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RESUMEN

En este estudio se evalud el efecto de diferentes
solventes para la extraccion de sustancias bioactivas de la
cascara y brote de la papa, variedad Fianna. Para definir la
mejor extracciéon con solventes como agua (Ac), hidréxido de
amonio (HA) y etanol-acido (EA), se realizé un estudio fitoqui-
mico y antimicrobiano donde se utilizaron a bacterias como
E.coliO157:H7, S. typhimurium, L. ivanoviiy S. aureus. En todos
los extractos de cascara y brote se observé variabilidad en los
parametros analizados, dependiendo de los solventes de ex-
traccién. Los resultados del analisis fitoquimico mostraron la
presencia de varios grupos de compuestos como alcaloides,
glucidos y esteroides. La extraccion Ac no presenté actividad
antibacteriana y las extracciones HA y EA resultaron ser
mas efectivas en la eliminacion de S. aureus y L. ivanovii. E.
coli O157:H7, por el contrario S. typhimurium mostré6 mayor
resistencia a estos tipos de extractos. Para el andlisis de
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién mi-
nima bactericida (CMB) se utiliz6 el extracto EA por resultar
el de mayor actividad antimicrobiana. La CMI resulté entre
6.25 a 50 mg/mLy la CMB 25 y >50 mg/mL. Estos resultados
permiten argumentar el potencial aprovechamiento de estos
extractos.
Palabras clave: Solanum tuberosum, extractos, antimicrobia-
nos.

ABSTRACT

In this study the effect of different solvents for ex-
traction of bioactive substances from peel and sprout of
the potato variety Fianna were evaluated. To define the best
extraction with solvents such as water (Ac), ammonium hy-
droxide (HA) and ethanol-acid (EA), a phytochemical study
was conducted and an antimicrobial evaluation with the
bacteria E. coli 0157:H7, S. typhimurium, S. aureus and L. iva-
novii. A variability was detected in peel and sprout extracts
between solvent of extraction. The phytochemical analysis
showed the presence of several groups of compounds
among which included alkaloids, steroids and carbohydrates.
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The antimicrobial evaluation showed that the Ac extractions
exhibited no antibacterial activity and HA and EA extractions
were more effective in eliminating S. aureus and L. ivanovii. E.
coli 0157: H7. In contrast S. typhimurium showed increased
resistance to these extracts. For the minimum inhibitory con-
centration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) analysis, EA extract was used due to its higher antimi-
crobial activity. The MIC was between 6.25 to 50 mg/mL and
25 MBC and > 50 mg/mL. These results allows to consider the
potential use of these extracts.

Keywwords: Solanum tuberosum, extracts, antimicrobial

INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum) es cultivada en casi todo
el mundoyy se ha examinado desde el punto de vista nutricio-
nal y toxicolégico (Van der Zaag, 1983). Algunas investigacio-
nes han reportado que tiene propiedades antihipertensivas
(Vlachojannis et al., 2010), anticancerosas (Seun, et al., 2006)
y antimicrobianas (Jin et al., 2009). Sin embargo, los subpro-
ductos como la cascara y los brotes, no son aprovechados y
se consideran residuos de la agroindustria (Charmley et al.,
2006); ademas de representar problemas de depésitos que
son propensos a descomposicion microbiana rapida, también
suelen ser convertidos en alimento no balanceado para ga-
nado, provocando en ocasiones intoxicacién en los animales,
puesto que el tubérculo de papa contiene una serie de meta-
bolitos téxicos como los glicoalcaloides solanina y chaconina
(Barceloux, 2009) y otras sustancias presentes en la cascara
de papa, como calistegina A3y B2, que actian como defensa
quimica contra bacterias, virus e insectos (Friedman, 2004).
Estudios previos han encontrado diferentes niveles de estas
sustancias en distintas variedades de papa y diferentes par-
tes de la planta tales como, céscara, raiz, brote, hojas y pulpa
(Friedman et al., 2003; Pia et al., 2009). Otras investigaciones
han documentado, que los compuestos fendlicos presentes
en la papa, ademas de mostrar capacidades antioxidantes,
presentan propiedades antimicrobianas (Sotillo et al., 1998).
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Por otra parte, también se ha estudiado la actividad
antimicrobiana de los extractos de la pulpa de papa en dis-
tintas variedades (Mi-Youn et al., 2004). Sin embargo, se han
realizado pocos trabajos donde evalien la actividad antimi-
crobiana de los extractos obtenidos tanto de la cdscara como
de los brotes. Un aspecto importante en la extraccion de
sustancias bioactivas es la seleccion del método adecuado
de extraccion, debido a la diferente naturaleza de las mismas
(Amado et al.,, 2014). Con base a lo anterior, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de extrac-
tos de cascara y brote de papa, sobre E. coli 0157:H7 (ATCC
4390), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Listeria ivanovii
(ATCC 19119) y Staphylococcus aureus (ATCC 65384), asi como
realizar un estudio preliminar fitoquimico de cada uno de los
extractos, utilizando como solventes de extraccién al agua
(Ac), hidréxido de amonio (HA) y etanol-acido (EA).

