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RESUMEN

La inulina es un fructooligosacarido con propiedades que permiten su uso como
prebidtico. Se encuentra como sustancia de reserva en raices, tubérculos y rizomas de
ciertas plantas faner6gamas. Una de las especies que presenta concentraciones
considerables de inulina es la Dahlia. En esta investigacion se aislo y caracterizé el
extracto rico en inulina obtenido de tubérculos de Dahlia “Elga” tipo semicactus, familia
Asteraceae, empleando métodos espectroscopicos y cromatograficos. Se realizé la
evaluacion inhibidora de bacterias que afectan el intestino de cerdos pequefios y nifios
menores de 5 afios, que causan enfermedades diarreicas. La evaluacion cualitativa
realizada permitié la deteccién de inulina en el extracto, presentando D-fructosay D-
glucosa en su composicién y se comprobd que ejerce efecto inhibidor al desarrollo de
enterobacterias patdégenas al intestino de cerdos (E. coli fimbriae 1) e inhibe el
crecimiento de Salmonella D, Shigella D y Yersinia enterocolitica, en cepas de control y

cepas salvajes.
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INTRODUCCION



Entre los intereses fundamentales de Cuba esta mejorar la alimentacion de la poblacién
y mantener la salud humana. Con vistas a lograrlo, se han creado criaderos de
animales para consumo humano, entre ellos cerdos; y se realiza un trabajo preventivo
encaminado a la desaparicion de enfermedades diarreicas en humanos que se

producen, sobre todo, en los meses de lluvia y excesivo calor.

Muchas veces, cuando los cerdos son separados de las madres a los pocos dias de
nacidos, sufren de algunas afecciones causadas por enterobacterias que provocan
desnutricién, desorientacion y diarrea severa que pueden causarles la muerte®® *°. No
llegan entonces a ser adultos y aprovechados en la alimentacion humana, ni pueden
ser sustitutos de los ejemplares que se usan para la reproduccion. Esto constituye en
Villa Clara y otras regiones de Cuba un problema que afecta, sobre todo, a la poblacién
que por tales razones no cuenta, frecuentemente, con productos carnicos de este tipo

para su alimentacion.

Por otra parte, en los meses de lluvia, las enfermedades diarreicas en humanos tienen
un ascenso notable debido a la contaminacion de las aguas, mala manipulacion de
alimentos y el excesivo calor que permiten la proliferacién de bacterias. La poblacién
infantil menor de 5 afios es la mas sensible a esta afeccién™* ?°. Aunque se reportan
ascensos de enfermedades diarreicas en los infantes en los meses de verano, no es
menos cierto que durante todo el afio, a la sala de Gastroenterologia del Hospital
Infantil “José Luis Miranda” de Santa Clara-Villa Clara, llegan pacientes de pocos
meses de vida aquejados por infecciones provocadas por bacterias patdégenas al
organismo. Estos nifios pequefios no cuentan con un sistema gastrointestinal resistente
al ataque de enterobacterias por no haberse producido en ellos el desarrollo de
bacterias benéficas a la salud; algunos no han sido amamantados por sus madres
durante los primeros cuatro meses de vida, otros recibieron la leche materna solo unos

dias después de su nacimiento.



A nivel mundial muchos son los paises que se enfrentan a esta situacion,
encontrandose en estudios clinicos que estos desordenes digestivos son provocados,
habitualmente, por bacterias enteropatdgenas que atacan el tracto digestivo y se
trasmiten facilmente de persona a persona’?°. Entre los tipos de bacterias que causan

enfermedades por diarrea en humanos se encuentran Salmonella, Shigella, Yersinia,
52,54,58

Escherichia coli entre otras Los cerdos neonatos se ven afectados,

fundamentalmente, por E. coli fimbriaes y toxinas, siendo el primer tipo causante de la

diarrea que puede provocar la muerte en estos animales*.

La existencia de los agentes patdgenos ha llevado a realizar estudios que permiten
encontrar vias para prevenir la colonizacién de las bacterias patégenas al organismo e
incrementar el crecimiento de aquellas que benefician la flora intestinal. De este modo
se ha llegado a establecer la necesidad de emplear alimentos funcionales® 2% 27,
Dentro del término alimentos funcionales encontramos los probidticos que son
alimentos comunes que contienen microorganismos Vivos que, ingeridos, proporcionan
efectos beneficiosos a nuestro organismo® #°°, Los méas comunes y conocidos son los
que se incluyen en los productos lacteos, donde se afaden bacterias como los
lactobacilos (lactobacillus), las bifidobacterias (bifidobacterium). Entre los mas usados
se encuentra el yogur 2. También los alimentos funcionales incluyen a los prebiéticos.
Estos son ingredientes que no se transforman en el proceso de digestion y afectan
beneficiosamente al organismo mediante la estimulacién del crecimiento y/o actividad
de una o varias cepas de bacterias en el colon, mejorando la salud. Estructuralmente,
los prebidticos son oligosacaridos entre los que se encuentran los
galactooligosacaridos, xilooligosacaridos y fructooligosacaridos (FOS) ?24%%. Entre los
prebidticos de amplio uso se encuentran galactosacaridos, lactulosa, lactilol, inulina y
FOS. La inulina y los FOS obtenidos de su hidrolisis son los mas usados en Europa,
por encontrarse en un amplio grupo de vegetales y frutas como raiz de esparrago, de

yacon, bulbo de puerro, banano, entre otros™® > 61,

Se estima que la ingestion diaria
de FOS a partir de alimentos es muy baja (806 miligramos al dia). Considerando que la

cantidad de bifidobacterias benéficas puede incrementarse desde 20 a 71%, con una

10


http://www.zonadiet.com/tablas/lacteos.htm
http://es.wikipedia.org/wiki/Colon

40, 48’ se ha

cantidad de 5 a 8 gramos por dia de inulina, por un periodo de 2 semanas
recomendado aumentar su consumo introduciéndolos en los alimentos como

ingredientes afadidos.

La Inulina, al igual que el resto de los oligosacaridos, es resistente a la hidrolisis de los
enzimas digestivos, llegando intacta al colon, donde es fermentada por la microbiota
intestinal, sobre todo bifidobacterias, estimulando el crecimiento de las mismas,
conociéndose este proceso como efecto prebidtico. Las fibras de inulina, al ser
fermentadas por las bifidobacterias, aumentan la concentracion de las mismas y

disminuyen o inhiben la colonizacion de las enterobacterias a nivel de la flora intestinal
15,16, 20, 24, 40

Entre las principales fuentes de inulina se encuentran el Topinambu (Helianthus
tuberosus), la Achicoria (Cichorium intybus), Cebolla (Alltum cepa L) y la raiz de Dahlia
(Dahlia spp.) * 2% 38,

La Dahlia es una especie originaria de los bosques templados del Sur y Centro de
México, es la flor nacional de México y se reproduce por bulbos, fue llevada por los
espafoles a Espafia y de alli a otros paises del mundo. Las mayores concentraciones
de inulina se encuentran en los tubérculos de esta planta, semejantes a las papas, pero
con aspecto aspero al tacto . En Cuba no existen especies puras de Dahlias, sino
hibridos que crecen en jardines, fundamentalmente destinados a la comercializacion de

las flores en el mercado regional.

