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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la capacidad antimicrobiana de los productos de la reaccién de Maillard
mediante el sistema modelo Glucosa-Lisina sometido a diferentes temperaturas y

tiempos de calentamiento.

Objetivos Especificos

Elaborar y optimizar sistemas modelos aminoacido-azicar (Glucosa-Lisina) en

concentraciones de 0.1, 0.2, y 0.3 M para determinar la capacidad antimicrobiana.

Activar y preservar la cepa certificada Staphylococcus aureus ATCC 9144.

Evaluar el efecto antimicrobiano del sistema modelo Glucosa-Lisina sometido a dos

diferentes temperaturas (100° y 130° C) y un tiempo de calentamiento (30 minutos)

por el método de difusion en agar y microdilucién en placa.

Determinar si Staphylococcus aureus es sensible a los productos de la reaccion de

Maillard estimando el porcentaje de inhibicion del sistema modelo Glucosa-Lisina

mediante la metodologia de microdilucion en placa



RESUMEN

La reaccién de Maillard forma parte de un conjunto de transformaciones que se dan de
manera inevitable e irreversible en los alimentos sometidos a ciertas temperaturas. Es por
ello que las investigaciones estan centradas en encontrar los compuestos y las propiedades
gue estos podrian presentar. En esta investigacion se evalu6 la capacidad antimicrobiana
del sistema modelo glucosa-lisina. Primeramente se obtuvieron los productos dela reaccién
de Maillard del sistema modelo glucosa-lisina a una concentracion final de 0.1, 0.2 y 0.3 M.
(a la cual fueron evaluados) cada uno sometido a dos diferentes temperaturas (100 y 130
°C) y un tiempo de calentamiento (30 minutos). Después se procedi6é a preparar el inoculo
bacteriano de la cepa S. aureus ATCC 9144, ajustandolo a 0.5 en la escala de McFarland
(1x10® UFC/ml), y fue utilizado para evaluar la capacidad antimicrobiana. Después de
realizar ambas metodologias, de acuerdo con CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) se observd que en los ensayos (difusion en agar) la capacidad antimicrobiana de
los productos de la reaccion de Maillard no es apreciable, en cambio a nivel Optico
(microdilucién en placa) si se observé una inhibicién. La tendencia o porcentajes de
inhibicion que se estimaron variaron entre 62-91%en las diferentes etapas del crecimiento
de S. aureus, con lo cual se pudo corroborar la capacidad antimicrobiana de los productos

de la reaccion de Maillard.



INTRODUCCION

Los microorganismos oportunistas han estado ganando importancia los ultimos afos, siendo
Staphylococcus aureus uno de los principales agentes causales de enfermedades
nosocomiales a nivel intrahospitalario, este es considerado un patégeno importante
productor de enterotoxinas, responsables del sindrome del shock toxico y de la intoxicacion
por alimentos. Otras enfermedades que causa este microorganismo son: bacteriemia y

endocarditis, Infecciones de heridas, protesis y catéteres, entre otras (Murray, 2008).

Hoy en dia existe un abuso excesivo de los antibidticos, propiciando que la
automedicacion genere cepas resistentes de un sin nimero de bacterias, pero es
Stahpylococcus aureus el que llama la atencién, ya que actia como patégeno oportunista
dentro de hospitales, comprometiendo la salud de los paciente; a su vez produce 5 tipos de
enterotoxinas que son capaces de causar intoxicacién al consumir alimentos contaminados,
independientemente si la persona que ingiere dichas toxinas es inmunocompetente o no
(Romero, 2010).

Aunado a todo esto existe una cepa de Stahpylococcus aureus que es resistente a la
mayoria de los antibidticos, el ya muy conocido SARM (Staphylococcus aureus meticilina
resistente) por sus siglas en inglés, el cual causa principalmente infecciones nosocomiales,
pero se ha visto que esta bacteria se ha diseminado fuera de los hospitales. Esta super
bacteria puede provocar infecciones potencialmente letales y generalmente solo es posible

tratarla con antibigticos intravenosos muy costosos.

La prevalencia de SARM en hospitales, varia ampliamente en reportes de todo el
mundo, con cifras elevadas como las descritas en Corea (59%), 0 bajas como las descritas
en Panama (4.1%) (Lim y col., 2006).

Es por ello que la busqueda de nuevas alternativas para su control han ido en
aumento; los investigadores estan mirando hacia otras posibles soluciones y no solo en los

antibioticos sintéticos convencionales.

En la actualidad existen alimentos con propiedades funcionales, es decir que,
ademés de cumplir su funcion de darnos las calorias necesarias y asi obtener energia tienen

un plus, pueden ayudarnos en la digestion, a bajar niveles de colesterol, dependiendo del




tipo de alimento que se trate, es decir, contienen componentes biol6égicamente activos
benéficos para la salud y que nos ayudan a disminuir el riesgo de padecer enfermedades.

Algunos ejemplos de alimentos funcionales, ya sean naturales o sintéticos son los
gue contienen altos niveles de omega-3, soja, prebibticos y probidticos por mencionar
algunos. Muchas de estas propiedades en los alimentos se les han atribuido a la reaccion de
Maillard que ocurre durante la coccién de algun alimento, es decir, cuando se le somete a
una elevada temperatura el alimento adquiere ciertas propiedades funcionales, tales como
capacidad antioxidante o quelante debido a la formacién de los productos de la reaccién de
Maillard, la cual se ha venido estudiando a profundidad los ultimos afios, tal como lo muestra
el trabajo realizado por Vhangani y col., (2012), donde demuestran la capacidad antioxidante

gue presentan los sistemas modelo fructosa-lisina y ribosa-lisina.

También existen varias investigaciones que han demostrado la capacidad
antimicrobiana de algunos productos de la reaccion de Maillard. En el 2012, Wu y col.,
utilizaron un complejo de xilano-quitosano-zinc para medir la capacidad antioxidante y
antimicrobiana, esta Ultima en Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus magaterium,
Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Los resultados arrojaron que el complejo xilano-

guitosano tiene una accién débil contra S. aureus, pero no para E. coli.

La reaccion de Maillard ha tomado gran importancia por las propiedades funcionales
gue puede presentar y su posible potencial benéfico para la salud, es por ello que el objetivo
del presente trabajo es evaluar la capacidad antimicrobiana de los productos de la reaccion

de Maillard sobre Staphylococcus aureus.




ANTECEDENTES

Generalidades de la Reaccién de Maillard

La reaccion de Maillarddesigna un grupo muy complejo de transformaciones que traen
consigo la produccion de mdultiples compuestos entre ellos las melanoidinas coloridas las

cuales estan presentes en la mayoria de los alimentos (Badui, 2006).

Para que esta reaccién se lleva acabo se requiere un azulcar reductor y un grupo
amino libre proveniente de un aminoécido o una proteina. Esta reaccion se da de forma
natural ya sea por la coccion, horneado o asado de alimentos y es responsable del sabor,

olor, color entre otras caracteristicas de estos (Manzocco y col., 2011).

Estas reacciones las observd por vez primera el quimico francés Louis-Carnille
Maillard, en 1913, pero no fue sino hasta 1953 cuando se propuso un mecanismo de
reaccion general, donde el compuesto de Amadori se consideraba importante. Una de las
caracteristicas de algunos compuestos generados por el oscurecimiento de Maillard es la
capacidad antioxidante, principalmente de las melanoidinas, que actian como quelantes y
eliminadoras de oxigeno.Dichas reacciones pueden hacer al alimento funcional (Badui,
2006).

Debido a su gran complejidad, esta reaccion involucra una serie de aspectos que
todavia no se conocen bien y que requieren mas investigacion. EI comportamiento de los
azlcares varia considerablemente segun el pH, la temperatura, la presencia de otras
sustancias, la actividad del agua, entre otras, por lo que pueden seguir diversas rutas
guimicas dependiendo de la composicion del alimento (figura 1). Para entender mejor estos
cambios, en muchos casos se emplean sistemas modelo de laboratorio con un estricto
control sobre los pardmetros que mas influyen; en estas circunstancias resulta muy dificil
comprender todo lo que ocurre en el matraz, y mas aln extrapolar esta informacién a un
alimento que contiene un gran numero de sustancias desconocidas y capaces de

reaccionar.

La estructura quimica de las melanoidinas es muy compleja; los estudios

espectrofotométricos han demostrado la presencia de muchos dobles enlaces de




aminoacidos y de distintos grupos heterociclicos. Casi todas las melanoidinas tienen su

méxima absorcién a 420 o 490 nm, por lo cual pueden ser cuantificadas a estas longitudes

de onda. Por otra parte, mediante sus espectros en el infrarrojo o en el ultravioleta se ha

podido seguir el curso de su formacién (Martins y col., 2001).