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se utilizaron residuos de cascara y brote de papa (So-
lanum tuberosum) variedad Fianna, cultivada en el valle del
Yaqui en Sonora, México. Los tubérculos se enjuagaron tres
veces con agua destilada, tras ser descontaminados con de-
tergente no-iénico. Se secaron y pelaron manualmente para
obtener la cascara. Los brotes se separaron manualmente.

Microorganismos utilizados

Los extractos fueron evaluados contra cuatro cepas
bacterianas, las cuales fueron E. coli O157:H7 (ATCC 4390),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Listeria ivanovii (ATCC
19119) y Staphylococcus aureus (ATCC 65384).

Extraccion acuosa (Ac)

Las muestras de cascara y brote fueron secadas en
un horno al vacio a una temperatura de 45°C por 24 h. Se
pulverizaron en una licuadora doméstica (proctox-silex, mo-
delo 50171). El polvo se disolvié en agua en una relacién 1:5
y se realizé un macerado por 24 h. La infusidn fue filtrada en
papel Whatman No. 1 utilizando una bomba de vacio (Rocker
300). Posteriormente la muestra se liofilizd y se almacené a
-20°C hasta su analisis.

Obtencion de los extractos etandlicos-acidificados (EA)

En la extraccién etanol-acido cada parte anatémica
(cascara, brote) se sometié a secado y molienda de acuerdo
a la metodologia de extraccién acuosa. Para la preparacion
de los extractos, 35 g de muestra seca pulverizada se homo-
genizaron en 175 mL de la solucion extractora (etanol 95% y
acido acético al 5%) en una relacion 95:5. Se dej6 en agitacion
constante por 12 h en una parilla de agitacién (IKA C- MAG,
modelo HS7) y en reposo por 72 h en completa obscuridad.
La muestra se filtré al vacio con papel Whatman No.1 y el
solvente se evapord al vacio en un rotavapor (Buchi Heating
Bath B-490, Buchi Rotvapor R-200) a una temperatura de 40
°C.

Obtencion de los extractos con Hidroxido de amonio (HA)

Para la extraccion con hidréxido de amonio (NH,OH),
se siguio la metodologia de Sanabria et al. (1991) y Haddadin
et al. (2001), con algunas modificaciones. Se realizé el mis-
mo procedimiento de secado, triturado y macerado que el
extracto EA y se concentr6é en un rotavapor (marca Biichi,
modelo Brikman 461) a una temperatura de 45°C y 60 rpm,
hasta obtener una consistencia siruposa. El concentrado fue
resuspendido en 10 mL de 4cido acético al 5%, se filtré y ca-
lentd a 70°C en bafio maria. La muestra fue reposada por 12
hy se agregé NH,OH hasta lograr un pH 10, se obtuvo un pre-
cipitado, el cual se separé por filtracion en papel Whatman
No.1. El papel filtro se lavd con agua a 4°C y acido acético al
5%. La muestra se secé en un horno al vacio a 45°C por 24 h.