Se han reportado trabajos donde se refiere el empleo de inulina obtenida de achicoria,
yacon y especies puras de Dahlias, pero no de Dahlias hibridas, para inhibir el
crecimiento de bacterias patégenas al intestino humano y de cerdos que causan
diarrea, observandose ademas, el mejor desarrollo de bifidobacterias % * % %8,

Hasta el momento no se han realizado estudios de obtencion de este producto en
especies hibridos de Dahlias para valorar su posible accidon sobre enterobacterias que

provocan desordenes digestivos, tanto en animales como en humanos. Por tal motivo
11
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se realiza el siguiente trabajo de investigacién, con el fin de estudiar extractos

obtenidos de Dahlia "Elga” tipo semicactus familia Asteraceae.

Problema Cientifico:

* ¢,Como comprobar la presencia de Inulina con actividad prebiotica, mediante
caracterizacion quimico-fisica y biologica, en tubérculos de Dahlia que crece en la
region central de Cuba?

Hipotesis:

* Se puede demostrar la existencia de inulina con actividad prebibtica, en
tubérculos de Dahlia hibrido que crece en la region central de Cuba, con el empleo de

métodos espectroscopicos, cromatograficos y ensayos bacterioldgicos.

Para dar respuesta al problema planteado, se proponen los siguientes objetivos:

12



Objetivo General:

+* Estudiar el producto obtenido de tubérculos de Dahlia “Elga” tipo semicactus
familia Asterdceae que crece en la region central de Cuba, para su empleo como

prebidtico.

Objetivos especificos:

+* Caracterizar el producto obtenido de los tubérculos de Dahlia “Elga” tipo

semicactus por métodos quimico-fisicos.

+* Sintetizar los derivados de los monémeros que forman la inulina presente en el

extracto de tubérculos Dahlia “Elga” tipo semicactus.

+* Caracterizar, por métodos quimico-fisicos, los derivados de los monémeros que

componen la inulina.

+* Evaluar la accion inhibidora del extracto rico en inulina, mediante ensayos con
cepas de control y cepas salvajes de enterobacterias, para comprobar sus

potencialidades como prebidtico.
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I.- LAINULINA Y SUS PROPIEDADES



1.1.- Alimentos funcionales. Importancia.

Los alimentos funcionales son ingredientes que se afiaden a diferentes preparados
alimenticios y comidas. Estos favorecen la nutricién basica a los organismos animales
y humanos y son, ademas, promotores de la salud mediante mecanismos no previstos
a través de la nutricion convencional. El efecto de los mismos se reduce entonces,

precisamente, a mantener una buena salud y no a curar dolencias.

Los alimentos funcionales se dividen en dos grupos: probioticos y prebidticos. En la
actualidad se define internacionalmente como probidticos a microorganismos o
bacterias no patégenas que tienen la propiedad de regular el funcionamiento intestinal,
combatir algunos tipos de alergia, prevenir la gripe y reforzar el sistema inmunol6gico
de personas que se encuentran expuestas a altos consumos de calorias®%+27:3746:50,
Este tipo de alimento estimula la multiplicacion de bacterias que no provocan dafios al
organismo Yy, simultaneamente, permite que no proliferen las que son potencialmente
perjudiciales, asegurando el reforzamiento de mecanismos de defensa naturales de

los hospederos.

Los prebidticos son también de suma importancia al ser alimentos no digeribles que
estimulan, selectivamente, el desarrollo de las bifidobacterias no patégenas al
organismo e impiden el desarrollo de enterobacterias, garantizando de este modo
beneficios adicionales a la salud®>®?"*°, Entre los prebiéticos se incluyen ampliamente
algunos oligosacaridos, especialmente fructooligosacaridos (FOS), entre ellos la
Inulina. Los FOS son estructuras poliméricas de mediana masa molecular (5000 D)
formados, principalmente, por unidades de D-fructosa; estan presentes en muchos
alimentos vegetales como el puerro, la cebolla, el esparrago, el ajo, tomates etc.> 2* *.
Los FOS no son absorbidos en el tracto intestinal superior, pudiendo penetrar en el
intestino grueso sin haber sufrido apenas transformaciones, siendo fermentados por
bacterias anaerobias del colon. La fermentacion a este nivel les permite, entre otros
efectos, elevar la produccion de éacido lactico, acidos grasos de cadenas cortas y
15



gases, lo que provoca una disminucion del pH del medio y estimula el desarrollo de
células del epitelio del colon que inhiben el crecimiento de enterobacterias como

Escherichi coli, Shigella y Salmonella®*.

Se han reportado estudios que demuestran el efecto prebidtico de la inulina por
mejorar el balance de la microbiota, incrementando las bifidobacterias. Estas ejercen
un efecto muy positivo en la salud ya que mejoran la absorcién del calcio, magnesio y
fosforo, y colaborar activamente en la sintesis de vitaminas del complejo B y de la
vitamina K 2* 3¢ “8_ También impiden el crecimiento de bacterias dafiinas, estimulando
el desarrollo del intestino delgado y reduciendo el olor de las heces. Ademas, se ha
comprobado que reduce la concentracién de lipidos en sangre, tiene propiedades
antitumorales, de regulacion hormonal y estimulacién inmunolégica °%. Al
fermentarse la inulina en el colon se incrementa la produccion de acidos grasos y
lactatos, disminuyendo significativamente el pH del contenido del colon, lo que permite

prevenir la carcinogénesis 20, 24,48

R/

X Propiedades de la Inulina:

La Inulina y sus derivados se emplean, en gran variedad, en la industria alimenticia

como espesantes, emulsificantes, gelificantes, sustitutos de azucares y de grasas,

16,17, 23, 45

humectantes y depresores del punto de congelacién Los principales efectos

de las fibras de inulina sobre el sistema digestivo son:

> regulacion de la duracién del transito intestinal

> disminucién de la tasa de glucemia

> disminucién del contenido de lipidos en la sangre
> disminucién del fendmeno de estrefiimiento.

La inulina tiene, ademas, efectos beneficiosos sobre el metabolismo de los lipidos y

efectos profilacticos y terapéuticos, como por ejemplo sobre la génesis y desarrollo del

16



cancer de mama; se usa como materia prima en la fabricacion de derivados quimicos
y para medir el indice de filtracién glomerular (GFR) % ?* . También, entre otros
beneficios de la inulina se encuentran la prevencion y tratamiento de enfermedades

tales como:

> Diarrea. Por inhibir el crecimiento de diversos microorganismos patégenos o

dafinos.

> Estrefiimiento y exceso de gases. Por favorecer el equilibrio de la flora intestinal,

mejorar el transito digestivo y la distension asociada a exceso de gases.

> Riesgo cardiovascular y diabetes. Regula el transito digestivo por lo que contribuye

a reducir los niveles de colesterol y triglicéridos, y mejorar el control de la glucemia.

> Estabiliza y mejora enfermedades que afectan al intestino como colitis ulcerosa -
24, 33

en particular por el consumo excesivo de probiéticos

Aungue el consumo de inulina en la dieta no trae consigo alteraciones toxicoldgicas,

dosis masivas de la misma pueden provocar episodios de diarrea®.