Como se puede deducir, el nUmero de compuestos que se genera por la reaccion de

Maillard en su conjunto es muy grande; muchos de ellos contienen grupos aldehido y grupos

cetona, por lo que muestran una capacidad reductora muy alta, y en los sistemas modelo ha

sido posible demostrar su efecto antioxidante.

La reaccién de Maillard se ve influida por los siguientes pardmetros:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A pH alcalino se incrementa la velocidad y alcanza un maximo a pH 10. Por lo
contrario, el mecanismo se inhibe en condiciones muy &cidas, que normalmente no
se encuentran en los alimentos.

Las temperaturas elevadas aceleran la reaccién, pero debido a que su energia de
activacion es baja, se observa de igual manera hasta en condiciones de
refrigeracion.

Otro factor importante es la actividad del agua, por lo que los alimentos de humedad
intermedia son los mas propensos; una actividad del agua menor no permite la
movilidad de los reactantes, lo que inhibe el mecanismo. Una actividad del agua
mayor produce el mismo efecto ya que diluye los reactantes.

El tipo de aminoéacido es decisivo, puesto que sera mas reactivo en la medida en que
se incremente el tamafio de la cadena y tenga mas de un grupo amino. Por esta
razon, la lisina, con su amino en posicién e es el mas activo.

Los azucares reductores que mas favorecen la reaccién de Maillard son, en primer
término, las pentosas, y en segundo las hexosas; asimismo, las aldosas actllan mas
facilmente que las cetosas, y los monosacéaridos son mas efectivos que los
disacaridos. Los &cidos nucléicos también intervienen, porque contienen ribosa
altamente reactiva.

Metales como el cobre y el hierro tienen un efecto catalizador sobre la formacion de
las melanoidinas, lo que indica el caracter de oxidacién-reduccion de la Gltima etapa
de este mecanismo. El oxigeno y las radiaciones electromagnéticas actian de
manera semejante. La ausencia de estos agentes (metal, luz y oxigeno) no previene
el inicio de la reaccion, ya que sélo favorecen la polimerizacion final (Fenemma,
2010).




Figura 1.
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Fuente: Badui Dergal, Salvador. 2006. Quimica de los Alimentos. 4ta ed. México.
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Mecanismo de Reaccién

La reaccion de Maillard se lleva a cabo de manera muy compleja mediante un gran niamero
de mecanismos que incluyen la posible produccion de radicales libres.
De acuerdo con los primeros trabajos de Hodge (1953), en donde se resumen las posibles
rutas que siguen los reactantes. Con base en esto, la reaccion se ha dividido en cuatro
etapas principales

O Condensacion del azdcar reductor con el grupo amino.

O Transposicion de los productos de condensacion.
O Reaccion de los productos de la transposicion.
a

Polimerizacion y formacion de sustancias coloreadas.
Condensacion del Azicar Reductor con el Grupo Amino.

Esta primera etapa consiste en que el carbonilo libre de un azlcar reductor se condensa con
el grupo amino libre de un aminoacido o de una proteina produciéndose una imina o base de
Schiff y agua.

El azGcar debe tener una estructura abierta para que el carbonilo sea atacado
nucleofilicamente por el par de electrones libres del nitrégeno del grupo amino, y formar asi
la base de Schiff. A su vez, la base de Schiff se cicla y genera una glucosilamina que puede
ser aldosamina si interviene una aldosa, 0 cetosamina, si lo hace una cetosa. En esta etapa
no hay todavia produccién de sustancias coloreadas ni de compuestos insaturados que
absorban radiaciones, por lo cual resulta imposible medir espectroscopicamente la

intensidad de la reaccién (Melton y col., 2006).
Transposiciéon de los Productos de Condensacion

Tanto las aldosaminas como las cetosaminas que se han producido hasta ahora, son
inestables y estdn sujetas a diversos cambios quimicos; las primeras se isomerizan a
cetosas por el mecanismo de Amadori, mientras que las segundas se transforman en

aldosas por la transposicion de Heyns. Por ejemplo, la glucosilamina cambia a una




fructosamina o 1-amino-1-desoxifructosa, mientras que las cetosilaminas lo hacen a 2-
amino-2-desoxialdosa. Las dos isomerizaciones son reversibles, y aun no se sintetizan
sustancias coloreadas. La transposicion de Amadori ha sido aceptada como mecanismo de
isomerizacion desde que Hodge la propuso en 1953 (Belitz y col., 2009). Figura 2.
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Figura 2. Transposicion de los Productos de Condensaciéon. Fuente: Badui Dergal, Salvador.

2006. Quimica de los Alimentos. 4ta ed. México. Pearson Educacion. 736 p.




Reaccion de los Productos de la Transposicion

Segun las condiciones prevalecientes de pH, actividad del agua y temperatura, los
compuestos formados pueden sufrir modificaciones muy profundas. En esta fase aparecen
algunos olores, se incrementa el poder reductor, se observan ligeras tonalidades amarillas, y
aumenta la absorcion de las radiaciones ultravioleta. La principal reaccion es la
deshidratacion de los azucares por isomerizacion endlica, con lo cual se sintetiza furfural y
sus derivados, asi como reductonas y deshidrorreductonas, ambas con un alto poder
reductor; también se producen compuestos como el maltol, el etiimaltol y el acetil-furano,

gue son los que producen el aroma del pan.(Badui, 2006)

Ademas de la deshidratacion, se presentan también mecanismos de fragmentacion
de los azlcares endlicos, con lo cual se favorece la sintesis de un gran nimero de
compuestos de peso molecular bajo, como aldehidos, cetonas, acidos y alcoholes de dos a
cuatro atomos de carbono. Entre éstos se encuentra el gliceraldehido, el piruvaldehido, el
acetol, la acetoina y el diacetilo, todos con un olor caracteristico.

Casi todas las sustancias resultantes son insaturadas y muy reactivas, por lo que siguen, a
su vez, diversas rutas quimicas segun las condiciones imperantes de acidez, temperatura,
etc., (Borreli y col., 2002).

Polimerizacién y Formacién de Sustancias Coloreadas

La fase final de esta reaccion es la polimerizacién de un gran nimero de compuestos
insaturados, que trae consigo la sintesis de las sustancias coloreadas llamadas
melanoidinas, compuestos con un peso molecular de 5 a 10 kD cuya composicion no ha
sido definida con claridad; dichos compuestos se encuentran relacionados con la retencién
del sabor del café y, a pesar de que su concentracion es baja, ejercen un efecto muy
marcado en la apariencia del alimento. El color se debe a una amplia absorcion del espectro
visible por parte de diversos croméforos. En la sintesis del polimero influyen decididamente
algunas moléculas como el furfural, el hidroximetil-furfural, las desoxiosulosas, los
aldehidos, las pirazinas, los imidazoles, las cetonas y las reductonas; como muchos de
estos compuestos contienen grupos carbonilos, se favorece la condensacion aldélica:

A su vez, estos dimeros pueden seguir polimerizdndose con otros aldehidos libres o con

grupos amino (Wang y col., 2011).




Alimentos Funcionales

En la actualidad, el concepto de nutricion ha evolucionado notablemente gracias a la
investigacion constante y al crecimiento de la informacién disponible. La prevencion de
enfermedades crénicas no transmisibles se ha convertido en el foco de interés tanto desde
la Salud Publica como desde la investigacion y la tecnologia. En este marco nacen los
Alimentos Funcionales, disefiados especialmente con componentes que pueden afectar
funciones del organismo de manera especifica y positiva, promoviendo un efecto fisiolégico
0 psicolégico mas alla de su valor nutritivo tradicional. Dicho efecto puede ser contribuir a la
mantencion de la salud y bienestar, a la disminucion del riesgo de enfermar, o ambas cosas
(Olagnero y col., 2007).

El concepto de Alimentos Funcionales surge como un instrumento para mejorar la
salud de la poblacién y reducir el riesgo de ciertas enfermedades, a partir de la mayor
esperanza de vida y del crecimiento de las enfermedades crénicas y sus consecuencias
sobre la salud publica. Es importante resaltar que un alimento funcional debe seguir siendo
un alimento y ejercer sus acciones benéficas en las cantidades habitualmente consumidas

en la dieta.