Analisis fitoquimico

A todos los extractos se les realizé pruebas de precipi-
tacién y coloracion para determinar la presencia de alcaloi-
des (reaccién de Dragendorff), glucidos (reaccion de Fehling)
y saponinas (prueba de Lieberman-Buchard), de acuerdo a la
metodologias descrita por Dominguez, (1985) y Jingna et al.
(2007).

Ensayos microbioldgicos

La susceptibilidad antimicrobiana se evalué con el
método Kirby-Bauer (halos de inhibiciéon), de acuerdo al mé-
todo descrito por Andrews (2001), con algunas modificacio-
nes. Cien uL de la suspensién de bacteria en concentracién
10® UFC/mL fueron extendidas en placas con agar Mueller
Hinton. Se colocaron discos de papel filtro con un didmetro
de 6 mm sobre las placas, impregnandolos con 40 uL de
extracto disuelto en dimetil sulféoxido (DMSO) al 5%. Ambos
extractos fueron evaporados a temperatura ambiente. Las
placas fueron incubadas a 37°C. Después de 24 h se midié
la inhibicién. Los tratamientos con DMSO fueron utilizados
como testigos. El experimento fue repetido tres veces, repor-
tando los valores promedio.

Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de los ex-
tractos con actividad antibacteriana se determiné mediante
la técnica de dilucidon en caldo Mueller-Hinton. Para ello, el
extracto se liofilizé en un equipo freezone Labconco 4.5y se
disolvié en DMSO al 5%, preparando una serie de concen-
traciones crecientes. Las concentraciones estudiadas fueron
3.12, 6.25, 12.5, 25 y 50 mg/mL. A cada tubo se le agreg6
caldo Mueller-Hinton para tener un volumen final de 2 mL.
Finalmente, se agregaron 100 pL de in6culo en una concen-
tracion 108 UFC/mL, se incubé a 37°C por 24 h. Se determiné
la turbidez de cada tubo, siendo la menor concentracién y sin
turbidez el que contuvo la CMI.

Concentracion minima bactericida

Para determinar la concentracién minima bactericida
(CMB), se tomé una alicuota de 100 pL de las dos concentra-
ciones mas bajas que inhibieron las bacterias y se inocularon

)
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en una placa con agar Mueller-Hinton, realizando la exten-
sion de la muestras utilizando perlas de vidrio estériles. Se
incubo a 37°C por 24 h y las placas fueron comparadas con el
control (-) donde no existia crecimiento. La concentracion de
extracto que no mostré crecimiento fue la CMB.

Disefo experimental

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos se determino a través de un experimento indepen-
diente para cada una de las cuatro especies bacterianas estu-
diadas. El disefio estadistico fue totalmente al azar, con tres
repeticiones, la variable de respuesta fue mm de inhibicién.
En el andlisis de los distintos tratamientos se asumio (P<0.05).
Se utilizo6 el paquete estadistico Stat Graphics versién 4. El re-
conocimiento de la CMl y la CMB se evalué con los extractos
EA para cada microorganismo y se realizé con experimentos
al azar con dos repeticiones.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis fitoquimico

