ 1,91
4 3,30 0,00 10,00 6,60 498+ 4,30
5 0,00 10,00 3,30 10,00 583+ 5,01
6 3,30 16,60 16,60 30,00 16,63 + 10,90
7 30,00 26,60 40,00 20,00 29,15+ 8,34
8 26,60 26,60 10,00 20,00 20,80+ 7,84
9 36,60 10,00 10,00 20,00 19,15 + 12,55

Por otra parte, la Figura 7 ilustra el comportamiento de los datos para la caracteristica
Sabor en las diferentes etapas, donde se observé que los valores estuvieron distribuidos
entre 1-9 con el valor superior (40,0 %) en la etapa E4 en el puntaje 9, ademas, mostro su

minimo valor en la misma etapa en el puntaje 1 (“Lo detesto”).
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Percepcion de la caracteristica organoléptica sabor del
producto natural PAv-L
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Fig. 7. Porcentajes de la percepcion para la caracteristica organoléptica sabor, obtenidos
de los participantes en el analisis sensorial del producto natural PAv-L.

Cabe mencionar, que solo una persona durante toda la investigacién manifestd detestar
el sabor del producto, este registro dista de los obtenidos en la poblacion por etapas y
periodo total de evaluacion; al conversar con este participante, expresd que le
desagradaba no el sabor en si mismo, sino el hecho de su alto contenido de aceite.
Entonces, se le explicd que la actividad bioldgica del producto reside principalmente en
aceites esenciales de sus componentes y que dicho aceite es poliinsaturado, en otras
palabras, también provee beneficios a la salud. En virtud de ello, se estim6 en un
principio descartar este registro por su influencia en el analisis estadistico de los
resultados; no obstante, se tomaron todos los registros, considerando su posible
ocurrencia en la poblacion general. Gracias a ello, se hizo la aclaratoria al resto de los
participantes, quienes ya habian realizado la evaluacion ese dia, y a los grupos
posteriores para que no afectara su percepcion. La textura es otro factor que hay que
tener presente puesto que es una primera interaccion con el producto y usamos el sentido
del tacto para evaluar su estado y elegir el que mas se adapta a nuestros propios criterios

de preferencia. EI consumidor sabe detectar cuando este parametro se vuelve indeseable,
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y automaticamente se relaciona con una alteracion microbioldgica que nos hace evitar su
consumo.

Tabla XVIII. Andlisis sensorial del producto natural PAv-L para la caracteristica
organoléptica textura, expresada como media y desviacion estandar, obtenido a partir de
los puntajes de percepcion de los participantes en la degustacion, durante las cuatro
etapas de la investigacion (Eo — Eg).

Puntaje Eo E, E4 Es Media + (SD)
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00+ 0,00
2 10,00 3,30 16,60 3,30 8,30+ 6,37
3 0,00 16,60 0,00 10,00 6,65+ 8,14
4 3,30 10,00 13,30 10,00 9,15+ 4,20
5 6,60 13,30 16,60 13,30 12,45+ 7,37
6 13,30 20,00 16,60 10,00 1498 + 4,30
7 16,60 26,60 36,60 30,00 27,45+ 8,34
8 26,60 10,00 16,60 13,30 16,63+ 6,99
9 30,00 13,30 16,60 10,00 14,98 £ 10,38

La caracteristica textura manifiesta un comportamiento ligeramente distinto a las demas
caracteristicas organolépticas hasta ahora discutidas; en esta ocasion, la variabilidad
fluctia no solo entre las diferentes etapas, sino también entre los registros
correspondientes a cada etapa, indicando una alta variabilidad en la apreciacion de la
caracteristica textura del producto PA-L por los distintos grupos de participantes (Figura
8).
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Percepcion de la caracteristica organoléptica textura
del producto natural PAv-L
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Fig. 8. Porcentajes de la percepcion para la caracteristica organoléptica textura,
obtenidos de los participantes en el andlisis sensorial del producto natural PAv-L.

Aunque la heterogeneidad en la conformacion de los grupos de personas sigue siendo un
elemento de peso en los valores registrados, pareciera que a los distintos grupos les costd
decidir, segun su percepcion, el puntaje a asignar en cuanto a la textura del producto.
Indagando al respecto, se pudo descifrar que, aunque a la mayoria le gustaba mucho el
producto, al consumirlo se encontraban trocitos de los componentes, los cuales fueron
del agrado de muchos y no tanto de otros pocos, mientras que algunos no estaban
seguros de como juzgar la caracteristica textura y reasignaban uno u otro valor en la
escala (se notaba que habian borrado varias veces en ese renglon). A partir de estos
resultados se dedujo que probablemente cuando el producto esté disponible en el
mercado, tendra al menos dos presentaciones; una totalmente homogeneizada donde no
se sientan trocitos y otra con trocitos, a fin de complacer a todos los gustos, en lo
posible. Con la finalidad que el producto sea todo un éxito y pueda satisfacer las
necesidades de nuestros consumidores ademas este producto se perfila como un
excelente candidato.
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Hasta ahora se ha considerado cada caracteristica y su variacion individual desde el
momento de su elaboracion y durante los 6 meses establecidos para su evaluacién, ahora
se comparara el comportamiento de las caracteristicas en conjunto y como éstas varian

entre las distintas etapas de la investigacion (Eo, E, E4 Y Eg).

Los resultados del analisis sensorial correspondiente a la Etapa inicial (Eg) se condensan
en la Figura 9. Los valores registrados se distribuyeron entre los puntajes de 3 a 9 para la
caracteristica olor, con un valor maximo (36,6%) en el puntaje 8 (“Me gusta mucho”).
En cuanto a la caracteristica color, el puntaje oscil6 entre 4 y 9, concentrdndose el mayor
valor nuevamente en el puntaje 8 (26,6%), mientras que las caracteristicas sabor y
textura, los puntajes estuvieron entre 4 y 9; ambas categorias, con maximas en el puntaje

9 (“Me encanta”, 36,6 y 30%, respectivamente).
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Fig. 9. Analisis sensorial de las caracteristicas organolépticas del producto PAv-L,
durante la etapa inicial (Eo).

El andlisis sensorial se caracteriza por medir los atributos que involucran a los cinco

sentidos: vista, oido, gusto, olfato y tacto. Ademas, es muy importante considerando que
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son estas caracteristicas las que van a determinar la eleccion de un producto y mas

importante adn, la decisién de compralo por parte del consumidor.

En la Figura 10, se visualizan los resultados obtenidos para la etapa (E,), dos meses
después de su elaboracion, los valores registrados se encuentran distribuidos entre los
puntajes 4 a 8 para la caracteristica olor, con el valor médximo (30,0 %) en el puntaje 7
(me gusta moderadamente). En cuanto al color, el puntaje oscil6 entre 3 a 9
encontrandose el mayor valor en el puntaje 9 (33,3 %), en cambio, para el sabor el
puntaje estuvo entre 5 a 9, centrandose el mayor valor en el puntaje 8 (26,6 %). En
cuanto a la textura, el puntaje fluctu6 entre 2 a 9, localizdndose el mayor valor en el
puntaje 7 (26,6 %).
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Fig. 10. Analisis sensorial del producto PAv-L, durante la etapa (E>).

La Figura 11, ilustra los resultados del analisis sensorial correspondiente la etapa E4, en
esta oportunidad, los valores registrados para la caracteristica olor se distribuyeron
principalmente entre los puntajes de 2 a 9, donde el valor superior (46,6%) se ubico en el

puntaje 7. Ahora bien, para la caracteristica color, el puntaje vario entre 4 y 9,
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observandose el valor maximo en el puntaje 7; asi mismo, la caracteristica sabor agrupd
su mayor valor en el puntaje 7 y los valores estaban distribuidos en el puntaje de 1 a 9.
También la caracteristica textura los datos registrados estaban distribuidos entre el

puntaje 2 a 9 obteniéndose su maximo valor en el puntaje 7.
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Fig. 11. Andlisis sensorial del producto PAv-L, durante la etapa inicial (E,).