La evidencia cientifica rigurosa que demuestra acciones funcionales se encuentra
concentrada en alimentos con probidticos y simbidticos, en productos con elevado aporte de
fibras y/o prebioticos y en alimentos ricos en 4cidos grasos omega 3, monoinsaturados y/o

adicionados con fitoesteroles.

Prebibticos

Algunos componentes presentes de la fibra son denominados prebidticos, definidos como
ingredientes alimenticios no digeribles de los alimentos que afectan de manera positiva al
huésped, estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o la actividad metabdlica de un
numero limitado de cepas de bacterias col6nicas. Estos compuestos se caracterizan por ser
moléculas de gran tamafio que no pueden ser digeridas por las enzimas digestivas del tracto

gastrointestinal alto, alcanzando el intestino grueso donde son degradados por la microflora




bacteriana, principalmente por las bifidobacterias y lactobacilos, generando de esta forma
una biomasa bacteriana saludable y un pH 6ptimo (Ashwell, 2005).

Para que un ingrediente alimenticio sea considerado prebidtico debe cumplir con los
siguientes criterios:
¢ No debe ser hidrolizado o absorbido en la parte alta del tracto digestivo;
e Debe ser fermentado selectivamente por una o un namero limitado de bacterias
potencialmente benéficas del colon, por ejemplo bifidobacterias y lactobacilos.
e Debe ser capaz de alterar la microflora colénica tornandola saludable, por ejemplo
reduciendo el nimero de organismos putrefactivos e incrementado las especies

sacaroliticas. (Kolida y col., 2002)

Probi6ticos

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando son administrados en una cantidad
adecuada, producen efectos benéficos al hospedero. Las especies de los géneros
lactobacillus y bifidobacterium son las que se usan actualmente como probidticos en
alimentos destinados al consumo humano. Generalmente, los probidticos se incluyen en
leches fermentadas, yogures y queso, aunque también pueden suministrarse como

suplementos clinicos y dietarios, en forma de cultivos liofilizados (Granato y col., 2010).

Los alimentos que contienen probidticos se consideran alimentos funcionales vy
constituyen el mayor segmento de mercado en Europa, Australia, Japén y Estados Unidos

de Norteamérica. (Ross y col., 2005).

Los probiéticos deben de consumirse en cantidad suficiente para que lleguen vivos
en concentracién adecuada, al colon. Alli tendrian que adherirse el intestino para establecer
una comunicaciéon celular con el hospedero y poder ejercer sus efectos benéficos. El
mantenimiento de la viabilidad es un reto tecnolégico ya que los probidticos deben tolerar,
tanto los estreses del procesamiento del alimento que los contendran, como el ambiente
gastrointestinal que el microorganismo tiene que atravesar al ser ingerido (Ross y col.,
2005). Una forma de mantener un probidtico vivo es encapsularlo y para ello se usan
matrices de diferentes biomoléculas. En este sentido, las proteinas de la leche resultan una

opcién econGmica y segura.
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Generalidades de Staphylococcus aureus

La designacion Staphylococcus se refiere a que las células de esta bacteria se desarrollan
en un patron que asemeja a un racimo de uvas, sin embargo, los microorganismos
presentes en muestras clinicas aparecen como células aisladas, en pares o en cadenas

cortas.

Staphylococcus aureus tiene un diametro de entre 0,5 y 1 um, son anaerobios
facultativos inmoviles capaces de crecer en un medio con una elevada concentracion de sal
y a temperaturas desde 18 hasta 40 °C, no forma esporas. Las colonias de S. aureus son
doradas debido a los pigmentos carotenoides que se forman durante su crecimiento, de ahi
el nombre de la especie. Igualmente, representa la Unica especie colonizadora del ser
humano que produce la enzima coagulasa. Cuando se suspende una colonia de S. aureus
en un tubo con plasma, la coagulasa se une a un factor sérico y el complejo convierte el

fibrindgeno en fibrina, lo que da lugar a un coagulo (Molina y col., 2010).

Estas bacterias estan presentes en la piel y las mucosas del ser humano. También
forma parte de un grupo de patégenos importantes en el ser humano y originan un amplio
espectro de enfermedades sistémicas que pueden poner en peligro la vida, tales como
Infecciones de la piel

e Carbuncos

e Foliculitis

e Forunculos

¢ Impétigo

e Infeccion de heridas
Mediadas por toxinas

e Intoxicacion alimentaria

¢ Sindrome de la piel escaldada

e Sindrome del shock téxico
Infecciones oportunistas

o Artritis séptica

e Bacteriemia

e Empiema

e Endocarditis

e Osteomielitis
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Cépsulay Capa de Polisacarido Extracelular

La capa mas externa de la pared celular estafilococica se puede recubrir de una capsula de
polisacarido. La cépsula protege a las bacterias al inhibir la fagocitosis por los leucocitos
polimorfonucleares (PMN). La mayor parte de los estafilococos producen una biopelicula
hidrosoluble laxa (capa de polisacarido extracelular). Véase Figura 3. Formada por
monosacaridos, proteinas y pequefios péptidos en una cantidad que depende de factores
genéticos y de las condiciones de crecimiento. Esta sustancia extracelular une a las
bacterias a tejidos y cuerpos extrafios, como catéteres, injertos, protesis valvulares y
derivaciones. Esta propiedad es particularmente importante en el papel que juegan como

causantes de enfermedades nosocomiales (Castafion, 2012).

=l of ) Capsula o capa de
Q N polisacaridos

= —— Capa de peptidoglicanos

Acido teicoico

& Q (polisacarido A)
\ i) Proteina A
. Q Membrana
citoplasmica
C'bplosmo < Q\YVY\\ Coagulosa y otras

proteinas adhesinas
de superficie

Figura 3. Representacion de la pared celular de S. aureus. Fuente: Murray PR, Rosenthal
KS, Pfatier MA. 2008. Microbiologia Médica. 5ta ed. Madrid, Espafia. ELSEIVER.
962 p.
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Peptidoglucano

El peptidoglucano esta formado por capas de cadenas de glucanos construidas con 10 o 12
subunidades alternantes de &cido N-acetiimuramico y N-acetilglucosamina. Las cadenas
laterales de oligopéptidos estan unidas a las subunidades de acido N-acetilmuramico y se
entrecruzan por medio de puentes peptidicos. Por ejemplo, las cadenas de glucanos de S.
aureus se entrecruzan mediante puentes de pentaglicina unidos a la L-lisina en una cadena
oligopeptidica y a la D-alanina en la cadena adyacente. A diferencia de lo que sucede en las
bacterias gram negativas, la capa de peptidoglucano en los microorganismos" gram
positivos se compone de numerosas capas entrecruzadas, lo que confiere una mayor rigidez

a la pared celular.

El peptidoglucano posee una actividad de tipo endotoxina, ya que estimula la
produccion de pirébgenos enddgenos, la activaciéon del complemento, la formacién de
interleucina-1 por parte de los monocitos y la agregaciéon de los leucocitos PMN, un proceso

gue origina la formacién de abscesos (Murray, 2008).

Acidos Teicoicos

Los acidos Teicoicos constituyen otro destacado componente de la pared celular. Son
glicerofosfatos de polirribitol especificos de especie que se unen de manera covalente a
residuos de acido N-acetilmurdmico de la capa de peptidoglucano o a través de una unién
lipofilica a la membrana citoplasmica (acidos lipoteicoicos). El 4cido teicoico de ribitol con
residuos de N-acetilglucosamina («polisacarido A») se encuentra presente en S. aureus.
Intervienen en la activacién del complemento y en la adherencia a las superficies de mucosa

conforme se unen a la fibronectina (Spicer, 2009).

Proteina A

La superficie de las cepas de S. aureus esta recubierta de la proteina A. Esta proteina se
une a la capa de peptidoglucano o a la membrana citoplasmica y tiene afinidad de unién
especial el receptor Fc de las inmunoglobulinas 1gG1; IgG2 e 1gG4, lo que previene de forma

eficaz la eliminacién inmunitaria del microorganismo mediada por anticuerpos. La proteina A
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extracelular se puede unir también a los anticuerpos, formando inmunocomplejos con el

consiguiente consumo de complemento. (Murray y col., 2008)

Membrana Citoplasmica

La membrana citoplasmica se compone de un complejo de proteinas, lipidos y una pequefia
cantidad de hidratos de carbono. Actla de barrera osmética para la célula y proporciona una

sujecion para la biosintesis celular y las enzimas respiratorias.