La inulina es la reserva energética en mas de 36 000 especies de plantas, fue aislada
por primera vez de la especie Inula helenium, en 1804 por un cientifico aleman de
apellido Rose. En 1818 el cientifico britAnico Thompson le da su actual nombre. Es un
polvo blanco mate parecido al almidén, posee un sabor neutral suave, es
moderadamente soluble en agua en la que forma un gel cremoso, tiene gran
capacidad para reemplazar las grasas. En su forma natural esta formada por unidades
de fructosa enlazadas entre si por uniones B (2—1), y una glucosa terminal, en
muchos casos. Su peso molecular es del orden de 5.000 Dalton y éste depende de la
longitud de la cadena, que es del orden de 37 unidades de D-fructosa con una D-

glucosa terminal en caso de que la presente *4*>

En la hidrdlisis total de este fructooligosacarido se forman entre 87 y 94% de fructosa y

3y 6% de glucosa. La inulina es utilizada en la obtencion de fructosa y en la sintesis
17



de la sacarosa por via quimica* “®. Se emplea, ademas, en la obtencién de etanol,

acetona, butanol y otros disolventes.

Tiene propiedades como agente quelante y anti incrustante por lo que se emplea en
la industria quimica y de procesamiento para evitar costras en tuberias, contenedores,
camaras de reaccién y separacion y otros equipos 3% %8 Muchos autores coinciden
también en las propiedades prebiodticas de la misma, al no ser fermentada por los
enzimas digestivos durante el proceso de digestion de humanos y animales; llega
apreciablemente intacta al colon, permitiendo la fermentacion selectiva por
bifidobacterias que se desarrollan a expensas de este proceso fermentativo***>“¢. E|
hecho de que sea fermentada en el intestino grueso permite su uso en la alimentacion

de animales domésticos al disminuir el olor de las heces fecales.
<& Métodos de extraccion de inulina:

Existen diferentes métodos de extraccion de inulina que se basan en procesos de
difusiéon, en los que las ralladuras de los tubérculos o raices de la planta, ya sea de
achicoria, topinambo o especies puras de Dahlias, se someten a un proceso de
decoccion entre 60-75°C por varios minutos, con agitacion mecanica y control del pH
entre 6 y 7. Posteriormente se procede a la clarificacion y concentracion del licor hasta

estado sdlido.

Otros métodos de extraccion incluyen la siembra de cristales de inulina enfriando a
4,38

temperaturas de hasta 1°C por mas de 10 horas, para obtener inulina cristalina
Son empleados, también, procesos en que se separa la inulina de glucosa, fructosa y
sacarosa presentes en algunos extractos, por técnicas de cromatografia de columna
de intercambio iGnico, que contienen un catidon con una solucion estable de inulina 'y se
eluye con agua a 65-75°C, obteniéndose, por este método una inulina con grado de

polimerizacién (GP) alrededor de 10 17 192°,
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Otra via utilizada consiste en la precipitacion fraccionada de inulina desde una
disolucién acuosa por disminucion gradual de su solubilidad en la disolucion, mediante

la adicion de un alcohol’.

Para la preparacion de inulina con un elevado GP se emplean técnicas de
cristalizacion fraccionada clasicas. Una solucion de inulina polidispersa acuosa se
enfria gradualmente de 40 a 10 °C. Este no es un método econémicamente atractivo
por lo laborioso y dificil*’.

Desde el punto de vista industrial el método de difusion empleado se realiza a 72-
76°C, con pH 5,4-5,8. La clarificacion se realiza con carbon activado, se filtra y
evapora secandose por pulverizacion el sirope resultante, obteniéndose un 85% de

rendimiento de inulina de calidad estandar®®.

Las técnicas para el aislamiento de inulina a partir de raices de achicoria comprenden
la trituracion o molienda de las mismas, o extraccién de la inulina de las raices
cortadas en laminas o desmenuzadas recientemente, con agua caliente. *"8.

Existe un método econémicamente favorable para la produccién de inulina a escala
industrial, con elevado GP. Este proceso comprende una cristalizacion dirigida de
inulina, a partir de una solucién acuosa meta estable de una inulina de partida,
polidispersa, produciendo una suspension de particulas de inulina cristalizadas que
son aisladas por centrifugacion o filtracion. Los cristales se lavan con agua
desmineralizada para separar las impurezas y se secan. Se obtiene asi una inulina
con GP de alrededor de 10 hasta alrededor de 70 con un rendimiento medio alrededor
de 30 a35% *'.

De los métodos de obtencion del FOS en estudio resulta mucho mas sencillo y
practico el de difusion, a partir de ralladuras de las raices de las especies empleadas,
o de estas raices trituradas finamente, controlando el pH de trabajo. El resto de los

meétodos descritos pueden resultar poco efectivos por incurrir en gastos que, lejos de
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resolver un problema practico, pudieran encarecer las posibilidades de mejorar la

salud humana y animal empleando inulina como prebidtico.
X Caracterizacion de azucares:

Para reconocer los grupos funcionales de los productos bajo estudio, es muy
empleada la espectroscopia infrarroja, empleando pastillas de KBr para registrar los
espectros. La comparacion con patrones o con sustancias de estructuras semejantes,

posibilita el analisis espectroscopico de estas sustancias.

Actualmente, los métodos cromatogréaficos son una herramienta imprescindible para la

13253142 cyando se somete un

determinacién rapida y especifica de azlcares
oligosacarido a analisis, segun sus caracteristicas estructurales, se procede a la
hidrolisis y posterior derivatizacién de sus productos o a la derivatizacion y posterior

hidrolisis del oligosacarido derivatizado, en funcion del objetivo del analisis.

Es ampliamente empleada la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAE) con fase
reversa (RP-18). Los detectores pueden ser varios, desde espectrometro de masas
hasta los ya menos empleados, UV-VIS. En caso de emplear el CLAE con fase
reversa (RP-18) y detector UV-VIS, es necesario realizar una previa derivatizacion de
los azucares por reaccion primaria. Se requiere de la presencia de grupos poco
polares y que confieran color para lograr un aumento en la selectividad y sensibilidad
del método. En el caso del andlisis de monosacéridos, son facilmente obtenibles e
intensamente coloreados, derivados como las osazonas y fenilhidrazonas™* 13 4*

Otra importante herramienta para la determinacion de estas sustancias organicas es la
cromatografia gaseosa con detectores diferentes. El andlisis de carbohidratos por
cromatografia gaseosa tiene el inconveniente de que los mismos no son volatiles,
haciéndose necesario obtener un derivado que reuna las caracteristicas requeridas

por el método cromatografico®®>".