En el analisis sensorial de la etapa Eg, se observd que los valores registrados para la
caracteristica olor, estaban distribuidos entre los puntajes de 3 a 9, alcanzando su valor

maximo (26,6%) en el puntaje 6 y 7, en orden respectivo (Figura 12).
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Fig. 12. Andlisis sensorial del producto PAv-L, durante la etapa inicial (Eg).

En la caracteristica organoléptica color, el puntaje oscilé entre 3 y 9, obteniéndose el
méaximo valor (26,6 %) en el puntaje 6 (Me gusta poco). De igual manera, se alcanz6 un
valor superior (30,0 %) en el puntaje 6 para la caracteristica sabor, donde los valores
registrados fluctuaron de 3 a 9. Por Gltimo, la caracteristica textura presentd registros

que oscilaron entre 2 y 3; observandose el valor maximo en el puntaje 7 (30,0 %).

Durante las cuatro etapas de analisis sensorial del producto PAv-L, los mayores puntajes
lo obtuvieron las caracteristicas organolépticas olor y sabor; es muy posible, que esto sea
una respuesta a la fusién de los aceites esenciales presentes que le proveen un aroma
atractivo, gue directamente se asocia a la percepcion de un buen sabor. En cambio, las
pocas veces que se registraron valores de baja aceptacion, evidentemente, guardo
relacion con el aceite vegetal utilizado en su preparacion, donde se concentran la
mayoria de los componentes bioactivos (aceites esenciales) de naturaleza liposoluble y
es poliinsaturado. Ese mismo aroma, en alguna oportunidad tuvo un efecto inverso en
pocos participantes, lo que pudiera estar relacionado con la presencia de compuestos
azufrados de ciertas especies en la formulacidn, los cuales, en ocasiones y a pesar de sus
propiedades benéficas, pueden no resultar del agrado de algunos participantes, segln sus

gustos personales o nivel de tolerancia. Ademas, en estudios quimicos de los
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constituyentes de algunas de las plantas utilizadas en la elaboracion del PAv-L, se han
identificado tiosulfinatos y dxido de tiopropanal como una de las moléculas responsables
del olor (Ferary y Auger, 1996). Asimismo, el aroma depende en un 58 % de los ésteres
y alcoholes de cadena larga, un 32 % de las cetonas y aldehidos, mientras el 10 %
restante son alcoholes de cadena corta (Eskin, 1979), presentes en algunas de las
especies vegetales constituyentes del producto. Por otro lado, el sabor también depende
de las clases de azucares (fructosa y glucosa), aminoacidos libres (glutamato) y acidos
organicos (acido citrico), pero en mayor medida por la amplia variedad de compuestos
volatiles que proporcionan su aroma (Maneerat et al., 2002; Anza et al., 2006; Narain et
al., 2010; Sorrequieta et al., 2010).

La percepcion del color de los alimentos es un indicador de su composicion quimica y
de la estabilidad de sus componentes. Las tonalidades rojizas en un alimento se asocian
con la presencia de frutos rojos como: que usualmente se encuentran en pimentones,
tomates, remolacha, tomate, la sandia o la fresa, los cuales, por lo general, son gustosos,
muy apreciados y -caracteristicamente implican un alto contenido de sustancias
antioxidantes (carotenos, vitaminas, taninos, flavonoides, etc.). De igual forma, los
colores naranja y amarillo sugieren la presencia de una elevada proporcion de
betacarotenos, como sucede con la naranja, zanahoria, jobito, durazno, entre otros. Por
otra parte, algunas personas asocian el color rojo con sustancias calientes o picantes vy,
quizas por ello, el puntaje disminuyd, ya que no muchas personas les agradan las

comidas picantes.

En cuanto a la textura, cada variedad de alimento tiene una elasticidad y una
consistencia particular, que se define principalmente por la viscosidad, asi como por la
presencia o ausencia de pulpa. Vale mencionar, que la textura del PAv-L es liquida,
viscosa Yy aceitosa, siendo esta ultima cualidad mal interpretada por los consumidores, ya
que la mayoria prefiere evitar la ingesta de productos que contengan aceites 0 grasas,
porgue suele ser asociado con incremento de peso corporal o en los niveles de colesterol,

trastornos digestivos, entre otros factores de salud; sin embargo, los aceites en el
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producto PAv-L son poliinsaturados, y por el contrario, contribuyen a mejorar la salud,
especialmente del sistema vascular.

Como se puede apreciar, existen ciertas variaciones en la forma de apreciacion de las
caracteristicas organolépticas estudiadas para el producto PAv-L, en cada una de las
etapas. Al comparar los resultados de cada caracteristica estudiada entre etapas, se
observan variaciones particulares no solo relacionadas con los gustos personales de cada
participante, sino también con las apreciaciones de cada uno y sus expectativas sobre el
producto. Por ejemplo, la Figura 5 que agrupa los resultados en las distintas etapas para
olor, evidencia que los valores se distribuyeron entre 2 y 9, alcanzando su mayor
expresion en la etapa E4 con un total (46,6%) que corresponde al puntaje 8 y su valor
menor en la misma etapa con (3,3%) que pertenece al puntaje 2 (me disgusta mucho). En
esta oportunidad solo un participante selecciond la opcién de puntaje 2; sin embargo, su
seleccion influyd significativamente en el valor promedio de esa caracteristica para esa
etapa. Al indagar sobre la razon de su seleccidn, el participante aludié el alto contenido
de aceite, aunque se le explicd que era un aceite poliinsaturado, la data ya habia sido

registrada asi.

En lineas generales, se observo que los participantes manifestaron un alto grado de
aceptacion de las caracteristicas organolépticas del producto, en especial sabor y olor,
incluso expresaron su deseo de adquirir el producto sin adn estar disponible para la venta
y solicitaron ser informados cuando éste estuviese a la venta. Asimismo, hicieron la
acotacion sobre la posibilidad de disminuir la proporcién de aceite y mejorar la textura,
por lo cual se les aclaré que el aceite utilizado es poliinsaturado, lo que es un valor
agregado para un alimento funcional y se tomaria en cuenta su sugerencia de
homogeneizacion del producto para mejorar su textura.; sin embargo, esta aclaratoria
vino luego de haber concluido las encuestas. se detectd que a medida que paso el tiempo
el aroma caracteristico del producto parece mermar ligeramente estos se puede visualizar
en las etapas 2, 4 y 6 esto puede deberse a medida que pasa el tiempo el producto
concentro su esencia ya que este producto presenta compuestos sulfurados ademas se

puede deber también que a medida que pasan los meses el producto se va deteriorando
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también se visualiz6 en las gréaficas que el color se produjo un ligero cambio de color
de un tono brillante a uno méas oscuro esto se debe pasen de estar frescos a estar
expuestos al contacto con la luz y el aire. Los cambios en los pigmentos pueden indicar
que se ha dado un proceso de oxidacion que ha originado el cambio, pero en ningln caso
se trata de alteraciones perjudiciales a la salud ni de un deterioro. Se debe acotar
también que el sabor a veces era amargo debido que el producto presenta compuestos
alitiolanos, ademas, el producto presenta grasas que son insaturadas hay mayor riesgo de

rancidez también la textura se mantuvo igual al paso de los meses.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (FTIR) DEL PRODUCTO NATURAL PAV-L,
DURANTE LAS CUATRO ETAPAS DE INVESTIGACION (Eo-Es)