Patogenia

La patologia de las infecciones estafilococicas depende de la produccién de proteinas de
superficie que intervienen en la adhesion de las bacterias a los tejidos del organismo
anfitrion y la fabricacion de proteinas extracelulares, como toxinas especificas y enzimas
hidroliticas. La expresion de los genes que codifican exoproteinas se encuentra controlada
fundamentalmente por un regulador global, agr, el cual esta controlado, a su vez, por

factores ambientales, la densidad celular y la disponibilidad de energia.

Produce y segrega toxinas y enzimas virulentas. La leucocidina (PVL) media la
destruccion de los fagocitos. El factor de afinidad por el fibrinégeno, la coagulasa y la

hialuronidasa aumentan la invasion y la supervivencia en los tejidos. (Forbes, 2009)

Factores de Patogenicidad

Adhesina: es una sustancia proteica que favorece el anclaje de las bacterias a la membrana
citoplasmatica de las células y los tejidos.
¢ Coagulasa: esta enzima se correlaciona con el 97% de las cepas de S. aureus y se
considera la prueba tipo para identificar a esta especie. Actla transformando el
fibrinégeno en fibrina, formando una capa sobre la bacteria que la protege de la

fagocitosis
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Lipasas: son varias enzimas que actlan sobre diferentes sustratos que le permiten
colonizar areas de la piel donde se encuentran en altas concentraciones.
Hialuronidasa: esta enzima actla sobre el &cido hialurénico, presente en el
pegamento de las células de los tejidos, favoreciendo asi la difusiéon de la célula a los
tejidos.

Estafiloquinasa: es una fibrinolisina que activa el plasminégeno, lo transforma en
plasmina y este actia sobre la fibrina, rompiendo enlaces peptidicos que lisan la
fibrina.

Nucleasa: en una enzima que tiene propiedades endonucleoliticas y exonucleoliticas,
puede actuar sobre el ADN y el ARN, produciendo licuaciéon del material; es un factor
de difusion.

Toxina alfa o hemolisina alfa: es una toxina con accibn hemolitica sobre los
eritrocitos de diferentes especies, lesiona las plaquetas y es dermonecraética.

Toxina beta: actia sobre la esfingomielina de la membrana de los eritrocitos,
produciendo hemolisis en frio y calor.

Toxina delta: es hemolisis, lesiona linfocitos, plaquetas y neutrofilos.

Toxina gamma: produce lisos de eritrocitos de diferentes especies.

Leucocidina: causa lisos de polimorfonucleares y de macréfagos, pero no de otras
poblaciones de leucocitos ni eritrocitos.

Enterotoxinas: se han identificado 7 diferentes toxinas que se denominan A, B, C1,
C2, D, E y F. Provocan intoxicacion o envenenamiento por la ingestién de alimentos
contaminados por S. aureus. El cuadro clinico aparece a las cuatro u ocho horas de
la ingestién, y se caracteriza por nauseas, vomitos, diarrea y cdlicos.

Exfoliatina: es una toxina que actla especificamente a nivel de la piel, lo cual
produce la separacion de estrato granuloso de la epidermis, desprendiéndose de la
piel en colgajos.

Exotoxinas pir6genas: se han identificado tres diferentes sustancias pirégenas que
se denominan A, B y C; las tres producen fiebre de diferente intensidad.

ADNasa: se encarga del rompimiento del ADN celular.

B- lactamasa: rompe el anillo B- lactamico de los antimicrobianos. (Romero, 2007)
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Tratamiento

El tratamiento de primera eleccion es aquel que sea resistente a las beta-lactamasas, ya
que cerca del 50% de las cepas actualmente son productoras de estas enzimas. La
codificacién genética para la produccién de esta enzima se encuentra en un plasmido que
puede ser transportado a otra bacteria por transduccion por bacteriéfagos, y no se ha
observado la conjugacion en S. aureus. También se han encontrado plasmidos que
contienen los genes para la resistencia a otros antibiéticos. La meticilina se ha convertido en
un indicador de resistencia, ya que las cepas meticilina-resistentes son poco vulnerables a
varios antimicrobianos. Los antibioticos que se utilizan son: (Tay, 2012).

¢ Dicloxacilina

e Cefalosporinas de primera generacion

e Fosfomicina

e Eritromicina y otros macroélidos

e Vancomicina

e Teicoplanina

e Quinolonas

SARM

Staphylococcus aureus meticilina-resistente (SAMR) ha emergido en las Ultimas décadas
como patégeno nosocomial y, recientemente, a nivel comunitario. EI mecanismo mas
importante de resistencia a la meticilina es la expresién de una proteina ligadora de
penicilina (PLP) denominada (PLP2a), la cual es codificada por el gen mecA y se caracteriza
por presentar muy baja afinidad por los antibidticos B-lactamicos. SAMR posee resistencia
cruzada a oxacilina (OXA), y diversas investigaciones demostraron que este antimicrobiano

podia ser utilizado en las pruebas de sensibilidad por ser mas estable.

Un estudio llevado a cabo en 1996 utilizando cepas prototipo aisladas en diferentes
continentes, aporté las primeras evidencias de la existencia de tres tipos de casetes
cromosomales estafilocécicos (SCCmecl-lll). Recientemente, se describié un cuarto tipo
(SCCmeclV).Estudios recientes indican que los tipos Il y IV se encuentran circulando en

cepas del SAMR en México. (Veldzquez, 2005)
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El National Nosocomial Infectious Surveillance System (NNISS) en EUA identificé en
hospitales de 3er nivel un incremento de SAMR del 4% en 1980 a55% en 2001. En algunos
hospitales se ha reportado una frecuencia de resistencia de hasta 80%.

En México existe un numero limitado de estudios sobre la susceptibilidad
antimicrobiana en SARM. En 1993, en el hospital general de Lebén Gto, se identific6 una
resistencia global a meticilina de 24.1%, asi mismo en el hospital civil de Guadalajara se
obtuvieron resultados que indicaron un incremento en la resistencia a oxacilina en S. aureus
del 7%, en 1989, a 20% en 1998. Filloy et al., encontraron 4% de resistencia a oxacilina en
687 aislados en el HIM en 1976; Muioz et al., reportaron 0% en 1979 y 20% en 1985 en el
HPCMN, IMSS; Giraud et al. Un 16% en el INNSZ en 1983-1984 y Alpuche-Aranda et al.,
encontraron 5% en la comunidad y 20% en hospital (589 aislados) en 1986-1989 en el HIM.

Un estudio llevado a cabo entre 1998 y 1999 en un hospital de tercer nivel en México
registrd una frecuencia de resistencia a SAMR de 14.2%. Por otra parte, el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y de la Nutricion “Salvador Zubirdn” reporta para SAMR en
bacteriemias en 1990 < 10%, 1991-1995 - 15%, 1996-2000- 26% y 2001-2005 del 26%. En
un estudio realizado en 12 centros mexicanos de junio de 2004 a febrero 2005 se obtuvo
una prevalencia inesperadamente alta en SAMR en comunidad de un 29%, 9/12 centros
participantes tuvieron brotes por S. aureus. Los brotes fueron mas frecuentes en infecciones
nosocomiales y en aislados resistentes a meticilina. Dada la importancia de este
microorganismo y los pocos estudios existentes en México es muy importante dar
seguimiento a los brotes de resistencia en hospitales de S. aureus en los diferentes

hospitales en todo el pais (Melchor, 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Método de Difusién en Agar

Preparacion del Sistema Modelo Glucosa- Lisina

En la figura 4 se observan las soluciones de 50 mL de glucosa al 0.2 M y 50 mL de Lisina
0.2 M. Se mezclaron en relacion 1:1 para obtener un concentracion final de Glucosa-Lisina
al 0.1 M.

Se hizo reaccionar la mezcla Glucosa-Lisina a dos temperaturas distintas y a dos

tiempos: 100 °C por 30 min y 130 °C por 30 min. Este procedimiento se hizo por triplicado.

Preparacion del Estandar de McFarland

Se prepar6é una solucién de BaCl, al 0.048 M y una solucién de H,SO, al 0.18 M. Se
mezclaron 0.5 mL de BaCl; con 95 mL de H.SO, para obtener la turbidez que corresponde
al 0.5 en la escala de McFarland (1-2 X 108UFC/mL).

Se verifico la correcta turbidez en un espectrofotdmetro, ajustando la absorbancia a 625

nm y dando como resultado 0.082 (Debe oscilar entre 0.08-0.13).