Las osazonas y fenilhidrazonas, que pueden
emplearse en analisis por CLAE, al no ser volatiles dejan de ser efectivas en el

desarrollo de esta técnica. Pueden, entonces, obtenerse otros derivados de
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monosacaridos que rednan los requisitos que exige la cromatografia gaseosa, entre
los cuales se reportan los metil y acetil derivados, las benzilidinas, etc. que resultan,
segun la literatura, de facil obtencién 2%,

También es empleada para la caracterizacion de las sustancias organicas, entre ellas
los FOS, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear protonica (RMN-H’) que
fue desarrollada a finales de los afios cuarenta para estudiar los nucleos atomicos. En
1951 los quimicos descubrieron que este método podia ser utilizado para determinar
las estructuras de los compuestos organicos. Cuando una muestra de un compuesto
organico es irradiada, brevemente, por un pulso intenso de radiacion, los ndcleos son
promovidos del estado de espin a al estado de espin [, al regresar a su estado inicial
emiten sefales cuya frecuencia depende de la diferencia de energia entre los estados
de espin ay . El espectrometro de RMN detecta estas sefiales y las registra como
una grafica de frecuencias-intensidad, que es el llamado espectro de RMN. Las
variaciones en las frecuencias de absorcion de resonancia magnética nuclear, reciben

el nombre de desplazamientos quimicos (unidades & 6 ppm).

Como el desplazamiento quimico de un protén esta determinado por su entorno se
han construido tablas con valores representativos que permiten asignar las sefales

protonicas a los compuestos organicos en estudio.

1.2- Enterobacterias:

El intestino humano y de cerdos, es constantemente afectado por microorganismos
gue habitan en el medio que nos rodea, evitando su funcion metabdlica. Estos
microorganismos provocan trastornos gastrointestinales, variacion del pH,
carcinogénesis, disminucion de la capacidad de absorcion del intestino y de
proliferacion de la flora intestinal benéfica®?®. Dentro de la poblacion, el sector méas
sensible a estas afecciones es el infantil menor a 5 afios, por no contar con una flora
intestinal y anticuerpos capaces de resistir y rechazar el ataque de estos

microorganismos, entre los que se encuentran Shigellas; Salmonellas; Escherichia coli
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hemorréagica y Yersinia enterocolitica®*>**®. Estas son bacterias pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, formadas por bacilos Gramnegativos no esporulados
capaces de fermentar y provocar la oxidacion de la glucosa. Se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, teniendo muchas de estas especies como
hébitat el intestino humano y de los animales, otras son capaces de hospedarse en
plantas o tener vida saprofitica. Las mismas pueden o no ser moviles mediante
flagelos peritricos y son causantes de enfermedades relacionadas con infecciones

entéricas o infecciones fuera del tracto intestinal.

Las Escherichias coli, entre ellas la fimbriae 1, son bacterias patdogenas que se
adhieren a los villus del intestino de los cerdos pequefios para colonizarse. Esto
provoca trastornos en la absorcion de alimentos nutritivos necesarios para un
desarrollo y metabolismo sanos en los cerdos. La multiplicacion de la E. coli fimbriae
1, provoca trastornos gastrointestinales que afectan la salud del animal ocasionando
diarrea, pérdida de la estabilidad y el apetito, llegando a causar la muerte de

algunos®.

Una de las enterobacterias que mas dafio causa a la salud del hombre es la
Salmonella. Estos microorganismos comenzaron a estudiarse desde 1880, siendo
descritos diferentes serotipos dentro de este género. En la actualidad se plantea que
el género Salmonella (figura 1) esta integrado por una sola especie, Salmonella
entérica, dentro de la que se encuentran diversos serotipos. La mayoria de las cepas
de Salmonella que afectan al hombre pertenecen a la subespecie | que se divide en

cinco serogrupos: A,B,C,DYy E 52
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Fig.1. Salmonella

La Salmonella puede trasmitirse por contacto directo o contaminacion cruzada durante
el proceso de manipulacion y/o procesamiento de alimentos o en el hogar y también
por via sexual *2. Su nombre se debe al patélogo veterinario estadounidense Daniel
Elmer Salmon, quien la descubriera en 1885, aislandola de cerdos con cdlera; la
misma habita, normalmente, en la superficie de los huevos, la piel de tomates y de

frutos y en verduras que tienen contacto con la tierra 3.

La salmonelosis, o infeccion por Salmonella, es una enfermedad que se trasmite por
alimentos, especialmente los de origen animal. En escuelas, circulos infantiles o
guarderias, restaurantes y residencias de ancianos se pueden presentar brotes de
salmonelosis. El periodo de incubacién es de entre 5 horas y 5 dias, apareciendo
diarreas y dolor abdominal. Un niumero elevado de esta bacteria es eliminado por las
heces de la persona infestada; se observa fiebre entérica, con un periodo de
incubacion de 7 a 28 dias, dolor de cabeza, dolor abdominal y diarrea, erupcién
maculo-papulosa en pecho y espalda. Los enfermos presentan un periodo de
convalecencia entre 1y 8 semanas>>>°.

Otra enfermedad que puede ocasionar la Salmonella es la fiebre tifoidea®>?
habitualmente provocada por cepas de Salmonella typhi. La fiebre tifoidea se trasmite
de persona a persona, por ser el hombre el Unico reservorio de esta bacteria®*®.
También puede adquirirse, por infeccién con la bacteria, la fiebre paratifoidea que,

aunque presenta ciertas similitudes con la fiebre tifoidea, tiene un curso mas benigno.
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Esta enfermedad es muy comln en Africa; en Europa se presenta como una

gastroenteritis severa y en el Extremo Oriente como una septicemia >3

Se calcula que en los Estados Unidos se presentan unos cinco millones de infecciones
por este agente cada afio, mientras en Europa se han notificado varias epidemias en
los ultimos afios. En Cuba la Salmonella se notifica entre los dos agentes que con
mayor frecuencia se encuentra en los estudios de brotes de diarrea,

fundamentalmente en nifios 2.

Shigella ssp. (figura 2) es el agente que provoca la disenteria bacilar o shigelosis, una
de las mas frecuentes causas de diarrea. La bacteria fue analizada por primera vez en
1888 al ser estudiadas las heces fecales, el intestino grueso y los ganglios
mesentéricos de un soldado que murié a causa de la shigelosis. EI nombre de la

misma se debe al cientifico japonés llamado Kijoshi Shega®"8.

Fig.2. Shigella

La infeccion por Shigella o shigellosis es causada por consumir alimentos o agua
contaminada con la bacteria. La infestacion puede producirse también de persona a
persona por la ruta fecal-oral, cuando alguien infestado manipula los alimentos sin
lavarse antes las manos, llevando restos de sus heces a ser ingeridas por otra
persor18‘55,56,59,60.

La infeccion por Shigella puede producir fiebre alta, pérdida de apetito, nauseas,

vomitos, dolor abdominal, diarrea que puede o no contener sangre o mucosidades,
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pujos®®*°. La complicacién que mas se manifiesta es la deshidratacién. Ademas se
reportan algunos casos en que la shigellosis afecta el aparato digestivo provocando
artritis, erupciones cutaneas, insuficiencia renal, convulsiones, rigidez de cuello, dolor
de cabeza, letargo, confusién y alucinaciones®>*®*°. Los sintomas de infeccién pueden
aparecer entre 1y 7 dias después de la exposicion, pero suelen ocurrir durante los 2 0
3 dias posteriores a la misma>>*°.

La shigellosis es una afeccion que aparece en todos los paises del mundo, siendo
mas frecuente en aquellos donde las condiciones higiénicas no son buenas. El

reservorio y hospedero natural de esta bacteria es el hombre.