En este andlisis se realizaron varias corridas de cada muestra por etapa (Eo, E2, E4 y Eg¢);
en cada ocasion, los valores se normalizaron para garantizar que la proporcion final de
los grupos funcionales encontrados fuera representativa independientemente de la
cantidad de muestra procesada. A continuacién, se detallan los grupos de elementos
quimicos encontrados, segin su elemento quimico y combinacion de enlaces (simples
dobles, triples, etc.), lo que permitié predecir los posibles grupos funcionales presentes
en el producto y detectar que éstos no variaron en funcién del tiempo durante el periodo

de 6 meses considerado.
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Fig. 13. Espectro infrarrojo del producto natural PAv-L durante la etapa inicial Eq

Ahora bien, en el espectro infrarrojo de la muestra de PAv-L correspondiente a la etapa
E, (Figura 13), se pudieron apreciar las siguientes bandas: a) 3914 cm™, 3773 cm™y
3702 cm™, dentro del rango donde aparecen grupos funcionales usualmente asociados a
moléculas del tipo heteroatomos [grupo de 4tomos diferentes unidos entre si por enlaces
covalentes, a otros atomos distintos al carbono], mostrando una intensidad de 15%;
aunque esta intensidad es baja respecto a la proporcién obtenida para la banda
representativa de los grupos funcionales hidroxilo [OH, caracteristico de alcoholes,
fenoles y acidos carboxilicos] y amidas [NH], con una intensidad de 50%; b) 3664 cm™
y 3638 cm™, regién donde se ubicaron sefiales tipicas de grupos hidroxilos [O-H]
asociado a un anillo aromatico, siendo mas indicativo de la presencia de un grupo tipo
fendlico; c) 3387 cm™, 3009 cm™, 2927 cm™ y 2856 cm™, en esta zona se registraron
sefiales representativas para enlaces Carbono-Hidrogeno [C-H], también anillos
aromaticos y dobles enlaces Carbono-Carbono [C=C] que demuestran la presencia de

alquenos o anillos aromaticos (reportada por Commnons, 2014 a 3070 cm™) y también
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de grupos aldehidos; d) 2383 cm™ y 2297 cm™; e) 1747 cm™, donde se observan sefiales
representativas de dobles enlaces Carbono-Oxigeno [C=0, caracteristicas de los grupos
carbonilo]; f) 1618 cm™, corresponde a enlaces dobles Carbono-Carbono [C=C, tipicos
de alquenos]; g) 1461 cm™ sugiri6 la presencia de dobles enlace Carbono-Carbono
[C=C, conforman anillos aromaticos]; h) 1238 cm™, 1163 cm™ y 1098 cm™, propios de
enlaces sencillos Carbono-Oxigeno [C-O] y también de grupos hidroxilos [OH, tipo
fenol]; i) 919 cm™ ;725 cm™, lo que indica que se trata de enlaces sencillos Carbono-
Hidrégeno [C-H]; j) 594 cm™, se detectaron otros tipos de heteroatomos; k) 869 cm™,

Carbono-Hidrégeno [C-H] de anillos disustituidos.
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Fig. 14. Espectro infrarrojo del producto natural PAv-L durante la etapa inicial E;
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El producto natural PAV-L en la etapa E, (Figura 14), generd un espectro donde se
evidenciaron las siguientes bandas: a) 3822 cm™, 3802 cm™ y 3743 cm™, aparecieron
en la region asociada a los grupos de heteroatomos, como se sefialdé anteriormente; b)
3675 cm™; 3649 cm™; 3617 cm™, 3589 cm™ y 3567 cm™, donde se observaron sefiales
relacionadas a grupos O-H, que caracterizan a los compuestos alcohélicos; c) 3009 cm™;
2927 cm™ y 2856 cm™, entre las cuales se distribuyeron las sefiales que tipifican a los
enlaces C-H; d) 1746 cm™, mostraron sefiales correspondientes a dobles enlaces C=0;
e) 1653 cm™, que representaron a los dobles enlaces C=C; f) 1461 cm™, sefiales propias
de dobles enlaces C=C; g) 1376 cm™, también representativa de heterodtomos
vinculados a anillos aromaticos y/o &cidos carboxilicos; h) 1238 cm™, donde se
encontraron sefiales tipicas de enlaces C-H; i) 1164 cm™ y 1101 cm™, que se ajustan a
enlaces sencillos C-O posiblemente asociados a éteres; j) 723 cm™, se observaron
sefiales que describen enlaces simples C-H; k) 462 cm™, donde se suele ubicar otros

grupos como los heterodtomos de moléculas més pequefias.
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Fig. 15. Espectro infrarrojo del producto natural PAv-L durante la etapa inicial Es.

En la etapa E4 (Figura 15), el espectro generado mostré las siguientes bandas: a) 3925
cm™; 3840 cm™; 3822 cm™; 3803 cm™ y 3744 cm™, las cuales se encuentran asociadas a
grupos de heteroatomos, un resultado muy similar a lo registrado en los espectros de las
etapas Eo y E,; b) 3676 cm™; 3650 cm™; 3619 cm™; 3567 cm™; 3527 cm™; 3504 cm™;
3446 cm™, donde se detectaron sefiales que demuestran la presencia de grupos
hidroxilos; c) 3009 cm™; 2927 cm™; 2856 cm™; 2358 cm™, en este punto se hallaron
sefiales relacionadas a enlaces Carbono-Hidrégeno; d) 1746 cm™, una vez mas, el
espectro muestra sefiales correspondientes a dobles enlaces Carbono-Oxigeno; e) 1649
cm’, denota la existencia de dobles enlaces Carbono-Carbono; f) 1559 cm™ y 1461 cm™,
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este rango evidencié a dobles enlace Carbono-Carbono (C=C); g) 1374 cm™, ac4 se
visualizan nuevamente heterodtomos; h) 1238 cm™, esta banda muestra sefiales de
enlaces Carbono-Hidrégeno; i) 1165 cm™ y 1100 cm™ en este rango se encontraron
enlaces sencillos Carbono-Oxigeno; j) 723 cm™ se hallan sefiales correspondientes a
enlaces Carbono-Hidrogeno.
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Fig. 16. Espectro infrarrojo del producto natural PAv-L durante la etapa inicial Es.

El espectro infrarrojo de la etapa Es (Figura 16), desarroll las bandas: a) 3925 cm™,
3900 cm™, 3840 cm™, 3821 cm™, 3802 cm™ y 3743 cm™, éstas revelaron otra vez
sefiales asociadas a grupos de heteroatomos; b) 3676 cm™, 3650 cm™, 3619 cm™, 3589
cm™, 3567 cm™, 3526 cm™, 3421 cm™, este rango mostré sefiales caracteristicas de
grupos O-H; ¢) 3010 cm™, 2927 cm™, 2856 cm™, estas tres bandas se asocian a sefiales

tipicas de enlaces C-H; d) 1746 cm™, esta banda mostré sefiales propias de enlace doble
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C=0; e) 1623 cm™ y 1461 cm™, indican la presencia de dobles enlaces C=C tipicos de
alquenos; f) 1375 cm™, en esta banda se visualizan heterodtomos a secuencias
aromaticas y COOH; g) 1238 cm™; 1164 cm™ y 1100 cm™?, en este rango se encontraron
enlaces sencillos C-O; i) 723 cm™, esta banda describe sefiales de enlaces C-H; j) 591

cm, esta Gltima banda se asocia a grupos de heteroatomos.