Preparacion del In6culo Bacteriano

Se sembrd la cepa certificada ATCC 9144 de Staphylococcus aureus en un agar no
selectivo y se incubo por 24 horas. De una colonia aislada se prepar6 el inoculo en un caldo
nutritivo. La turbidez se ajusté a 0.5 en la escala de McFarland que equivale a 1-2x108
UFC/mL.
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Procedimiento para la Prueba de Difusion en agar

Después de haberse ajustado el inoculo a la escala de McFarland se humedecié un
bastoncillo de algodon estéril en la suspension. Después se gird y presiono el hisopo varias
veces sobre las paredes interiores del tubo, esto para eliminar el exceso de liquido. Después
del ajuste del inoculo se procedi6é a inocular las placas de agar Mueller-Hinton, se repitié
este paso dos veces mas girando 60° para asegurar una distribucién uniforme del inoculo.
Se dej6 entre abierta la caja alrededor de cuatro minutos para eliminar cualquier rastro de

humedad antes de aplicar los discos impregnados.

Aplicacion de los Discos en las Placas Inoculadas

Cada disco se colocé individualmente, cinco por cada caja y con un minimo de distancia de
2.4 cm entre centro y centro de cada disco. Se presiond hacia abajo para asegurar el
contacto completo con la superficie del agar. Se invirtieron las placas y se incubaron a 37 °C

por 24 horas. En los primeros ensayos solo se colocaron dos discos por caja. Figura5.

Lectura de las Placas de Agar e Interpretacion de Resultados

Se midio6 la zona completa de inhibicién incluyendo el disco por la parte posterior de la placa.
Se sujetd la caja unos centimetros por encima de un fondo negro. EI margen de la zona de
inhibicion se considera aquel que no muestre un crecimiento obvio y que se pueda detectar

a simple vista.
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Figura 4. Preparacion del carbohidrato y el aminoéacido. Lisina (A), Glucosa (B).

Figura 5. Aplicacion de los discos en las cajas inoculadas.
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Método de Microdilucién en Placa

Preparacion del Sistema Modelo Glucosa- Lisina

Se prepararon 50 mL de glucosa a tres diferentes concentraciones: 0.4 M, 0.8 My 1.2 My
50 mL de lisina con a tres diferentes concentraciones: 0.4 M, 0.8 My 1.2 M. ambas se
mezclaron respectivamente en relacion 1:1 para obtener mezclas de Glucosa-Lisina de 0.2
M, 0.4 My 0.6 M., estas concentraciones se diluyeron a la mitad (0.1, 0.2, y 0.3 M) en la
microplaca por el volumen afiadido de caldo estéril para realizar el experimento, por lo tanto

las concentraciones finales que se evaluaron fueron 0.1, 0.2, y 0.3 M.

Las mezclas se hicieron reaccionar en un horno a 2 diferentes temperaturas y un

tiempo: 100° C por 30 minutos y 130° C por 30 minutos.

Preparacion del In6culo Bacteriano

Se sembrd la cepa certificada ATCC 9144 de Staphylococcus aureus en un agar no
selectivo y se incubo por 24 horas. De una colonia aislada se prepar6 el inoculo en un caldo
nutritivo. La turbidez se ajusté a 0.5 en la escala de McFarland. Cuando se tomé un volumen
de 5 pL el estandar no necesito diluirse pero cuando se tomaron 10 pL se diluyo 1/10 para

bajar la concentraciéon de UFC en 1x10°.

Procedimiento para la Prueba de Microdilucion en Placa

Después de ajustar el inoculo a la escala de McFarland se procedio a llenar los pocillos de la

microplaca. Se hicieron varias lecturas en el espectrofotometro con diferentes voliimenes.

Primera lectura. En los primeros 4 pocillos (vertical) se colocaron 50 pL de caldo

estéril tripticasa soya mas 5 pL de inoculo bacteriano (control positivo). En los siguientes 4

pocillos (vertical) se colocaron 50 pL de caldo estéril tripticasa soya sin inocular (control
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negativo). En los siguientes 4 pocillos (vertical) se colocaron 50 pL de caldo estéril, 5 uL de
inoculo bacteriano y 55 pL del sistema modelo glucosa lisina 0.2 M (100°C/30 min). En los
siguientes 4 pocillos (vertical) se colocaron 50 L de caldo estéril, 5 pL de inoculo bacteriano
y 55 pL del sistema modelo glucosa lisina 0.4 M (100°C/30 min) y por ultimo en los
siguientes 4 pocillos (vertical) se colocaron 50 pL de caldo estéril, 5 pL de inoculo bacteriano
y 55 L del sistema modelo glucosa lisina 0.6 M (100°C/30 min).

Se realizaron hasta cinco lecturas bajo las mismas condiciones por cuadriplicado,
afadiendo ademas un ensayo extra donde se variaron los volimenes para comprobar que la

tendencia de las curvas fuera la misma. Figura 6.

Para la obtencion de los porcentajes de inhibicién se utilizé la siguiente formula:

) Abso — AAbs
% de inhibicion = Tx 100

Donde
Abs: = Absorbancia cero o primera lectura

AAbs = Absorbancia de la muestra menos la absorbancia cero.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cepa de Staphylococcus aureus

Se comprobd la viabilidad de la cepa certificada sembrandola en un medio no selectivo
(Mueller-Hinton) Figura 7, y en un agar selectivo (Sal y manitol), solo para confirmar que se
trataba de la especie aureus. Figura 8. Por Ultimo se elabor6 una curva de crecimiento para

observar los tiempos de crecimiento (exponencial, fase estacionaria, muerte) de la bacteria.

Método de Difusién en Agar

En la metodologia de difusiébn en agar se aplicaron los discos en las cajas inoculadas,
también se hicieron pocillos en el agar para inocularlos con los productos de la reaccion de
Maillard (PRM). Al revisar las placas después de 24 horas de incubacion no se observé halo
de inhibicién para el caso de las placas con discos, tampoco se observé inhibicion para las
placas con pocillos, esto probablemente es debido a que el sistema modelo tenia una
consistencia un poco viscosa y no alcanzaba a difundir en el agar, lo cual pudo haber

influido en el resultado. Figura 9.

En una de las placas se colocOd la concentracibn mas alta del sistema modelo
Glucosa-Lisina (25 ul de la reaccion a 0.6 M) y se alcanz6 a observar una inhibicién en la
parte central donde se habian colocado los productos de la reaccién de Maillard, también se
aprecié que la reaccién no difundié, ya que se quedd justamente en el lugar donde se
inoculo. Figura 9., con lo cual pudimos comprobar lo dicho anteriormente, la consistencia de
la reaccion impidi6 que esta difundiera en el agar y pudiera ejercer cualquier tipo de
inhibicion. Se aumentd la concentracion para poder ver el comportamiento de los PRM en la
placa inoculada, y se observé que la inhibicién esta relacionada con la concentracion para
esta metodologia (difusiéon en agar), como lo reportan Wu y col., (2012), donde una solucion
de oligbmeros inhibié débilmente a Staphylococcus aureus. La concentracion 0.6 M del
sistema modelo que inhibi6 a S. aureus es importante y por ello se presenta en esta

investigacion, pero la concentracion en estudio es 0.1 M.
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Figura 7. Staphylococcus aureus en agar no selectivo Mueller-Hinton después de 24 horas de
incubacion a 37 °C.

Figura 8. Staphylococcus aureus en Agar Sal y Manitol. Se observa la accion de la manitolasa
con el cambio de color del medio rojo a dorado, caracteristico de esta especie.
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Figura 9. Metodologia de difusién en agar y pocillos. A) Pocillos en agar (sin inhibicion), B)
PRM colocados de manera masiva (sin inhibicion), C) Discos en el agar (sin
inhibicién), D) PRM colocados de manera masiva con concentracion mas alta 0.6 M

(se observa inhibicion)
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Método de Microdilucién en Placa

Debido a los resultados obtenidos en la primera prueba (difusion en agar) se decidid
emplear un método més sensible donde la bacteria pudiera estar en contacto directo con la
los productos de la reaccion de Maillard. EI método seleccionado fue el de microdilucién en
placa. Las figuras 12, 13, 14 y 15 muestran el porcentaje de inhibicién de S. aureus en las
diferentes etapas de crecimiento, dichas figuras fueron construidas a partir de la

absorbancia contra el paso del tiempo en las diferentes fases. (Ver anexo 1)

En la figura 10 se observan los sistemas modelo con sus respectivos tratamientos.
Los resultados obtenidos muestran como la reaccion de Maillard es capaz de inhibir el
crecimiento de S. aureus. En el control (+) se observa que la bacteria crece
exponencialmente y alcanza su punto maximo a las 9 horas de incubacién y al paso del
tiempo comienza a decaer; en cambio, el control (-) se mantiene sin crecimiento desde el
inicio hasta el final de la incubacion, lo cual nos permite asegurar que el experimento fue
llevado a cabo con total esterilidad. En los pocillos que contenian la reaccion de Maillard el
crecimiento normal de S. aureus se vio interrumpido, ya que comparado con el control (+) se

observé un porcentaje de inhibicion alto. Figura 11.