Yersinia es un género de bacterias patégeno de animales (figura 3), que contaminan al
ser humano ocasionando la aparicion de enfermedades. El género Yersinia incluye

tres especies: Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis®*.

Fig.3. Yersinia

La Yersinia enterocolitica es una de las tres especies de este género, identificada
como patodgena para el hombre, que le causa, principalmente, una gastroenteritis. La
Yersinia pestis es la responsable de la peste bubonica que matd, aproximadamente, a
un 25% de la poblacion europea en el siglo XIV. El nombre de esta bacteria es en
memoria del bacteriélogo francés Alexandre Yersin quien, en 1894, describié por

primera vez el organismo responsable de la peste bubénica .
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La Yersinia enterocolitica es un representante de las Enterobacteriaceaes. Se
caracteriza por ser un bacilo asporégeno, corto, Gram-negativo, anaerobio facultativo,
capaz de crecer dentro de una amplia escala de temperaturas, desde -1°C hasta
+40°C; inmovil a 37°C pero movil por medio de flagelos peritricos a temperaturas
inferiores a 30°C >,

El principal reservorio natural de las Yersinias pestis y enterocolitica son los roedores.
Se puede encontrar también en animales domésticos y silvestres de sangre caliente, y
en ocasiones en reptiles y peces. Los cerdos son importantes reservorios de los

serotipos patégenos para el hombre .

La yersiniosis es la enfermedad infecciosa causada por la Yersinia enterocolitica. Es
una infeccion frecuente en nifios y rara vez causa sintomas en adultos. En los nifios
puede causar fiebre, dolor abdominal y diarrea, a veces hemorragica. Los primeros
sintomas aparecen, generalmente, de 4 a 7 dias después del contacto con la bacteria
y pueden durar entre 1 y 3 semanas o mas. En los adolescentes y los adultos pueden
aparecer sintomas dolorosos que se asemejan a una apendicitis. Hay grupos
minoritarios en los que pueden aparecer complicaciones como salpullidos, dolor en las

articulaciones y, si llega a la sangre, puede ocasionar una bacteriemia™.

Las bacterias pueden ingerirse con alimentos contaminados, se instalan en el intestino
delgado, particularmente en el ileon, provocando uUlceras. También invaden los
ganglios linfaticos del mesenterio produciendo un aumento exagerado del volumen lo
gue puede llevar a problemas de diagnéstico diferencial con cuadros de tumoracion
abdominal. No parece posible la transmision de persona a persona de forma directa,
pero si indirectamente. La contaminacién oral- fecal parece ser el mecanismo de

infestacion principal en ambas especies .

Entre las cepas patdgenas de Escherichia coli se destacan dos grandes grupos: las
fimbriaes y las toxinas. Las primeras estan asociadas a la colonizacion intestinal y

extra intestinal, las segundas son las causantes de la hipersecrecion electrolitica®.
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Las cepas E. coli con fimbriaes son la mayor causa de diarrea neonatal, que pueden
provocar, incluso, la muerte de cerditos, ya que estas estructuras son factores de
colonizacion especificos, evento fundamental para que las cepas enteropatdégenas
(EPEC) y enterotoxicas (ETEC) de E. coli, causen este tipo de afeccion en cerdos
neonatos. Esto es posible porque se adhieren a las células de la mucosa, permitiendo
la colonizacion en el intestino delgado del huésped, con la posterior elaboracion de
enterotoxinas que estimulan la secrecién de fluidos, con la produccion de diarrea® **.

Escherichia coli produce varias adhesinas fimbricas, entre las que se encuentran las
fiambres de tipo 1, que provocan el desequilibrio de los cerdos pequefios y son causa
de desorientaciones neurolégicas, pérdida de apetito y muertes por diarrea en estos

animales®.

De la revision realizada se pudo constatar que el empleo de sustancias con
potencialidades como prebidticos puede disminuir las afecciones diarreicas causadas
por bacterias patégenas al intestino humano y/o porcino. Por tanto, aplicar algun
método de extraccidn de inulina, de los reportados en la literatura, a hibridos de Dahlia
gue crecen en nuestros jardines puede resultar interesante, considerando ademas,
gue la unica utilidad que se le da a las Dahlias es ornamental; sus tubérculos se
desechan una vez envejecidos. El hecho de que quede demostrado que esta inulina
presenta propiedades prebidticas como la de otras fuentes vegetales de las que se
extrae a nivel mundial, puede constituir un resultado relevante, al tener medios para
sustituir importaciones de alto beneficio para la salud humana y animal. Por ultimo,
consideramos que emplear métodos de caracterizacibn de este FOS puede ser
novedoso si se pudieran aplicar a otros oligosacaridos con los que se trabaja en el

grupo de investigacion de productos naturales.

De los procesos que se reportan en la literatura para extraer inulina de especies
vegetales, el que menos inconvenientes practicos trae, con el fin de aislar este
producto, es el método de difusion. Este se fundamenta en la decoccion en agua de
las especies vegetales secas y frescas, que permiten el paso del FOS al agua, para
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ser tratado hasta llevarlo al estado soélido, en forma de polvo de color mate. Si bien
otros métodos de extraccion llevan a la obtencién de una inulina mucho mas pura y
cristalina, el proceso suele encarecerse demasiado, lo que no es conveniente, desde

el punto de vista econdémico, para el estudio que se intenta realizar con este
trabajo**"%,
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II.- ESTUDIO DEL EXTRACTO AISLADO DE
TUBERCULOS DE  DAHLIA “ELGA”  TIPO
SEMICACTUS, ASTERACEAE
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Para determinar la existencia de inulina en los tubérculos de Dahlia "Elga” tipo
semicactus familia Asteraceae, se seleccioné el método de difusion descrito en el
capitulo anterior, realizando algunas modificaciones al mismo. Segun el trabajo “Inulin
from tubers of Dahlia Imperialis Roets”, los tubérculos de Dahlia se lavan con aguay
desinfectan con hipoclorito de sodio, el material crudo se reduce mezclandolo con el
agua en una exprimidera de jugo mecanica. Se realiza una decoccion a 65-70 °C
durante 15-20 minutos. Se separa el solido tosco filtrando. El licor obtenido del ultimo
paso se clarifica con la tierra de diatomeas. Para cristalizar la inulina, se agrega, el
etanol de 96% despacio, al liquido clarificado. La inulina cristalizada se recupera por la

filtracion al vacio y se seca por liofilizacion.

La obtencion y caracterizacion del producto aislado se realiz6 empleando los
siguientes materiales, reactivos y equipos:

Reactivos:

Todos los disolventes y reactivos utilizados proceden de las firmas MERCK y BDH. La

Inulina patrén fue Inulina patrén analitico (98%) Fluka.
Los disolventes de calidad técnica se destilaron y secaron antes de ser utilizados.
Equipamiento:

RMN Varian INOVA-600 equipado con una sonda z-gradiente de deteccion indirecta a

campos altos

Espectrofotometro “Rayleigh FTIR” WQF-510
Microplatina “Electro thermal Engineering LTD”
Espectrofotometro “Spekoll 11”

Espectrofotometro “GENESIS” V10
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GC/MS GP5000 “Shymaksu”, columna DB-5 ms de 30m de largo y 0.25mm de

diametro interior.