Como se puede observar, los espectros del producto natural PAv-L durante las cuatro
etapas consideradas, confirman la presencia de grupos funcionales (-OH, -NH2, -CH3, -
COH, -CO, -COOH, etc.) caracteristicos de compuestos como alcoholes, anillos
aromaticos, aceites esenciales, &cidos, antraquinonas, amidas, azucares, compuestos
organosulfurados, acidos grasos, fenoles, flavonoides, taninos y otros pigmentos, etc.,
los cuales coinciden con los compuestos detectados en otras investigaciones para las
especies vegetales que constituyen la formula del producto PAv-L. Ademéas de esta
coincidencia, también resulta evidente que su presencia y proporcion dentro de la mezcla
se mantiene en todas las etapas de la investigacion, indicando que los compuestos
bioactivos presentes en este alimento funcional permanecen inalterados durante los 6
meses. En el presente, no existe ningln alimento funcional comparable con PAv-L; sin
embargo, algunos estudios realizados por otros investigadores en especies a las cuales se
les atribuyen propiedades biolégicas similares (antioxidantes, antiinflamatorias,
antibidticas, etc.) se utilizaran como referencia. Guillamén (2018) detectd, mediante
espectros IR, la presencia de  flavonoides (Flavonas, flavonoles, flavanonas,
antocianidinas e isoflavonoides) que benefician la salud a través de su influencia
positiva sobre la microbiota intestinal, mejorando el transito intestinal y la absorcién de
nutrientes; aunado a ello, encontrdé compuestos organosulfurados (ajoene, alicina,
aliina y sulfuros de dialilo) en la especie Allium sativum, los cuales actian como
inmunomoduladores y potencia de la respuesta inmune. Asimismo, se reportd la
presencia de flavonoides y metabolitos oxigenados (polifenoles, flavonoides, etc.), en el

extracto acuoso de otras especies del género Allium (Suarez et al., 2014).
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Otra especie que ha sido muy estudiada por sus propiedades bioactivas es Solanum
lycopersicum L., considerada como una importante fuente de nutrientes y antioxidantes,
como lo demuestra un estudio similar, realizado en Espafia donde se detectd la presencia
de polifenoles (Navarro y Periago, 2016); compuestos que han demostrado su poderosa
accion antioxidante protegiendo a los lipidos, proteinas y ADN de la accion de los
radicales libres y de esta manera, contribuye a contrarrestar enfermedades degenerativas
y cronicas como cancer y Parkinson, problemas cardiovasculares y circulacion venosa.
Maéas aun, diversos autores han cuantificado los compuestos bioactivos de S.
lycopersicum, en especial, los de tipo fenolico y consideran que el mayor beneficio del
consumo de esta especie, en cualquiera de sus presentaciones, se produce por el efecto
sinérgico al fusionarse varios de sus componentes (Weisburger, 2002; Raffo et al., 2006;
Vallverdu et al., 2012). Gutiérrez et al. (2019), analizando el contenido de los
compuestos bioactivos y su actividad antioxidante, detectaron alto contenido de
licopenos, acido ascorbico, B-carotenos, fenoles y flavonoides totales en la misma
especie, sometida a distintas técnicas de coccién (rehogado, hervido, asado y control),
donde el método de rehogado fue el mas eficiente para obtener la mayor concentracion

de compuestos antioxidante.

Otro grupo de compuestos bioactivos que cada dia cobra mayor protagonismo, en la
industria cosmética, farmacéutica y alimenticia, es el de los aceites esenciales, que a
pesar de su nombre se refiere a compuestos muy volatiles que concentran la esencia de
las plantas y ejercen diversos efectos benéficos para la salud bien inhalados, frotados
directamente en la piel o ingeridos (Arancibia et al. Wagner, 2016).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de multiples componentes que van desde
compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas,
ésteres y acidos) hasta terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos), los cuales son volatiles
e insolubles en agua, por lo que manifiestan sensibilidad a temperaturas extremas y los

rayos UV. De hecho, las fracciones liquidas volatiles presentes en varias partes de la
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planta son las responsables de su aroma y, con frecuencia, les sirven como mecanismo
de defensa contra predadores (Martinez, 2003).

Existen numerosos estudios de actividad biologica, en especial, aceites esenciales en
vegetales a las que se le atribuyen propiedades medicinales. En Argentina, se determind
la actividad antibacteriana de los aceites tremetona, p-cimeno, o y B-pineno de Senecio
neaei (Asteraceae) contra las especies bacterianas S. aureus, E. coli y P. aeruginosa,
encontrando bioactividad a 6ul/ml solo para P. aeruginosa (Arancibia et al., 2016); un
resultado similar a la bioactividad obtenida en esta investigacion, pero inversa en cuanto

a la especie bacteriana sobre la que ejerce la actividad.

En Colombia, se analiz6 la influencia de factores humedad, presion, temperatura y flujo
de extraccion, mediante el uso de CO, supercritico, en la extraccién de los aceites
esenciales de las hojas de Ocimum basilicum (Albahaca) y Coriandrum sativum
(Cilantro), encontrando moléculas de alto interés, como el linalool, de utilidad en la
formulaciéon de diversos productos farmacéuticos, cosméticos y alimentarios por su
excelente potencial antimicrobiano, antiflngico, antioxidante, aromatizante y
antiparasitario (Céliz et al., 2020). En Venezuela, Martinez et al. (2003) estudiaron las
propiedades del aceite esencial de la mandarina (Citrus reticulata Blanco), variedades
Dancy (silvestre) y Gerch (comercial), las cuales mostraron actividad bactericida contra
las cepas patdgenas Gram positivas de origen clinico: Staphylococcus aureus, Listeria

monocytogenes y Bacillus subtilis.

En las ultimas décadas, muchos compuestos organicos de origen vegetal se han
popularizado gracias a la diversidad de propiedades bioactivas que manifiestan como:
nutrientes (vitaminas, minerales, etc.) antioxidantes, antimicrobianos, adquiriendo gran
relevancia en las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria, donde se aprovechan
sus cualidades aromatizantes, saborizantes, antibiéticas, antioxidantes, entre otras. En la
actualidad, su importancia la ha convertido en una herramienta indispensable para
contrarrestar los efectos nocivos de la contaminacion por sustancias toxicas derivadas

del estilo de vida moderno, las cuales han contribuido a deteriorar el medio ambiente,
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desmejorar la salud de plantas, animales y seres humanos, asi como también al
incremento de la resistencia a diversas enfermedades, principalmente de origen

microbiano, por uso indiscriminado de medicamentos (Caliz et al., 2020).

Otros investigadores hacen mayor énfasis en la relevancia de las vitaminas, minerales,
aminoacidos, etc., presentes en diversos alimentos y sefialan que la ingesta frecuente de
éstos, hoy denominados superalimentos, o productos naturales que fusionan una o mas
especies vegetales, proveen requerimientos esenciales que favorecen el mantenimiento

fisioldgico y, por ende, un mejor estado de salud.

La vitamina C, en particular, desempefia un papel clave en el retraso de la patogénesis de
una gran variedad de enfermedades degenerativas (cardiovasculares, cancer, cataratas,
neurodegenerativas, asma, autoinmune y algunas producidas por mutacion del ADN
inducidas por estrés oxidativo), siendo el principal mecanismo de accion su actividad
antioxidante (Cameron y Pauling, 1993). Asi, se ha reportado un alto contenido de
vitamina C y cierta cantidad de vitamina E en cultivos de Solanum lycopersicum, cuyo
contenido varia en funcion de la variedad, cambios estacionales, intensidad, duracién y
calidad de la luz. Aunque el aporte de Vit E es bajo en relaciéon a la Vit C en S.
lycopersicum), la ingesta regular de pequefias cantidades de Vit E ejerce interaccion
sinérgica con la Vit C durante el proceso de peroxidacion de lipidos, evidenciando la

complementariedad en la actividad inflamatoria de los licopenos (Dorais et al., 2008).