En la misma figura podemos apreciar que las ultimas dos curvas, es decir, las de los
tratamiento de 130°C/30 min 0.2 M y 130°C/30 min 0.3 M sobrepasan a la curva que
corresponde al control +, esto se debe a la coloracion que el sistema modelo tomo después
de los tratamientos, esta coloracién al ser muy oscura transmite menos luz, por lo que la
absorbancia aumenta, sin embargo, se puede observar que de igual manera el crecimiento
de S. aureus se ve interrumpido, aunque para estas Ultimas dos curvas se calculd el
porcentaje de inhibicién, los puntos de corte fueron diferentes a las demas curvas por lo

descrito anteriormente.

Los porcentajes de inhibicion para el sistema modelo glucosa-lisina 100°C/30 min.
0.1 M., se calcularon con la formula descrita anteriormente en materiales y métodos. Tabla
1. También se muestran los resultados obtenidos tomando como punto de partida la
absorbancia del control (+) en 3 puntos: 3, 6 y 9 horas. Suponiendo que en cada punto la
absorbancia en ese momento representaba el 100% se obtuvieron los siguientes resultados:
92.6%, 92.8%, 93.2%. Tabla 2.
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Esto nos indica que durante las 18 horas de incubacion el sistema modelo no
permitid que S. aureus se multiplicara de manera normal y exponencial y en la figura 12 se

muestran los porcentajes de inhibicion alcanzados.

Los porcentajes de inhibicion para el sistema modelo Glucosa-Lisina 100°C/30 min.
0.2 M., fueron a las 3 horas de 95% y alcanzé su punto maximo de inhibicién a las 5 horas
con un 99.9 %. Se observa incluso como es que la curva inicia en un punto y decae por

debajo de este. Figura 13.

El sistema modelo Glucosa-Lisina 100°C/30 min. 0.3 M., alcanz6 su maxima

inhibicién a las seis horas, una hora después que el sistema modelo anterior. Figura 14.

El sistema modelo Glucosa-Lisina 130°C/30 min. 0.1 M., alcanzo su punto maximo de
inhibicién a las dos horas con 30 minutos, con los cual podemos poner de manifiesto que

esta sistema modelo fue el mas 6ptimo. Figura 15.

Uno de los sistemas modelo mas estudiado es la interaccion del quitosano con el
xilano, donde estudios previos han demostrado que a mayor calentamiento la actividad
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus aumenta (Li y col., 2011), como fue el caso
de los sistemas modelo utilizados en este trabajo de investigacion, donde el sistema modelo

gue se sometié a 130°C a una concentracion de 0.1 M inhibié por completo a S. aureus.

En el 2013 Zhu y col., demostraron la capacidad antimicrobiana de los conjugados
del sistema modelo quitosano-xilosa en varias cepas patégenas entre ellas S. aureus y
calcularon la CMI, poniéndose de manifiesto que en las primeras 6 horas del crecimiento
bacteriano la CMI que se necesitaba para inhibirla era mayor. Este estudio coincidia con el

gue presentaron Huang y Chen en 2007.

En la tabla 1 se observan los porcentajes de inhibicién alcanzados por cada sistema
modelo durante las 18 horas de incubacién. Se aprecia como el sistema modelo glucosa-
lisina 130°C/30 min 0.1 M es él llega al punto maximo de inhibiciébn en menor tiempo. Estos
porcentajes fueron obtenidos aplicando la formula descrita anteriormente y ajustando la
absorbancia con el inoculo bacteriano inicial, ya que los porcentajes estan basados en el

crecimiento que tuvo S. aureus durante la incubacion.
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100°C/30 min

130°C/30 min

Figura 10. Sistemas modelo Glucosa-Lisina después del tratamiento a diferentes

concentraciones
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Figura 11. Resultados obtenidos después de 18 horas de incubacion.
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Tabla 2. Rangos de los porcentajes de inhibicibn comparados con el crecimiento maximo del

control (+). Se muestran a partir los 15 minutos hasta las 9 horas.

Sistema Glu-Lis Glu-Lis Glu-Lis Glu-Lis Glu-Lis Glu-Lis

odelo 100/30 min 100/30 100/30 min  130/30 min  130/30 min  130/30 min

Tiempo 0.1M min 0.2 M 0.3 M 0.1 M 0.2M 03 M

15 95.2 95.3 95.26 95.25 93.44 95.43

30 94.84 95.08 95.08 94.96 91.74 95.13

45 94.57 94.92 94.97 95.07 89.1 94.96

60 94.34 94.86 94.87 94.83 87.18 94.41

75 94.02 94.7 94.7 94.63 84.43 93.26

90 93.76 94.6 94.48 94.57 83.61 92.1

105 93.52 94.58 94.64 94.67 83.43 89.4

120 93.3 94.54 94.58 94.84 81.34 88.57

135 93.08 94.65 94.55 95.03 81.93 88.57

150 92.97 94.64 94.52 95.25 83.26 88.88

165 92.78 94.72 94.51 95.53 83.74 88.78

180 92.68 94.81 94.52 95.8 84.47 89.82

195 92.66 94.844 94.52 96.07 84.93 90.48

210 92.644 94.88 94.47 96.36 85.3 91.91

225 92.7 94.96 94.5 96.55 86.26 92.41

240 92.77 95.06 94.6 96.78 86.88 93.55

255 92.73 95.12 94.68 96.96 88.32 94.76

270 92.8 95.22 94.81 97.15 89.1 96.43

285 92.81 95.28 94.88 97.28 90.34 97.31

300 92.811 95.35 94.92 97.2 91.26 98.82

315 92.82 95.44 95 97.13 92.23 99.91

330 92.87 95.53 95.11 97 93.11

345 92.877 95.56 95.17 96.85 93.82

360 92.86 95.62 95.23 96.91 94.36

375 92.86 95.68 95.33 97.07 95.13

390 92.84 95.75 95.4 97.13 95.44

405 92.85 95.81 95.48 97.25 96.04

420 92.88 95.88 95.56 97.43 96.96

435 92.87 95.95 95.65 97.62 98.16

450 92.9 96.01 95.74 97.75 98.77

465 92.98 96.08 95.86 97.95 99.92

480 93.06 96.12 95.94 98.15

495 93.06 96.22 96.04 98.44

510 93.12 96.28 96.16 98.744

525 93.18 96.36 96.23 98.96

540 93.2 96.46 96.377 99.25

Rangos de 92-95 % 94-96 % 94-96 % 94-99 % 88-99 %

Inhibicidn
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Como se observa en la figura 11 el modelo que inhibi6 por completo a
Staphylococcus aureus fue el que se someti6 a 130° C por 30 minutos con una
concentracion de 0.1 M. Esto nos indica que la capacidad antimicrobiana de los productos
de la reaccién de Maillard depende mas de la temperatura a la cual son sometidos, que de
la concentracién o el tiempo de calentamiento, ya que el sistema modelo que posee la
misma concentracion y fue calentado igual por 30 minutos pero a una temperatura menor,

presentd menor porcentaje de inhibicion. Figura 12.

Asimismo todos los tratamientos a los cuales fueron sometidas las diferentes
concentraciones de los PRM presentaron capacidad antimicrobiana, algunos en menor
medida que otros. Figura 11. En la mayoria de los casos primero se observa como S. aureus

comienza a crecer ligeramente, para después empezar a decaer al poco tiempo.

En la figura 15 se observa la curva de crecimiento para el sistema modelo glucosa-
lisina 130° C/30 minutos 0.1 My el efecto de la incubacion no permite que la bacteria crezca
o se desarrolle, lo cual nos permite afirmar que a esa concentracion y a ese tratamiento S.

aureus no crecera.

En la tabla 2 se muestran los porcentajes de inhibicion de la fase logaritmica del
crecimiento bacteriano y se observa que los sistemas modelo mas concentrados alcanzan el
99-100% mas rapido. Por ejemplo si comparamos los dltimos tres sistemas modelo que
fueron sometidos a 130°C/30 minutos a diferentes concentraciones se aprecia que el de 0.1
M alcanza su punto maximo de inhibicion a las nueve horas, en cambio el de 0.2 M a las

sietes horas con 45 minutos y por ultimo el de 0.3 M a las cinco horas.