La tabla 1, muestra el analisis fitoquimico de los ex-
tractos de cascara y brote de la papa. Se puede observar que
los alcaloides estuvieron presentes en todos los extractos,
excepto en el extracto Ac de la cascara. La mayor presencia
de alcaloides se observé en los extractos HA y EA. Esto proba-
blemente se deba a la naturaleza quimica de los componen-
tesy ala capacidad que tienen los alcoholes acidificados para
disminuir la presencia de polisacaridos, debido a que estos
son eliminados en la hidrélisis acida con el rompimiento de
enlaces glicosidicos, favoreciendo la extraccién de compues-
tos alcaloidales (Sanabria et al., 1991). La mayor precipitaciéon
de glucidos se observé en los extractos Ac, lo que revela un
incremento en la cantidad de carbohidratos reductores pre-
sentes en estos extractos. Los tres metabolitos analizados, se
diferenciaron en abundancia, lo cual probablemente se deba
al solvente utilizado para la extraccién de los mismos. Asimis-
mo, estudios previos han reportado que las plantas como la
papa generan un gran numero sustancias bioactivas, muchas
de las cuales sélo son detectadas en concentraciones varia-
bles, ya que la cantidad y composicion de las mismas no es

Tabla 1. Andlisis fitoquimico de los extractos de céscara y brote de papa
(Solanum tuberosum).
Table 1. Phytochemical analysis of peels and sprouts extracts of potato

(Solanum tuberosum).

Tipo de Componentes
A Muestra . i .
extraccion Alcaloides Esteroides Glucidos
Ac Cdscara - - +++
Brote ++ ++ +++
EA Céscara  ++ ++ ot
Brote +++ ++ +++
HA Céscara ++ ++ ++
Brote +++ + +++

(-) Ausente. (+) Poca cantidad (++) Mediana cantidad (+++) Abundante
cantidad
(-) Not present. (+) Small amount (++) Median amount (+++) high amounts

\ ,
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constante y depende del tipo de tejido, edad de la planta, su
habitat y el tipo de suelo (Dimenstein et al., 1997; Friedman,
2004).

Estudios antimicrobianos

En este analisis actualmente no se tienen criterios
estandares que permitan definir las actividades antimicro-
bianas de los extractos de productos naturales. Sin embargo,
para fines de este estudio se utilizé el método de Kirby Bauer,
con el fin de establecer si las bacterias presentaban sensibili-
dad a los extractos a través de halos de inhibicién. Para este
estudio se realizé una adaptacién del método descrito por
Mi-Youn et al. (2004), quienes clasificaron la actividad anti-
microbial de extractos de papa. El criterio utilizado fue de la
siguiente manera: 20 mm, fuerte; 13-20 mm, moderada; 6-12
mm, débil y; < 6 mm, sin respuesta. En la tabla 2 se mues-
tran la actividad antimicrobiana de los diferentes extractos,
se observan inhibiciones entre débiles y moderadas en las
bacterias ensayadas, donde el rango oscil6é de 8 a 14.4 mm. El
sistema de extraccion Ac, no mostré actividad en ninguna de
las cepas evaluadas. Por el contrario, los sistemas EA y HA, de
cascara de papa presentaron mayor actividad con valores de
halos de inhibicién entre 10-14.33 y 9.21-12.33 mm, respecti-
vamente, presentando mayor sensibilidad las bacterias S. au-
reus y L. ivanovii, con respecto a E. coli O157:H7 y Salmonella.
Estos resultados son similares a los encontrados por Rauha
et al. (2000), quienes reportaron que extractos de pulpa de
papa presentan actividad antimicrobiana ante S. aureus, el
cual es un organismo patdégeno que se puede transmitir en
los alimentos y concluyeron que los compuestos fendlicos,
especialmente los flavonoides eran los responsables de di-
cha actividad. Asi mismo, Becorral-Lobo et al. (2002) reporta-
ron que los péptidos de la papa tienen capacidad citotdxica
sobre bacterias Gram (+). Por otro lado, Mi-Youn et al. (2004)
observaron que las bacterias E. coli y Clostridium perfringes
son mas resistentes a los extractos etanol-agua de papa
variedad valley. Nuestros resultados coinciden con dicha
investigacion. Asi mismo S. typhimurium, no fue inhibida por
los extractos del brote de la papa.