Un estudio mas reciente, al comparar el efecto de la accion sinérgica de carotenoides,
retinol y Vit E, demostrd que existe una relacién inversa entre los licopenos y la
vitamina E, respecto a la probabilidad de sufrir cancer de préstata, observandose una

disminucion significativa en el riesgo de dicha patologia (Key et al., 2015).
El hecho de encontrar en multiples especies de origen vegetal, no solo grupos

funcionales propios de componentes bioactivos reconocidos, sino el hecho comprobado

de que éstos no sufren variacion durante largos periodos, es una prueba mas de la
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estabilidad del producto, su larga vida util y fundamentalmente de la preservacion de sus

propiedades bioactivas.

DETECCION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Método Cualitativo o de difusion en placas (MDP):
Los resultados revelaron que la actividad antibacteriana (AA) solo se manifesté durante
las etapas Eo y E», contra las especies S. aureus y E. coli, con halos de inhibicion de 11y

26 mm, respectivamente (Tabla XIX).

Tabla XIX. Actividad antibacteriana del producto PAv-L (AA), frente a las especies
patdgenas en humanos, durante las diferentes etapas de la investigacion (Eo — Eg).

ESPECIES BACTERIANAS

Gram positivas (G+) Gram negativas (G-)
ETAPAS Staphylococcus aureus Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
(ATCC25923) (ATCC25922) (ATCC27853)
Eo 11,0+ 0,20 26,0+0,30 -
E, 11,0£0,20 25,8 +0,25 -
E4 - - -
Es - - -

Concentracion PAv-L en el disco: 49,5ug (en 10ul)
Diametro halo de inhibicion (mm) + SD = AA - = No se observo actividad

Meétodo Cualitativo o Concentracion Minima Inhibitoria (CMI):
Una vez detectada la presencia de AA por el método de difusion en placas, se procedié a
cuantificar el grado de actividad mediante la determinacién de la CMI, a partir de la cual

se manifesto la actividad. Los resultados se condensan en la siguiente Tabla XX.

La determinacién de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (C.M.l.), para los
patdgenos especificos, provee datos robustos, que, unidos a los parametros
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farmacocinéticos de los agentes antibacterianos, permiten predecir la eficacia in vivo del
compuesto para el tratamiento de una enfermedad especifica. Aunque existen regimenes
terapéuticos para muchos de estos agentes antibacterianos, la sensibilidad del germen
puede variar, a tal punto, que sea necesario replantear el esquema terapéutico (Watt et
al.; 1995).

Tabla XX. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del producto PAv-L obtenida
durante las etapas Eq Yy E, utilizando bacterias patdgenas en humanos, como modelo de
actividad antibacteriana.

TUBO CONCENTRACION Especies Bacterianas
TOTAL G+ G-
(hg/ml) S. aureus E. coli P. aeruginosa
T 2475,25 - - -
T, 1237,62 - - -
Ts 618,81 - - -
T4 309,41 - - -
Ts 154,70 - - -
Ts 77,35 - 77,35 -
T, 38,68 38,68 38,68 -
Ts 19,33 19,33 19,33 -
To 9,67 9,67 9,67 -
Tio 4,83 4,83 4,83 -

Concentracion Solucion Madre (SP1): 500 pg/ul
Concentracion Segunda dilucion (SP2): 4,95 pg/ul
No mostro¢ actividad inhibitoria: -

CMI S. aureus: 38,68 pg/ul

CMI E. coli: 77,35 pg/ul

CMI P. aeruginosa: No hubo actividad

Los resultados obtenidos sugieren que existe una actividad antibacteriana importante,
tomando en cuenta que inhibid la proliferacion de dos especies bacterianas altamente
patogenas, las cuales suelen manifestar resistencia a los tratamientos antibioticos

convencionales (Cérdenas et al. 2014); lo que es una buena noticia, dado que una
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especie bacteriana es G+ y la otra G-, pero esta actividad pareciera desaparecer a partir
del cuarto mes de la elaboracién del producto. A este respecto, hay que hacer varias
consideraciones, una de ellas es la naturaleza del producto PAv-L y la especificidad de
unién de los compuestos bioactivos presentes en dicha mezcla a los receptores de la
membrana celular y, de esta manera, su posterior penetracion a otros sitios activos de la
célula bacteriana segun su afinidad. Otro factor a considerar es la concentracion a la que
tales compuestos ejercen su actividad, asi como también si éstos actuan en forma
individual o sinérgica, en cuyo caso, podria requerir una mayor 0 menor proporcion de
alguno de los elementos constituyentes para mantener su actividad inhibitoria (Daza,
1998).

El producto natural PAv-L es una mezcla de compuestos hidrosolubles y liposolubles; es
decir, compuestos de polaridades muy distintas que pueden ganar acceso a diferentes
sitios activos de la célula bacteriana segln su afinidad; en principio, la membrana celular
de las bacterias tanto en la matriz lipidica (>70%) como en los poros unidos a moléculas
de glacidos y proteinas, dependiendo de el o los compuestos que ejerzan la actividad
inhibitoria sera también su capacidad de difundir en la matriz del agar Mueller-Hinton |,
en especial, si la actividad es sinérgica. Ahora, es esencial determinar todo lo
relacionado a la farmacocinética involucrada en el proceso de toma oral del producto,
para garantizar que los compuestos bioactivos presentes en la férmula de PAv-L,

alcancen los sitios activos y puedan ejercer la actividad eficientemente.

Otro aspecto fundamental a tomar en cuenta son los mecanismos de accion que utilizan
las bacterias (Calvo y Martinez 2009; Cardenas et al., 2014) para vencer las barreras
celulares, los mecanismos de defensa propios del sistema inmune y como ambos pueden
ser influenciados por los componentes bioactivos del producto natural PAv-L. Por
ejemplo, una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a
uno o muchos antibidticos y del mismo modo un antibiético puede ser inactivado por

distintos mecanismos por diversas especies bacterianas (Daza, 1998).
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Ahora bien, los aceites esenciales son compuestos méas volatiles y, por lo tanto, més
susceptibles a la evaporacion; ademas, su naturaleza liposoluble limita su afinidad al
medio de cultivo, que es hidrosoluble; por ello, difunde mas lentamente y es muy
factible que su concentracion disminuya en el tiempo vy, al ser los aceites esenciales una
parte muy importante en la actividad del producto, ésta no se logre detectar, aun cuando
se haya disuelto la mezcla en DMSO para aumentar dicha afinidad. El desarrollo de este
ensayo implicé secar el producto a peso constante utilizando calor (45 °C) y macerarlo
posteriormente, es probable que una parte de los aceites esenciales se haya volatilizado
durante ambos procesos, de manera que su proporcion en la mezcla también haya
disminuido gradualmente, incluso durante el periodo de 6 meses del estudio y, por tanto,
dicha concentracion continuara mermando entre los 4 y 6 meses de prueba. Seria
adecuado repetir el experimento bien aplicando las técnicas de secado por liofilizaciéon y
pulverizacion al producto, o probando las dos fases del mismo por separado; esto
garantizaria la proporcion de los compuestos bioactivos en la mezcla y, por tanto, que se

prolongue el grado de actividad.

Por otra parte, el andlisis espectroscopico del producto demostr6 que la composicion
cualitativa de la mezcla en PAv-L se mantiene en el tiempo, a pesar de no haber sido
conservado bajo las condiciones de almacenamiento (25 °C) aplicadas en la industria de
alimentos; no obstante, es comin esperar que existan minimas variaciones en la
composicion y proporcion de elementos en el producto, que quizas la sensibilidad del
equipo no haya podido definir y, de alguna manera, haya podido interferir con el
mecanismo de accion en las bacterias. Por otra parte, ciertos compuestos, en especial de
los méas volatiles, detectados en los espectros, tambien permite observar una pérdida
cuantitativa al mermar el tamafio de los picos, indicando que, aunque se mantiene la
composicion cualitativa de los elementos su cantidad disminuyd; sin embargo, se
requieren estudios posteriores para confirmar la magnitud de dicha perdida y como ésta
afecta la actividad bioldgica en conjunto. De acuerdo a las 17 especies vegetales que

aportan a la actividad del producto, es notable que la mayor parte de esta actividad
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reside en compuestos de menor polaridad como los flavonoides, aceites esenciales
(Granado et al., 2007; Morales et al., 2015).