Balanza Analitica “Sartorius BS124S”

Estufa “J.P.Selecta”

Rota Evaporador IKA-Werke” RV 05 Basic
Agitador mecénico IKA-Werke EURO-ST P CV S1

HPLC “CXTH” con detector UV-VIS, columna de octadecilsilano ODS 2 DAISOGEL
ODS 2, a 25°C (20 cm x 0,46 mm de d.iy 18 -10 um de diametro de las particulas del

relleno)

HPLC Pharmacia LKB con detector UV-VIS, columna Econocil C-18, a 25 °C

(tamafio de particula 5u de diametro, ID 4,6mm, largo 250mm)

Las Cepas de Control procedieron del Centro de Higiene y Epidemiologia de Villa

Clara.

Las Cepas Salvajes de enterobacterias se aislaron de patégenos intestinales de nifios
menores de cinco anos, ingresados en el Hospital Pediatrico “José Luis Miranda”, de

Santa Clara-Villa Clara-Cuba.

Los tubérculos de Dahlia "Elga” tipo semicactus familia Asteraceae se recolectaron en

el Jardin de Flora y Fauna, de Villa Clara-Cuba.

2.1- Obtencion de extracto

Los tubérculos frescos de Dahlia se lavaron y esterilizaron con hipoclorito de sodio y
se rallaron. Una vez secos, se tomaron 39,4 gramos del material vegetal y se
sometieron a un proceso de decoccidn con agua, durante 20 minutos, a una

temperatura entre 65 y 70°C, agitando a 150 rpm. Se controlé el pH entre 6-7. El licor
31



obtenido se filtrg, clarificd con carbdn activado y concentrd. El solido se recristalizé en

etanol.

2.2.- Ensayos de identificacion

. Ensayos de solubilidad de inulina patron y extracto aislado de tubérculos de
Dahlia

Se realizaron los ensayos de solubilidad al polvo obtenido, de forma comparativa con
la inulina patron, empleando los disolventes de clasificacion establecidos para estos

fines?83,

. Ensayos quimicos a inulina patron y extracto aislado de tubérculos de Dahlia
Ensayo de Fehling

Se disolvieron en agua 0.05 gramos del extracto, se mezclé con 2 mL del reactivo de
Fehling y se calentd por 5 minutos, en bafio de agua. Se procedié de igual modo con

inulina patrén. El ensayo es positivo si aparece coloracion rojo ladrillo®*°.

Il. Ensayo de formacion de osazonas de inulina patrén y extracto

Se mezclaron 0,2 gramos de extracto con 0,2 gramos de clorhidrato de fenilhidracina,
0,3 gramos de acetato de sodio y 2 mL de agua destilada en un tubo de ensayos. Se
tapd el tubo con tapon con agujeros y se colocé en bafio de agua hirviendo por 30
minutos. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente luego de este tiempo. Se realizé igual
procedimiento a la inulina patrén. El ensayo se considera positivo si aparece, al cabo

de algunos minutos, un sélido de color amarillo-naranja’ 2% *°,

. Preparacion y analisis de inulina patron y extracto aislado de tubérculos de
Dahlia por espectroscopia infrarroja

Se mezcld 1 mg de extracto seco con KBr, a razén 1:100 (sustrato: KBr), se

homogeneiz6 la mezcla y se preparé el comprimido. De igual modo se prepar6 la
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muestra con Inulina patrén y se registré el espectro infrarrojo de ambas. La
temperatura y la humedad en el local de trabajo se mantuvieron a 20°C y 30%,

respectivamente.

2.3.- Hidrdlisis de inulina patrén y extracto aislado de tubérculos de Dahlia

Se mezclaron 5.0 gramos de extracto e inulina patrén, respectivamente, con 75 mL de
Etanol y 75 mL de HCI (2 M), se reflujé durante 3 horas.

o Preparacién de derivados de los productos de hidrélisis de inulina patron y

extracto aislado de tubérculos de Dahlia
Formaciéon de Osazonas

Se obtuvo la osazona de la D-fructosa (patrén), procediéndose de igual modo con los
productos de hidroélisis de inulina patron y del extracto, segun el método empleado en
el ensayo 2 (Il). Se filtraron y lavaron los sélidos con agua y luego con etanol, se
secaron y se les determind la temperatura de fusion. Se realizO una evaluacion
cromatografica por capa delgada (CCD) empleando placas de de gel de silice. La fase
movil fue una mezcla de tolueno: 1-butanol (50:50) y como disolvente del producto
acetonitrilo: agua (60:40). El revelado de las placas se realizé con solucién acuosa de

acido sulfurico 10%. Se registré, ademas, el espectro IR de los sélidos.
Il. Formacion de 2,4-dinitrofenilhidrazonas

Se procedié a la obtencién de 2,4-dinitrofenilhidrazonas a partir de patrones de D-
glucosa y D-fructosa, y posteriormente a la obtencion de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas
de los productos de hidrdlisis de inulina patron y extracto aislado de tubérculos de
Dahlia utilizando 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNFH).

Se sometié a reaccion 1,2 gramos de hidrocloruro de 2,4-Dinitrofenilhidracina con 50
mL de acido perclérico para obtener la 2,4-dinitrofenilhidracina. Se disolvieron 3 mL de

2, 4-DNFH en 6mL de agua destilada y se agité con 1mL de solucién etandlica 10-20%
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del compuesto carbonilico. La 2,4-dinitrofenilhidrazona obtenida se filtré y recristalizd
en etanol. Para comprobar la formacién del producto se sigui6 la reaccion por CCD,
empleando placas de gel de silice. Las 2,4-dinitrofenilhidrazonas se disolvieron en una
mezcla de acetonitrilo: agua a razon 60:40, como fase movil se empled una mezcla de
n-butanol: tolueno, a razén 50:50. Se realiz6 el revelado de la placa de H,SO4 (10% en

etanol) %2
[l Formacion de derivados acetilados (Procedimiento A)

o Se sometieron al proceso ce acetilacion la D-glucosa y D-fructosa patrones y
posteriormente los productos de hidrolisis de inulina patron y extracto aislado de

tubérculos de Dabhlia.

10 gramos del compuesto carbonilico se mezclaron con 6 gramos de acetato de
sodio, ambos anhidros, se macerd y homogeneizé la mezcla y se afiadio a 50 mL de
anhidrido acético. La mezcla reaccionante se reflujé por espacio de una hora, en bafio
de agua, agitando cada cierto tiempo. La mezcla de reaccién se vertiéo caliente sobre
400 mL de agua-hielo, agitdndola y dejandolos en contacto durante 40 minutos, en
este tiempo se formé un producto solido. Este se filtré a vacio, se lavd con pequefias
cantidades de agua fria, alcohol y éter dietilico y, 1 gramo del mismo se recristalizé en

agua caliente "%

V. Formacion de derivados acetilados (Procedimiento B)

. Se procedié a obtener los derivados de la D-glucosa y D-fructosa patrones,
posteriormente y de igual modo se procedié con los productos de hidrdlisis de inulina

patron y extracto aislado de tubérculos de Dahlia.