En el andlisis general de las matrices del tubérculo
que se presenta en la tabla 2, se observé un incremento de
la actividad antimicrobiana de la cascara de la papa. Este
comportamiento puede estar asociado al contenido de com-
puestos como esteroides y alcaloideos (Tabla 1). Estudios
previos realizados por Barceloux, (2009) y Bacigalupo et al.
(2004) demostraron que existen mayores concentraciones de
glicoalcaloides y fenoles en cédscara de papa. Ademas, se ha
reportado que la cascara de papa presenta actividad antimi-
crobiana contra Salmonella y E. coli (Rodriguez de Soltillo et
al., 1998). Asimismo, Jin et al. (2009) reportaron que los brotes
y cascara del tubérculo muestran actividad antimicrobiana.

Por otro lado, seleccionar el solvente adecuado es
uno de los factores mas importantes en la obtenciéon de
extractos con alto contenido de compuestos bioactivos.
En nuestro estudio, de acuerdo al analisis de las diferentes
extracciones se observaron diferencias significativas entre
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Tabla 2. Media de halos de inhibicién, donde las bacterias fueron inhibidas por los extractos naturales, utilizando

el método de difusion en discos.

Table 2. Average inhibition zones where bacteria were inhibited by the natural extracts, using the disk diffusion

method.
Sistemade Muestra Media de diametros (mm) de zonas de inhibicion
extraccion
E.coliO157:H7 S. typhimurium L. ivanovii S. aureus
Ac Cascara NA NA NA NA
Brote NA NA NA NA
EA Cascara 10.66+0.5° 10.00+1.0° 14.33+0.5¢ 13.66+0.54
Brote NA NA 8.00+0.0° 9.33+1.52
HA Cascara 9.21+0.52 12.00+1.0° 12.00+1.0° 12.33+£0.5¢
Brote NA NA 12.66+1.5° 10.00+0.5P

(NA) Sin actividad antimicrobial. Cada valor representa la media de tres replicas + desviacion estandar. Medias con
una letra comun por columna no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

(NA) No antimicrobial activity. Each value represents the mean of three replicates + standard deviation. Means
with common letter per column are not significantly different (p <= 0.05)

ellos (p< 0.05) (Tabla 2), lo cual indica que la respuesta de
los sistemas de extraccion sobre la actividad antimicrobiana
esta influenciada por la polaridad que tienen los solventes y
la compatibilidad de los mismos con las sustancias bioactivas
de la papa. Esto se pudo comprobar con el sistema Ac el cual
no presentd actividad antimicrobiana ante las bacterias eva-
luadas. Lo anterior pudiera atribuirse a que los metabolitos
como fenoles y alcaloides que se conocen con propiedades
antimicrobianas, poseen polaridades hidrofébicas dentro de
su composicion quimica, y son menos afines al agua, adicio-
nalmente las formas agliconas altamente hidroxiladas de los
compuestos fendlicos son solubles en solventes tales como
etanol y metanol (Friedman, 2004).

De acuerdo al andlisis comparativo entre el sistema
EA y HA, se observé que EA presentd mas actividad sobre S.
aureus, S. typhimurium'y E. coli O157:H7. Por otro lado, el ex-
tracto HA solo presenté mas actividad al inhibir a L. ivanovii.
En general, se observé que el sistema EA mostré los mejores
resultados de actividad antimicrobiana. Estudios previos en
papa han evaluado sustancias bioactivas tales como pro-
teinas (Ohh et al,, 2009), antioxidantes fendlicos (Schieber y
Aranda, 2009), flavonoides y carotenoides (Becorral-Lobo et
al, 2002), y han observado que estas sustancias presentan
actividad antimicrobiana Por lo que se puede suponer que
estas sustancias bioactivas, se encuentran presentes en el
sistema EA, y estan actuando de manera sinérgica al inhibir
dichos microorganismos. Dorta et al. (2013) han observado
que los sistemas acidos son mas efectivos en la recuperacion
de compuestos bioactivos. También Oreopoulou (2003)
reportd que la extraccidon alcohdlica de productos de uva
es mas efectiva en condiciones acidas con pH alrededor de
3-3,5 ya que la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos no seria
indeseable sino que permitiria aumentar la actividad de al-
gunos compuestos.