Numerosas investigaciones han demostrado que existe una estrecha relacion entre los
alimentos y la salud destacando los beneficios de las vitaminas minerales acidos grasos
poliinsaturados probidticos prebitticos o fitoquimicos. asi por ejemplo sustancias de
origen vegetal como carotenoides, alcaloides, compuestos fendlicos, nitrogenados
organosulfurados ejercen una influencia positiva sobre la microbiota, salud intestinal y

sistema inmunoldgico, favoreciendo un mejor estado de salud (Guillamén, 2018).

En este punto, es bueno recordar que un componente o compuesto bioactivo es aquel
alimento que aporta un beneficio a la salud més alla de su aporte nutricional, lo que se
traduce en el mejor funcionamiento fisiolégico y/o disminucion significativa del riesgo a
padecer una determinada enfermedad (Granado et al., 2007). En los vegetales, los
compuestos bioactivos tales como vitaminas (A, B, C, E, K), acido folico, minerales
(hierro, zinc, calcio, selenio, magnesio), compuestos fendlicos, glucosinolatos vy
fitoesteroles éstos se encuentran en pequefias cantidades y, por ello, es necesario su
ingesta frecuente o el uso de suplementos adicionales para cubrir los requerimientos

nutricionales que garanticen el funcionamiento fisiol6gico adecuado del organismo.

La actividad biol6gica observada en las etapas Eq y E; estan asociadas principalmente a
la presencia de compuestos fendlicos tipo aceites esenciales, como lo demuestran los
grupos funcionales detectados en el analisis espectrofotométrico de infrarrojo. También
es muy probable que sean esos compuestos los responsables de la actividad
antibacteriana del producto, debido a su baja polaridad y, por ende, su tendencia a
volatilizarse, pudiendo bien penetrar mas facilmente a través de la membrana celular
bacteriana, 0 combinarse Yy precipitar con las proteinas protoplasmaticas
desnaturalizandolas y actuando como toxicos protoplasmaticos (Puupponen et al., 2001).
Igualmente, se ha demostrado que los flavonoides inhiben el desarrollo de S. aureus, por

efecto de la disminucion de la secrecion de la proteina alfa toxina (Lopez y Castarion,
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2018); en cambio, en E. coli, esta clase de compuestos intervienen en los procesos de
expresion de las fimbrias presentes en la envoltura celular de las bacterias, que cumplen
funciones de adhesion y resistencia a la accion de ciertos agentes quimicos (antibioticos,
pigmentos, alcoholes, entre otros), limitando los procesos de colonizacion, lo que
contribuye a inhibir o reducir su capacidad de infeccion y virulencia (Rijavec et al.,
2008). Recientemente, se han descrito bacterias anaerobias estrictas o facultativas
(Clostridium perfringens y Pseudomonas aeruginosa, respectivamente), las cuales han
adaptado sus fimbrias a procesos metabdlicos Unicos, como la captura de metales
pesados o el anclaje de proteinas que intercambian electrones, permitiéndoles actuar
como auténticos nanocables metalicos, capaces de transferir corrientes eléctricas (Sure et
al., 2016). Cabe resaltar que la ausencia de actividad antibacteriana observada en la
especie Pseudomonas aeruginosa probablemente guarde mas relacion con el alto
contenido de guanina-citosina presente en su ADN, que con la naturaleza misma de su

envoltura celular (Thanassi et al., 2007).

Lo anterior, también explica el comportamiento de los datos obtenidos en los analisis

de la concentracion minima inhibitoria realizados.

Perfil de sensibilidad a los antibioticos

Staphylococcus aureus:

Los valores estandar de actividad inhibitoria de los antibi6ticos comerciales especificos
utilizados para la especie bacteriana S. aureus (CLSI, 2022), y valores de actividad
antibacteriana del producto natural PAv-L, se muestran en las Tablas XXI y XXII,
respectivamente; al comparar estos valores con los valores de referencia obtenidos para
los antibidticos comerciales, se observo que el producto PAv-L solo manifiesta una
actividad inhibitoria intermedia para Teicoplanina, mientras que cae en el rango de

resistente frente a Cloramfenicol y Gentamicina, con un halo de inhibicion de 11 mm.
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Tabla XXI. Perfil de sensibilidad a los antibidticos comerciales especificos para la
especie Staphylococcus aureus, utilizada como modelo de bioactividad en esta
investigacion.

ANTIBIOTICO CONCENTRACION DIAMETRO (mm)

COMERCIAL EN EL DISCO
Resistente Intermedio Sensible

Cloramfenicol 30 ug <12 13-17 > 18
Gentamicina 10 ug <12 13-14 > 15
Teicoplanina 30 g <10 11-13 > 14

Tabla XXII. Actividad antibacteriana del producto PAv-L frente a la especie
Staphylococcus aureus, utilizada como modelo de bioactividad en esta investigacion.

PRODUCTO CONCENTRACION DEL PRODUCTO HALO DE
EN EL DISCO INHIBICION
PAv-L 49,5 ug 11 mm

A continuacion, se muestran las fotografias representativas de la actividad antibacteriana
para Staphylococcus aureus; aun cuando los analisis fisico-quimicos y espectroscépicos
demostraron que no hubo cambios en la composiciéon del producto, solo se observo
actividad antibacteriana en las etapas Eo y E», sugiriendo una posible variacion intrinseca
en la afinidad del extracto al medio de cultivo. Asimismo, se pudo constatar que el disco
control impregnado con DMSO, asi como el control con el aceite vegetal utilizado en la
elaboracion del producto, no desarrollaron halos de inhibicion, confirmando que éstos no

interfieren con la actividad antibacteriana del producto.
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Fig. 17. Actividad antibacteriana del producto natural PAv-L contra la especie
Staphylococcus aureus, donde A) CD = Control DMSO, E, = EIl producto recién
elaborado y B) CA = Control con aceite vegetal, E; = El producto dos meses después de
su elaboracion, E4 = El producto cuatro meses después de su elaboracion y E¢ = El
producto seis meses después de su elaboracion.

Escherichia coli:

Los perfiles de sensibilidad a los antibi6ticos comerciales especificos para la especie
Escherichia coli (CLSI, 2022), usados como estandar de referencia se muestran en la
Tabla XXIII. Los rangos de sensibilidad para esta seleccion de antibi6ticos comerciales
aplicados a E. coli, (Ciprofloxacina, Aztreonam y Piperacilina), oscilaron entre 16 y 21

mm de inhibicién.
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Tabla XXIII. Perfil de sensibilidad a los antibidticos comerciales especificos para la
especie Escherichia coli, utilizada como modelo de bioactividad en esta investigacion.

ANTIBIOTICO  CONCENTRACION DIAMETRO (mm)

COMERCIAL EN EL DISCO Resistente Intermedio Sensible

Ciprofloxacina 5 ug <16 17-20 >21
Aztreonam 30 ug <17 18-20 >21
Piperacilina 10 ug <13 14-16 >17

La Tabla XXIV muestra la actividad antibacteriana del producto natural PAv-L frente a
la especie Escherichia coli; como se puede apreciar, el producto desarroll6 un halo de
inhibicion de 25 mm, que demuestra una accion antibacteriana superior a la evidenciada
con los antibi6ticos comerciales especificos para E. coli, que de acuerdo a los valores
estdndar usados como referencia para los antibidticos comerciales probados
(Ciprofloxacina, Aztreonam y Piperacilina), la posiciona en el grado sensible (Tablas
XXy XXIV)..

Tabla XXIV. Actividad antibacteriana del producto PAv-L frente a la especie
Escherichia coli, utilizada como modelo de bioactividad en esta investigacion.