Se disolvieron 100 mg de la muestra en 3 mL de piridina y 1,5 mL de anhidrido
acético. Se calent6 sobre plancha de calentamiento, a reflujo, durante 60 minutos. Se

rotoevapord la solucién hasta obtenerse el producto en estado sélido ",
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2.4.- Evaluacion cromatogréafica (CLAE y GC)

Para el analisis de los productos de hidrdlisis de inulina patron y del extracto, se
emplearon las osazonas y las 2,4-dinitrofenilhidrazonas como derivados. Se realizo el
analisis con derivados de D-fructosa y D-glucosa patrones, determinandose la longitud

de onda de trabajo™*.

Como fase movil se empled una mezcla de acetonitrilo: agua a razén 60:40, la

velocidad de flujo fue de 1 mL/ min** en equipo HPLC.

El analisis de los productos de hidrolisis del sustrato o extracto e inulina patron por
cromatografia gaseosa, se realiz6 empleando los derivados acetilados obtenidos por
las técnicas descritas (Il y 1V). Se emple6 como disolvente el dimetilsulfoxido; se
inyectd la muestra a 280°C, con una temperatura del horno de 290°C, para una
velocidad de flujo de 1.5 mL/min. Como gas portador se us6 He.

2.5.- Analisis espectroscopico (H'RMN)

Se registré el espectro HRMN del extracto aislado de tubérculos de Dahlia, para lo

cual se utilizé agua deuterada como disolvente.

2.6.- Ensayos bioldgicos con inulina patrén y extracto organico

Se disolvié la inulina patron y el extracto organico en agua estéril y se inoculd,
separadamente, en placas petri con agar nutriente, como medio de cultivo, y en tubos
en forma vertical, con agar nutriente y agar papa. Se incubé a 37°C, observandose por
el microscopio durante 24, 48 y 72 horas.

Se empleo inulina patron y extracto aislado de tubérculos de Dahlia, por separado,

para los ensayos bioldgicos realizados:

* Ensayo de accion inhibidora a la adhesion de la Escherichia coli fimbriae 1, en

los villus del yeyuno de cerdo
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. El experimento se realizd en el laboratorio de microbiologia del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas, de Villa Clara. Se mezclé y dejé en contacto, por 30
minutos, 50 L del cultivo de villus del yeyuno de cerdo con igual cantidad de cultivo
de Escherichia coli fimbriae 1 y solucién, al 50% en masa, de inulina patrén y extracto
aislado de tubérculos de Dahlia®® 4*°*,

+* Ensayo de accion inhibidora del crecimiento y desarrollo de bacterias

enteropatdgenas que afectan el intestino humano

Los ensayos se realizaron en el laboratorio de Microbiologia de la ciudad de Santa
Clara-Villa Clara-Cuba. Durante el mes de junio y primera mitad del de julio de 2010,
de un total de 79 muestras de heces analizadas para determinar la causa de diarrea
en niflos ingresados, el 27.8% presentaba infestacion por Salmonellas; 63.3% por
Shigellas; el 2.5% estaban infestadas por Yersinia enterocolitica y el 1.3% por
Escherichia coli enterohemorragica. De un total de 179 muestras analizadas con el
mismo fin, pero en los meses de enero, febrero y marzo de 2011, un 23.1% se
encontraban infestadas por Salmonellas; 62.4% por Shigellas; 5.2% por Yersinia

enterocolitica y 3.5% por Escherichia coli enterohemorragica.

Se procedié a realizar el ensayo para la determinacién de accion inhibidora de la
inulina patron y del extracto aislado de tubérculos de Dahlia a diferentes niveles de
concentracion [0; 5; 10; 15; 20; 25; 50; 100 y 150g/L] con cepas de control de
Salmonella C, Salmonella C;, Salmonella D; Shigella A, Shigella C, Shigella D;
Yersinia enterocolitica y Escherichia coli enterohemorragica.

Se realiz6 el proceso de incubacién en solucién salina (0.9%), a 37° C durante 24
horas, afiadiendo al medio fracciones de inulina patréon y extracto. Se llevd a cabo un
pase para medios selectivos (agar SS) y medios diferenciales (agar MacConkey) *’.

Los resultados se observaron en microscopio a las 48 horas.

Se llevd a cabo la evaluacion de la accion inhibidora de la inulina patrén y extracto en

cepas salvajes para las enterobacterias inhibidas en cepas de control. El analisis se
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hizo por el método de coprocultivo incubandose, inicialmente, en solucién salina a
37°C por 24 horas, y se afadio fracciones de inulina patron y extracto a los niveles de

concentracion antes referidos.

Se realizd un pase (siembra en estrias) para medios selectivos -agar SS- y medios

diferenciales —agar MacConkey- incubandose, una vez mas, por 24 horas a 37°C.

El estudio se repitié hasta obtener resultados concluyentes en relacién con la accion

inhibidora del extracto en el metabolismo y desarrollo de estas bacterias.

37



I11.- RESULTADOS Y DISCUSION
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Una vez concluidos los procesos de caracterizacion del producto aislado de tubérculos
de Dahlia "Elga’ tipo semicactus familia Asterdceae, se procede a la discusion de los

resultados de la investigacion.

3.1. — Obtencién de extracto

Como resultado del procesos extractivo se obtuvo un licor oscuro que después del
tratamiento con carbén activado y concentrado por rotoevaporacion, se convirtiéo en un
polvo de color mate, después de recristalizado en etanol. El rendimiento resultd
10.52% (4,15 gramos), en relacion a la masa seca de los tubérculos triturados. Este
resultado lo consideramos aceptable en comparacion con datos que aparecen
reportados en la literatura. En estudios de extraccion de inulina de otras especies
vegetales como Dahlia Imperialis Roets* y ajo*?, los rendimientos informados son de
13.75 y 5 % respectivamente, en relacion a la masa seca del material vegetal. La
cantidad de inulina en los vegetales, como pudo observarse en estos trabajos, es baja
lo que hace que su precio aumente en el mercado mundial. Por ejemplo, como
suplemento alimentario se comercializa en forma de cépsulas, en frascos de 60
capsulas de 280mg, a un precio de 4190 USD. EIl kilogramo de inulina en polvo,

extraida de achicoria, se comercializa a precios que oscilan entre 30 y 60 USD.

3.2.- Ensayos de identificacion

. Ensayos de solubilidad de inulina patrén y extracto aislado de tubérculos de
Dahlia

Se realizaron ensayos de solubilidad que se muestran en la tabla 1. Ambos no
manifestaron cambios frente a Hidrogeno carbonato de sodio, corroborandose la no
existencia de compuestos carboxilicos. En acido sulfurico concentrado se observo el
comportamiento caracteristico de los azucares, oscurecimiento del contenido de los
tubos de ensayos, debido a la deshidratacion que sufren los mismos en este medio. La

inulina patron y el extracto organico resultaron poco solubles en disolventes apolares y
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solubles en agua, en esta ultima, al aumentar la cantidad de solido en la misma se
formo6 una suspension en ambos casos, propio de sustancias con grupos polares pero
con masa molecular considerable. No se disolvieron en alcohol a temperatura
ambiente y si en caliente, siendo este el disolvente en que se recristalizé el extracto

organico.