Concentracion minima inhibitoria y concentracién mini-
ma bactericida

Con base a los resultados obtenidos de la evaluacién
de los distintos métodos de extraccion se seleccionaron los
extractos EA, para realizar los ensayos bioldgicos y evaluar las

concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y concentracio-
nes minimas bactericidas (CMB), los cuales se muestran en
la tabla 3. Se puede observar que la mayor actividad antimi-
crobiana se presentd contra las bacterias Gram (+) S. aureus
y L. ivanovii, con CMl de 12.5 y 25 mg/mL, respectivamente y
con CMB >50 mg/mL. Comportamientos similares han sido
reportados por Chakraborty y Branert. (1999) y Yecheng et al.
(2011), quienes evaluaron la actividad antimicrobiana in vitro
de extractos de las plantas Holarrhena pubescensy Sthepha-
nia dielsania y observaron que H. pubescens necesité una
CMI de 260 pug/mL para S aureus y S. dielsania presenté CMI
de 3.5y 7.5 mg/mL para S. aureus y E. coli, respectivamente,
concluyendo que las bacterias Gram (+) son mas susceptibles
a los fitoquimicos de interés. Asimismo, se ha reportado que
las bacterias Gram (-) frecuentemente desarrollan mucha
resistencia a los antimicrobianos (Alonso et al., 1999).

Tabla 3. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima
bactericida (CMB) (mg/mL) de la extraccién EA.

Table 3. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bacterici-
dal concentration (MBC) (mg / mL) of ethanol-acid extraction.

Bacteria LLEOCH Extracto (mg/mL)
ensayo
Céscara Brote
Ecoli (@] 125 >50
CMB 50 >50
. (@] 12,5 25
S. thypimurium CMB 50 550
S. qureus CMmI 125 25
CMB > 50 >50
L. ivanovii il 12.5 2
CMB >50 >50

Jin et al. (2008) demostraron que proteinas especifi-
cas de la papa variedad Gogu valley, conocidas como potato
protein (PP), inhiben in vitro a bacterias patégenas como S.
aureus, Salmonella cholerae, Salmonella gallinarum y E. coli
con CMI entre 300 a 500 mg/kg. Jin et al. (2009) evaluaron
la misma proteina de la papa y encontraron CMI entre 100 a
150 ppm con las mismas bacterias. Por lo que, la divergencia
de los valores de concentracién de los extractos evaluados
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entre diferentes estudios y la presente investigacion, se
puede explicar por la diversidad de las técnicas utilizadas en
los estudios, la variacién en la composicidon de cada parte de
la planta; asi como la especie de la planta o la procedencia.
Asimismo, estudios previos han demostrado que las sustan-
cias fendlicas y alcaloideas de la papa inhiben el crecimiento
microbiano de S. typhimurium, S. aureus y L. ivanovii (Chakra-
borty y Branert., 1999; Garcia et al., 2004; Lobo et al,, 2009).
Aunque no se realizé estudié fendlico a nuestros extractos,
si se detectaron alcaloides que favorecen la capacidad para
inhibir los microorganismos evaluados.

CONCLUSION

El tipo de tejido de la planta y el solvente son factores
que influyeron en la abundancia de compuestos quimicos y
actividad biolégica de los extractos de cascara y brote de la
papa. El sistema de extraccién que mostré mayor actividad
antimicrobiana resulté ser el etanol acidificado (EA), por el
contrario el mas ineficiente fue el agua destilada. Todos los
extractos de cascara de papa obtenidos con EA presentaron
la mayor actividad antimicrobial contra las cepas evaluadas.
Sin embargo, las concentraciones inhibitorias y bactericidas
encontradas aun siguen siendo elevadas.
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