CONCENTRACION DEL HALO DE
PRODUCTO PRODUCTO EN EL DISCO INHIBICION
PAv-L 49,5 ug 25 mm

La Figura 18 muestra las fotografias representativas de la actividad antibacteriana para
Escherichia coli; donde solo se detecto actividad antibacteriana del producto PAv-L en
las etapas Ep y E,, mostrando un comportamiento muy similar al descrito anteriormente
para la especie S. aureus, lo que pareciera indicar una posible variacion intrinseca en la

afinidad del extracto con el medio de cultivo. Ademas, los discos controles no

84



desarrollaron halos de inhibicién, comprobando que ninguno de los solventes utilizados

interfiere con la actividad antibiotica del producto natural PAv-L.

Fig. 18. Actividad antibacteriana del producto natural PAv-L contra la especie
Escherichia coli, donde A) CD = Control DMSO, E, = El producto recién elaborado y
B) CA = Control con aceite vegetal, E; = El producto dos meses después de su
elaboracion, E; = El producto cuatro meses después de su elaboracién y Eg = El
producto seis meses después de su elaboracion.

Pseudomonas aeruginosa:

Aunque el producto no mostrd actividad inhibitoria contra la especie bacteriana
Pseudomonas aeruginosa, se incluyen sus valores de referencia de los antibidticos
comercial especificos utilizados (CLSI, 2022) como informacion adicional, ya que no se
observaron halos de inhibicién y, por lo tanto, no se pudo asignar un rango de
sensibilidad (Tablas XXV y XXVI).
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Tabla XXV. Perfil de sensibilidad a los antibioticos comerciales especificos para la
especie bacteriana Pseudomonas aeruginosa, utilizada como modelo de bioactividad en
esta investigacion.

ANTIBIOTICO  CONCENTRACION DIAMETRO (mm)
COMERCIAL EN EL DISCO
Resistente Intermedio  Sensible
Doripenem 10 ug <15 16-18 >19
Imipenem 10 ug <15 16-18 >19
Meropenem 10 pg <15 16-18 >19

Tabla XXVI. Actividad antibacteriana del producto PAv-L frente a la especie
Pseudomonas aeruginosa, utilizada como modelo de bioactividad en esta investigacion.

Producto Concentracion del Producto en el disco Halo de Inhibicion

PAv-L 49,5 ug 0 mm

En la Figura 19, las fotografias representativas de la actividad antibacteriana para
Pseudomonas aeruginosa, muestran que no hubo actividad antibacteriana en ninguna de

las etapas (Eo, E2, E4 y Eg), tampoco en ninguno de los discos controles evaluados.
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Fig. 19 Actividad antibacteriana del producto natural PAv-L contra la especie
Pseudomonas aeruginosa, donde A) CD = Control DMSO, E, = El producto recién
elaborado y B) CA = Control con aceite vegetal, E, = El producto dos meses después de
su elaboracion, E4 = El producto cuatro meses después de su elaboracion y E¢ = El
producto seis meses después de su elaboracion.

En general, un compuesto bioactivo en estado puro manifiesta su actividad de manera
casi inmediata; sin embargo, no ocurre igual cuando se trata de una mezcla de
compuestos como el producto natural PAv-L, cuya actividad es el compendio de la suma
de las actividades individuales que aporta cada uno de los elementos presentes en la
formula; es decir que su actividad se expresa de forma acumulativa a través del consumo
regular del producto. Los productos naturales, en especial, del grupo de alimentos
funcionales ejercen su actividad de forma sinérgica, producto de la fusion de varios de
sus componentes, los cuales al combinarse potencia la accion de los componentes
individuales. De hecho, se ha comprobado que el riesgo de toxicidad es
considerablemente menor cuando los compuestos bioactivos se encuentran como arte de
una mezcla en comparacion a cuando responden a un compuesto individual o estan en
forma pura; este fenébmeno se denomina buffering (Smith, 1999; Poppenga, 2001).
Obviamente, se debe considerar que los compuestos, independientemente de su
naturaleza, funcionan de acuerdo a una dosis definida; razon por la cual algunas
sustancias antes consideradas toxicas, como secreciones de ciertas plantas (capsaicina) y
animales (Tetrodotoxina) utilizadas como medicinas (Campos-Santaella, 2006).
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En cuanto a las propiedades antimicrobianas del producto natural PAv-L detectadas en
esta investigacion, es muy factible que se encuentre asociada a la presencia de
compuestos en la formula, entre los que destacan: terpenos, aceites esenciales cumarinas
y flavonoides; sustancias que han sido descritas por diversos autores en la composicion
quimica de las especies utilizadas en su elaboracion (Kim et al., 1995; Lis et al., 1998;
Vargas et al., 1999; Cutter, 2000; Mau et al., 2001), aunado a al método de preparacion,

que contribuye a potenciar su actividad antinflamatoria.

Por otra parte, a pesar de los grandes esfuerzos, inversion y avances tecnoldgicos, solo
se ha logrado dilucidar parcialmente algunos de los mecanismos de accion de ciertos
compuestos bioactivos; sin embargo, en lo que se refiere a actividad antibi6tica, se sabe
que la mayoria debe su actividad, bacteriostatica o bactericida, a la alteracion de la
permeabilidad de la membrana celular de las bacterias, hecho que genera la perdida de
la regulacion en el transporte activo y pasivo hacia dentro y fuera de la célula bacteriana
y conlleva a la pérdida de sustancias vitales y/o entrada de sustancias toxicas, lo que a su

vez determina que la célula pierda su control e integridad.
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CONCLUSIONES

Hoy en dia, numerosos productos naturales, sintéticos o semisintéticos, invaden los
mercados prometiendo curas milagrosas. La mayoria de las empresas farmacéuticas
suelen promoverlos bajo estrictas regulaciones, tras décadas de investigacion, aunque en
los dltimos afios, las nuevas tecnologias han permitido acelerar este proceso; sin
embargo, las reglas que aplican a los productos llamados naturales suelen ser menos
estrictas, en cuanto a su distribucion y comercializacion, principalmente por el hecho de

que su eficiencia depende del consumo regular del producto.

La estabilidad observada en los parametros fisico-quimicos y bacterioldgicos del
producto natural PAv-L, demuestran que el éste mantiene su composicién e inocuidad
bacterioldgica, aun cuando el producto estuvo expuesto a las fluctuaciones diarias de las
condiciones donde se encontraba almacenado. En consecuencia, se espera que el
producto mantenga su estabilidad e inocuidad por periodos mucho mas prolongados si se
mantiene bajo las normas establecidas en la industria alimenticia, sin adicionar

sustancias conservantes o ideando empaques especiales.

El analisis espectrofotométrico, confirma la presencia de grupos funcionales
caracteristicos de compuestos bioactivos, propios de las especies vegetales utilizadas en
la preparacion del producto natural PAv-L (metilo, hidroxilo, carbonilo, amino,
compuestos azufrados, etc.), corroborando su estabilidad y permanencia de dichos

elementos, desde su elaboracion hasta completar 6 meses de almacenamiento.

En cuanto a la aceptacién del producto PAv-L, se observaron variaciones particulares
relacionadas con los gustos personales de los participantes, asi como también sus
expectativas al conocer el potencial terapéutico de PAv-L; no obstante, se detectd un
alto grado de aceptacion al degustar el producto, en especial del sabor y olor, al punto de
que los participantes expresaron su deseo de adquirirlo, sin aun estar disponible para la

venta, y solicitaron ser informados sobre los avances en la investigacion.
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El hecho de que el producto manifieste actividad antibacteriana contra especies
indicadoras como E. coli, podria ser una buena noticia si se logra demostrar que el
consumo regular de PAv-L controlar su proliferacion, favoreciendo el equilibrio del

microbiota intestinal y, con ello, los efectos que dichas alteraciones promueven,

en personas quienes presentan afecciones en el tracto digestivo, bien por herencia
(Sindrome de Crohn, colon irritable, pacientes celiacos, etc.) o por hébitos de
alimentacion inadecuados (comer a deshoras, engullir los alimentos, tomar poca o

demasiada agua, entre otros).