Una vez gue estos sistemas modelo alcanzaron su punto maximo de inhibicién los
porcentajes comienzan a subir por arriba de 100% especificamente para los ultimos dos que
tienen concentracion de 0.2 My 0.3 M, esto se debe a la misma naturaleza de la férmula
con la que se obtuvieron los porcentajes y del comportamiento de la fase de muerte de S.
aureus, ya gue estos dos sistemas modelo alcanzaron su punto maximo de inhibicién antes
de la fase de muerte del control + con el que fueron comparados todos los sistemas modelo,
por lo tanto al calcular el porcentaje de inhibicion la Absny caia por debajo de la Abs inicial
dando como resultado que la division en la formula diera mayor a 1 y con ello el resultado
fuera mayor a 100. Todo esto se ve reflejado en la tabla 1 en los Gltimos dos sistemas

modelo.
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Las melanoidinas son compuestos de alto peso molecular que se forman en la etapa
final de la reaccion de Maillard yestdn ampliamente distribuidas en la comida.Presentan
diferentes propiedades funcionales in vitro tales como antioxidante, antihipertensiva,

guelacion de metales y efecto antimicrobiano. (Rufian-Henares y Morales, 2006)

Aunque en este estudio no se caracterizaron dichas melanoidinas, se consideran como
productos de la reaccion de Maillard y por el color obtenido en nuestros sistemas modelo
podriamos decir que estan presentes. El mecanismo exacto de la actividad antimicrobiana
de los PRM aun no es claro y contindan las investigaciones para tratar de dilucidarlo como

se menciona a continuacion.

Einarsson y col., en 2005 propusieron que la fraccion molecular pesada del sistema
modelo azlcar-amino&cido podria desarrollar la accién antimicrobiana por uniones con
metales esenciales tales como fierro. Sin embargo, Einarsson refiere en otro articulo que la
actividad antimicrobiana interfiere con la captacion de serina, glucosa y oxigeno, inhibiendo
el catabolismo enzimatico de azucares de los microorganismo o su potencial actividad
antioxidante, lo cual evita que la bacteria se reproduzca ya que a falta de produccion de

energia, todo los mecanismo de divisioén celular se detienen.

Recientemente un mecanismo de dafio a la membrana ha sido propuesto como
explicacién para la actividad bactericida de las melanoidinas aisladas de café (Rufian-

Henares y Morales, 2008).

Los resultados en la literatura parecen indicar que la actividad antimicrobiana de las
melanoidinas podria estar relacionada con su carga anidnica y su habilidad para quelar
algunos metales tales como Fe, Zn y Cu, los cuales son esenciales para el crecimiento y la

supervivencia de una bacteria patégena (Wen y col., 2005).

Se han observado 3 diferentes mecanismos como posible explicacién a la capacidad
antimicrobiana de la reaccién de Maillard, 2 de ellos podrian aplicar en el método que se
utilizé para llevar a cabo esta investigacion. Recordemos que las melanoidinas (producto
final de la reaccion de Maillard) poseen capacidad quelante, dichas melanoidinas pueden
formar complejos con iones Fe®* y también pueden captar iones Mg?* de la membrana
celular bacteriana provocando la desorganizacion de la misma, sin embargo la accion letal
gue provoca la muerte celular esta mediada por otros mecanismos diferentes que adn no se

conocen. (Rufian-Henares y De la Cueva, 2009). Figura 16.

37



Staphylococcus aureus es un bacteria Gram (+) lo cual la hace mas sensible a los
antimicrobianos debido a la baja permeabilidad de su membrana, ya que esta se encuentra

rodeada por una capa gruesa de peptidoglucano, la cual puede ser facilmente reorganizada
por las melanoidinas. (Morales y col., 2005)

Célula microbiana
Dentro

Fuera

Melanoidinas

Melanoidinas

Desorden de la
membrana celular

A

g
:

Melanoidinas | Slderln

v/l
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Figura 16. Mecanismo propuesto para la capacidad antimicrobiana de las melanoidinas. Fuente:
Rufian-Henares JA, De la Cueva SP. 2009. Antimicrobial activity of Coffe Melanoidins

a Study of Their Metal-ChelatingProperties. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 572 (2009) 432-438.




La estructura quimica de las melanoidinas aun no ha sido completamente dilucidada
pero son parte importante de la reacciébn de Maillard al igual que los productos que se
generan en ella. Como se observa en la figura 16 las melanoidinas pueden formar
complejos con distintos metales, lo cual en el caso de las bacterias provoca su inhibicion. A
pesar de que no se caracterizaron los compuestos evaluados en este trabajo, la bibliografia

refiere que los productos finales o coloridos son las melanoidinas.

Aun faltan muchos estudios para poder entender completamente la reaccion de Maillard
y todas las propiedades que presenta y que aln se investigan, pero es importante resaltar
gue investigaciones como esta nos acercan un poco mas a conocer los diferentes
mecanismos que emplean estos compuestos para ejercer las diferentes propiedades que

presentan.

Estos resultados refuerzan la idea que los productos de Maillard (aun no caracterizados)
solubles en agua pueden ser buenos candidatos para formar agentes naturales con

capacidad antimicrobiana en los procesos térmicos los alimentos.
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CONCLUSIONES

Se comprobdé mediante el método de microdilucion en placa que los productos de la
reaccion de Maillard poseen capacidad antimicrobiana contra Staphylococcus

aureus.

Se observo la tendencia de inhibicion entre 60 y 99% que todos los sistemas modelo
bajo las concentraciones estudiadas en este trabajo ejercen sobre Staphylococcus

aureus.

Se comprob6é que la capacidad antimicrobiana de los productos de la reaccién de

Maillard es observable en placas de agar a partir de concentraciones de 0.4 M.

Se observo que a mayor concentracion la inhibicion era mas evidente y alcanzaba su

punto maximo en menor tiempo.

Los productos de la reaccion de Maillard debido a la variedad de propiedades que
presentan, y con base en los resultados obtenido en este trabajo de investigacion
cobran vital importancia para su empleo en alimentos funcionales o inocuidad de los

alimentos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion refuerzan la idea que los productos
de Maillard (aun no caracterizados) solubles en agua pueden ser buenos candidatos
para formar agentes naturales con capacidad antimicrobiana en los procesos

térmicos los alimentos.
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ANEXOS

Lectura | tiempo | control | control | 100°C/ 100°C/ 100°C/ | 130°C/ | 130°C/ | 130°C/
medio + - 30 min 30 min 30 min | 30 min | 30 min | 30 min
[min] 0.1 M 0.2M 0.3 M 0.1 M 0.2M 0.3 M

1 0,0000 | 0,0508 | 0,0417 | 0,0615 | 0,1094 | 0,1738 | 0,2486 | 1,2049 | 1,6637
2 15,%00 0,0536 | 0,0416 | 0,0631 | 0,1101 | 0,1748 | 0,2497 | 1,2223 | 1,6632
3 30,0000 0,0584 | 0,0417 | 0,0662 | 0,1119 | 0,1763 | 0,2522 | 1,2375 | 1,6657
4 45,0000 0,0658 | 0,0418 | 0,0685 | 0,1133 | 0,1772 | 0,2511 | 1,2612 1,65672
5 60,0000 0,0765 | 0,0416 | 0,0708 | 0,1140 | 0,1783 | 0,2535 | 1,2786 1,65724
6 75,(())00 0,0933 | 0,0419 | 0,0734 | 0,1152 | 0,1796 | 0,2550 | 1,3031 | 1,6824
7 90,(())00 0,1124 | 0,0419 | 0,0757 | 0,1161 | 0,1815 | 0,2555 | 1,3105 1,65929
8 10&?,00 0,1338 | 0,0416 | 0,0782 | 0,1165 | 0,1804 | 0,2549 | 1,3124 | 1,7175
9 12%(,)00 0,1591 | 0,0417 | 0,0801 | 0,1168 | 0,1808 | 0,2533 | 1,3311 | 1,7248
10 1305?00 0,1903 | 0,0416 | 0,0821 | 0,1159 | 0,1812 | 0,2517 | 1,3259 1,75249
11 15%?00 0,2236 | 0,0415 | 0,0832 | 0,1161 | 0,1816 | 0,2498 | 1,3140 | 1,7222
12 1605?00 0,2582 | 0,0415 | 0,0849 | 0,1154 | 0,1817 | 0,2473 | 1,3097 1,75231
13 18(())(,)00 0,2931 | 0,0415 | 0,0858 | 0,1146 | 0,1816 | 0,2449 | 1,3031 | 1,7138
14 19%(,)00 0,3259 | 0,0415 | 0,0860 | 0,1143 | 0,1816 | 0,2424 | 1,2990 | 1,7078
15 21(())(,)00 0,3664 | 0,0416 | 0,0861 | 0,1138 | 0,1819 | 0,2397 | 1,2956 1,65948
16 22%(,)00 0,3934 | 0,0417 | 0,0855 | 0,1130 | 0,1816 | 0,2379 | 1,2868 1,65902
17 24(())(,)00 0,4274 | 0,0417 | 0,0848 | 0,1121 | 0,1807 | 0,2358 | 1,2812 1,65800
18 25%(,)00 0,4546 | 0,0419 | 0,0850 | 0,1114 | 0,1797 | 0,2340 | 1,2681 1,65689
19 27(())(,)00 0,4895 | 0,0419 | 0,0844 | 0,1105 | 0,1786 | 0,2323 | 1,2611 | 1,6539
20 28%(,)00 0,5181 | 0,0419 | 0,0843 | 0,1099 | 0,1779 | 0,2311 | 1,2499 | 1,6459
21 30%(,)00 0,5493 | 0,0422 | 0,0840 | 0,1090 | 0,1773 | 0,2316 | 1,2413 1,65320
22 31%(,)00 0,5899 | 0,0422 | 0,0839 | 0,1082 | 0,1766 | 0,2322 | 1,2326 1,65195
23 33%(,)00 0,6161 | 0,0423 | 0,0833 | 0,1073 | 0,1755 | 0,2333 | 1,2246 | 1,6084
24 34%(,)00 0,6350 | 0,0426 | 0,0830 0,1067 0,1746 | 0,2343 | 1,2179 1,5257
25 36;())200 0,6535 | 0,0428 | 0,0829 0,1060 0,1739 | 0,2336 | 1,2128 1,55;333