En lineas generales, se concluye que el producto natural PAv-L relne una serie de
caracteristicas intrinsecas derivadas de la fusion de sus componentes y técnicas de
elaboracion, las cuales, aunadas a su estabilidad e inocuidad bacterioldgica, lo perfilan
como una excelente alternativa de alimento funcional para uso terapéutico en el control
y mejoramiento de diversas afecciones, que suelen hacer dificil el modo de vida de

muchas personas, mientras disfrutan el proceso.
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RECOMENDACIONES

Los resultados de esta investigacion despiertan una serie de inquietudes en lo que
respecta al desarrollo de alimentos funcionales, y abre un mundo de posibilidades sobre
otros beneficios que el consumo regular de este producto, pudiera ejercer a través de
diversos tipos de actividad bioldgica y adaptar su uso como estrategia para mejorar la
salud; es por ello, que resultaria interesante:

Determinar actividad antimicrobiana, aplicando distintos modelos de actividad bioldgica

(antiviral, antimicatico, antihelmintico).

Estudiar la actividad antibacteriana y fototoxica de PAv-L, aplicando las técnicas de
secado por liofilizacion y pulverizacion a las dos fases del producto, para demostrar que
los compuestos bioactivos en la mezcla se encuentren en la proporcion adecuada y que

dicha actividad se mantiene vigente durante el tiempo de vida Gtil del producto.

Identificar, en lo posible, los mecanismos y blancos de accion que ejerce la combinacion

de los compuestos bioactivos presentes en PAv-L, a nivel celular.
Analizar la farmacocinética involucrada en el proceso desde toma oral del producto, para
asegurar que los compuestos bioactivos presentes en la formula de PAv-L, alcancen los

sitios activos y ejerzan la actividad en forma adecuada y eficiente.

Evaluar la posible actividad anticancerigena, utilizando lineas celulares humanas como

modelos de actividad.
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ANEXOS

ANEXO 1: Formato del analisis sensorial del producto natural terminado PAv-L:

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
GRUPO FARMACOGNOSIA
CUMANA-VENEZUELA

Analisis sensorial dirigido a los participantes en el trabajo de investigacion: Actividad
antibacteriana, estabilidad fisica-quimica-bacteriologica y aceptacion sensorial del
producto natural PAv-L

Nombre: Fecha: Cédula:
Numero de contacto: Direccion:

Instrucciones:

Frente a Ud. se presenta una muestra del producto natural terminado PAv-L. Por favor, observe y
pruebe la muestra del producto. Exprese la medida de agrado o desagrado de cada atributo de la
muestra, de acuerdo al puntaje por categoria que refleje su sentir, escribiendo el nimero
correspondiente en la linea del codigo de la muestra en la siguiente Tabla:

PUNTAJE CATEGORIA PUNTAJE CATEGORIA
1 Lo detesto 6 Me gusta poco
2 Me disgusta mucho 7 Me gusta moderadamente
3 Me disgusta moderadamente 8 Me gusta mucho
4 Me disgusta levemente 9 Me encanta
5 Ni me gusta ni me disgusta
CALIFICACION PARA CADA ATRIBUTO
CODIGO Olor Color Sabor Textura C;;e;c
PAv-L por
su
Observaciones: cola
bora
cion
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Area Subarea
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Resumen (abstract):

PAv-L es un alimento funcional elaborado a base de extractos naturales de origen vegetal.
Durante mas de una década, este producto natural ha demostrado una notable actividad
antiinflamatoria, aliviando diversas afecciones, tales como: migrafia crdnica, dolor muscular,
artritis, inflamacién ovarica y prostatica (displasia e hiperplasia). En consecuencia, la presente
investigacion plante6: Evaluar la actividad antibacteriana, estabilidad fisica-quimica-
bacterioldgica y aceptacion sensorial del producto natural PAv-L. Los parametros fisico-
guimicos (pH, Humedad, Fibra Cruda, %Ceniza, L, %Nitrogeno, Cloruros y Bromuros, AR,
NBVT, Densidad, | acidez e | peroxido), se determinaron siguiendo los métodos de Cruz (2015),
Hernandez (2018) y Arroyave (2017). La estabilidad y confirmacién bacterioldgica se
analizaron, aplicando técnicas microbiol6gicas convencionales (Koneman et al., 2008). La
actividad antibacteriana, el perfil de sensibilidad a los antibidticos y la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del producto, se determinaron segun la metodologia descrita por Kirby-Baler
(1966), utilizando las especies bacterianas Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, como modelos de bioactividad. Adicionalmente, se realizo el analisis
sensorial para cuantificar el grado de aceptaciéon del producto (Hernandez, 2015). Todos los
analisis se ejecutaron siguiendo etapas preestablecidas: Etapa inicial (EO), dos meses (E2),
cuatro meses (E4) y seis meses (E6). Los parametros fisico-quimicos [pH= 5,28; % Humedad=
64,20; % Fibra Cruda= 7,75; % Ceniza= 1,65; % Lipidos= 8,54; % P= 4,89; % Nitrogeno= 0,78;
Densidad= 0,920 e indices de acidez= 0,09 y peréxido= 2,51, asi como la presencia de cloruros,
bromuros y los azlcares reductores= lactosa, sacarosa y galactosa, se mantuvieron casi
constantes, confirmando que no existe variacion significativa en la composicién del producto
durante el periodo considerado; asi mismo, el andlisis bacteriolégico demuestra que PAv-L
mantiene su inocuidad bacteriolégica, durante las distintas etapas de investigacion. Los espectros
de infrarrojo corroboraron la presencia de dobles enlaces del tipo: C=0, C=C, enlaces sencillos
C-0O, C-Ny grupos hidroxilos (-OH) indicando la presencia de grupos funcionales caracteristicos
de familias quimicas de comprobada actividad biol6gica como: aceites esenciales, compuestos
azufrados, flavonoides, entre otros. Los resultados de actividad antibacteriana revelan que solo
las especies S. aureus (11 £ 0,2 mm) y E. coli (26 £ 0,3 mm) son susceptibles a la accion del
producto hasta la E2, mientras que Pseudomonas aeruginosa, no desarrollé halos de inhibicién
en ninguna de las etapas evaluadas. El analisis sensorial también evidencia una buena aceptacion
del producto en relacion a sus caracteristicas organolépticas. Los resultados indican que PAv-L
posee una alta estabilidad fisica-quimica y bacteriologica, la cual es consistente durante el
periodo estudiado; PAv-L, ademas de mantener su composicion y aceptacion sensorial, garantiza
la vida atil del producto, su inocuidad bacterioldgica, la continuidad de cualidades
organolépticas durante el periodo estudiado. Se concluye que PAv-L relne importantes
propiedades que lo perfilan como un excelente candidato para uso terapéutico como alimento
funcional.
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Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, losdias28y29de1ulw
de 2009, conoci6 el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por

unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

UNIVERSMMR%% a usted a los fines consiguientes.

| SISTEMA DE B\Bu%ﬁcg
—

4

55’9
‘ c:cuh@[%—"oﬂ

SRS
e seme

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Niicleos, Coordinador General de

Administracién, Director de Personal, Direccion de Finanzas, Direccion de Presupuest

Contraloria Interna, Consultoria Juridica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

N & Direccién de Computacién, Coordinacitn de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado.
’ JABC/YGC/maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 8008045 Telefusx: 4008043 / Cumané - Venezuela
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