45




26 375,00 | 0,6733 | 0,0429 | 0,0828 0,1053 0,1729 | 0,2320 | 1,2058 | 1,5723
27 39(())(,)00 0,6955 | 0,0432 | 0,0827 0,1044 0,1720 | 0,2312 | 1,2027 | 1,5610
28 40%(,)00 0,7220 | 0,0433 | 0,0825 0,1038 0,1711 | 0,2300 | 1,1972 1,5213
29 42(())(,)00 0,7539 | 0,0435 | 0,0820 0,1029 0,1702 | 0,2282 | 1,1887 1,5259
30 43%(,)00 0,7801 | 0,0437 | 0,0819 0,1021 0,1692 | 0,2263 | 1,1777 1,55260
31 45(())(,)00 0,8069 | 0,0439 | 0,0815 0,1014 0,1682 | 0,2249 | 1,1720 1,55111
32 46%?00 0,8283 | 0,0439 | 0,0807 0,1007 0,1671 | 0,2231 | 1,1617 1:96
33 48?)?00 0,8384 | 0,0439 | 0,0800 0,1004 0,1664 | 0,2213 | 1,1528 | 1,482
34 49%?00 0,8570 | 0,0439 | 0,0800 0,0995 0,1655 | 0,2187 | 1,1413 | 1,4687
35 51%?00 0,8781 | 0,0439 | 0,0795 0,0989 0,1644 | 0,2160 | 1,1311 1,45542
36 52%(,)00 0,8964 | 0,0439 | 0,0789 0,0982 0,1638 | 0,2140 | 1,1242 1,4?41
37 54%(,)00 0,9113 | 0,0439 | 0,0788 0,0973 0,1625 | 0,2114 | 1,1158 | 1,4256
38 55%(,)00 0,9089 | 0,0439 | 0,0785 0,0968 0,1615 | 0,2096 | 1,1127 | 1,4049
39 5700?00 0,8964 | 0,0439 | 0,0784 0,0960 0,1605 | 0,2080 | 1,1027 1,35931
40 5805?00 0,8881 | 0,0439 | 0,0783 0,0957 0,1595 | 0,2059 | 1,1034 1,35747
41 6000?00 0,8717 | 0,0439 | 0,0779 0,0951 0,1589 | 0,2044 | 1,1001 | 1,3583
42 6105?00 0,8610 | 0,0439 | 0,0777 0,0943 0,1579 | 0,2014 | 1,0917 | 1,3394
43 63(())(,)00 0,8365 | 0,0439 | 0,0777 0,0940 0,1571 | 0,1966 | 1,0814 1,35242
44 64%(,)00 0,7903 | 0,0439 | 0,0774 0,0932 0,1564 | 0,1934 | 1,0697 | 1,3058
45 66(())(,)00 0,7298 | 0,0439 | 0,0774 0,0927 0,1553 | 0,1922 | 1,0608 | 1,2891
46 67%(,)00 0,6670 | 0,0439 | 0,0774 0,0921 0,1542 | 0,1878 | 1,0473 1,25704
47 69(())(,)00 0,6127 | 0,0439 | 0,0770 0,0915 0,1536 | 0,1810 | 1,0365 1,25537
48 70%(,)00 0,5375 | 0,0439 | 0,0770 0,0910 0,1532 | 0,1788 | 1,0219 | 1,2347
49 72%(,)00 0,4620 | 0,0439 | 0,0770 0,0903 0,1518 | 0,1761 | 1,0097 | 1,2171
50 73%(,)00 0,3884 | 0,0439 | 0,0769 0,0900 0,1509 | 0,1769 | 0,9949 1,15956
51 75%(,)00 0,3144 | 0,0439 | 0,0769 0,0893 0,1501 | 0,1745 | 0,9854 1,1577
52 76%(,)00 0,2450 | 0,0439 | 0,0768 0,0888 0,1495 | 0,1723 | 0,9739 | 1,1558
53 78(())(,)00 0,1842 | 0,0439 | 0,0768 0,0885 0,1486 | 0,1721 | 0,9609 1,15349
54 79%(,)00 0,1337 | 0,0439 | 0,0767 0,0880 0,1476 | 0,1682 | 0,9406 1,15136
55 81(())(,)00 0,0996 | 0,0439 | 0,0767 0,0876 0,1469 | 0,1656 | 0,9267 | 1,0876

46




00

56 825,00 | 0,0801 | 0,0439 | 0,0767 0,0871 0,1461 | 0,1626 | 0,9158 | 1,0654
57 84(())(,)00 0,0724 | 0,0439 | 0,0765 0,0866 0,1453 | 0,1598 | 0,9010 1,054)107
58 85%(,)00 0,0662 | 0,0439 | 0,0763 0,0864 0,1447 | 0,1577 | 0,8859 1,0?72
59 87(())(,)00 0,0595 | 0,0439 | 0,0763 0,0860 0,1439 | 0,1552 | 0,8695 0,9206
60 88%(,)00 0,0546 | 0,0439 | 0,0762 0,0859 0,1433 | 0,1525 | 0,8543 0,9%30
61 90(())(,)00 0,0487 | 0,0439 | 0,0752 0,0853 0,1423 | 0,1487 | 0,8341 0,9241
62 91%?00 0,0446 | 0,0439 | 0,0745 0,0852 0,1415 | 0,1461 | 0,8120 0,9505
63 93%?00 0,0425 | 0,0439 | 0,0726 0,0847 0,1408 | 0,1431 | 0,7916 | 0,8737
64 94%?00 0,0410 | 0,0439 | 0,0720 0,0847 0,1403 | 0,1402 | 0,7740 0,85422
65 96%(,)00 0,0404 | 0,0439 | 0,0714 | 0,0842 0,1395 | 0,1374 | 0,7559 | 0,8083
66 97%(,)00 0,0413 | 0,0439 | 0,0710 0,0840 0,1389 | 0,1346 | 0,7367 | 0,7731
67 99%(,)00 0,0410 | 0,0439 | 0,0700 0,0835 0,1381 | 0,1314 | 0,7170 | 0,7360
68 10%%,0 0,0408 | 0,0439 | 0,0650 0,0833 0,1375 | 0,1282 | 0,6961 0,65975
69 10028,0 0,0407 | 0,0439 | 0,0600 0,0827 0,1366 | 0,1264 | 0,6745 | 0,6552
70 IOOCgSO,O 0,0405 | 0,0439 | 0,0548 0,0824 0,1358 | 0,1224 | 0,6527 0,6?.16
71 100508,0 0,0405 | 0,0439 | 0,0500 0,0819 0,1353 | 0,1194 | 0,6311 | 0,5764
72 1(3%%,0 0,0405 | 0,0439 | 0,0421 0,0813 0,1346 | 0,1165 | 0,6084 0,55522

47