Tabla 1. Resultados de la solubilidad de inulina patrén y extracto en algunos disolventes

Disolvente Inulina patrén | Extracto aislado
de tubérculos de
Dahlia

H2804(c) + +

NaHCO; - -

10%

Eter - -

Etanol 70% | + +

(AY)

Agua + +

. Ensayos quimicos a inulina patrén y extracto aislado de tubérculos de Dahlia

I.  Ensayo de Fehling

El ensayo de Fehling resulté negativo para inulina patron y extracto, al no formarse el
precipitado rojo de oxido de cobre (I). Esto indica que no existen azucares reductores
libres en el extracto o, de existir, se encuentran en muy bajas concentraciones no

siendo detectados por este ensayo.

Il.  Ensayo de formacion de osazonas de inulina patrén y extracto
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No se observé la formacion de un sélido coloreado amarillo-naranja, caracteristico de
las osazonas de los carbohidratos. Este hecho reafirma lo concluido en el ensayo
anterior, la ausencia o0 presencia en pequefias concentraciones de azucares

reductores libres en el extracto que se estudia.

. Andlisis de inulina patron y extracto aislado de tubérculos de Dahlia por

espectroscopia infrarroja
Se observo similitud entre los espectros infrarrojos de inulina patron y extracto aislado.

En los mismos aparecen entre 3600 y 3000 cm™ las bandas de vibracién de valencia
de grupos O-H presentes en la estructura de los componentes del fructooligosacarido
(FOS). Se observaron las sefiales correspondientes a las vibraciones de valencia Cgps-
H a 2929cm™ vy las sefiales de vibraciones de valencia C-C a 1032 cm™ que se
asocian a las conformaciones del anillo hemiacetalico. Se apreciaron, ademas, las
sefiales de vibraciones de valencia C-O-C a 1150 cm™ que se asignaron a los enlaces
anoméricos; vibraciones de deformacién C-H a 938 cm™ asignadas a enlaces
glicosidicos para andmeros 3 de las unidades del oligosacarido (Anexo 1). En el caso
del extracto aislado, las sefiales son mas anchas por tratarse del extracto de
tubérculos brutos de Dahlia. Estos resultados se corresponden con otros trabajos que
aparecen en la literatura. En el trabajo “Inulin from tubers of Dahlia Imperialis Roets” *,
se reportan las sefiales de vibraciones de valencia de los OH en 3395 cm™,
vibraciones de valencia Csps-H a 2925.33 cm™, vibraciones de valencia C-O-C a 1130
cm™ y las vibraciones de deformaciéon C-H a 934 cm™. También en el articulo:
“Extragcdo e caracterizagdo de carboidratos presentes no alho (Allium sativum L.):

712 se muestra el espectro IR de inulinas patrén y

proposta de metodologia alternative.
obtenida a partir del ajo, donde se observan las sefales correspondientes a
vibraciones de valencia de los grupos OH en 3600 y 3000 cm™, vibraciones de
valencia C-O-C entre 1200 y 900 cm™, caracteristica de carbohidratos, en 2950 a 2900
cm™ la de Cgs-H, a 1639 cm™ la C-O (Anexo 2). Como se aprecia, existen
coincidencias significativas entre los espectros IR del extracto obtenido en esta
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investigacion y los obtenidos a partir de otras especies vegetales. Esto es indicativo de
gue el extracto en estudio presenta sustancias con los mismos grupos funcionales a

las inulinas obtenidas a partir de ajo (Allium sativum L.) y de Dahlia Imperialis Roets

3.3.- Hidrdlisis de inulina patron y extracto aislado de tubérculos de Dahlia

Teniendo en cuenta lo reportado en la literatura” % y para conocer los monémeros que
conforman el extracto obtenido, se realizé la hidrélisis acida del mismo,
comparativamente con la hidrdlisis de la inulina patron. Una vez efectuada la hidrolisis
se realizo el ensayo de Fehling que resulto esta vez positivo, al aparecer en el tubo de
ensayos el precipitado de 6xido de cobre (I). El ensayo confirma que las condiciones
empleadas para el proceso de hidrdlisis permitieron la ruptura de la unién glucosidica
de los mondémeros que se encontraban enlazados en el FOS. La presencia de

azlcares reductores en el medio, permitieron la reduccién de Cu®* a Cu*.

. Derivados de los productos de hidrdlisis de inulina patron y extracto organico

l. Formaciéon de Osazonas

Se compararon las osazonas obtenidas de los productos de hidrélisis de inulina patron
y extracto obtenido, con la obtenida de D-fructosa patrén. Se trabajé solamente con la
D-fructosa patrén por ser ésta epimero de la D-glucosa y formar, por tanto, la misma

osazona (Figura 4).
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H———OH
HO——H
H———OH
H———OH
CH,OH

3 PhNHNH,
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H———OH H
H——OH H
CH,OH

Figura 4. Estructura de los epimeros D-glucosa y D-fructosa y su fenilosazona

CH,OH

OH

OH

CH,OH

La temperatura de fusion de la osazona de los productos de hidrdlisis de inulina patrén

y extracto se compararon con la reportada en la literatura para la osazona de D-

fructosa y D-glucosa (205°C). Se observaron valores similares entre ellas, 206°C para

la osazona del producto de hidrélisis de inulina patrén y 206.5°C para la del producto

de hidrolisis del extracto aislado. Se comparoé el valor de los factores de retardo (Rf) de

estos derivados en CCD, presentando la osazona de la D-fructosa Rf= 0.56, al igual

qgue la del producto de hidrélisis de la inulina patrén. La osazona del producto de

hidrolisis del extracto mostr6 Rf= 0.56, no existiendo diferencias en estos resultados

(Tabla 2). La forma y color de las manchas en los tres casos es similar.
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Tabla 2. Valores de Rf de las osazonas de los productos de hidrdlisis y patron

Osazona: Rf

D-Fructosa patrén 0.56

Producto de hidrolisis de Inulina | 0.56
patron

Producto de Hidrélisis de Extracto | 0.56
aislado de tubérculos de Dahlia

En los espectros infrarrojo registrados a las osazonas de los patrones y a las de los
productos de hidrdlisis de inulina patrén y extracto, aparecen sefiales asignadas a las
vibraciones de valencia N-H a 3545 cm™; la sefial a 3464 cm™ corresponde a
vibraciones de valencia Ar-N. La sefial registrada a 3307 cm™ se asigna a los grupos
OH. (Anexo 3)

También aparecen las sefales correspondientes a las vibraciones de valencia Cspz-H
en 2904 cm™; en 1601 cm™ la asignada a C=C. La sefial de vibraciones de
deformaciéon CH, se encuentra a 1495 cm™ y en 746.3 y 687.4 cm™ la sefial

correspondiente al anillo aromatico monosustituido.

Se determing, por espectrofotometria UV-VIS, la longitud de onda (A) a que absorbe la
osazona obtenida a partir del patron de D-fructosa, para realizar el analisis por CLAE

con detector UV. La maxima absorcion se observa a una A de 390nm (Anexo 4).

Il. Formacioén de 2,4-dinitrofenilhidrazonas
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Se obtuvieron las 2,4-dinitrofenilhidrazonas de D- glucosa y D-fructosa patrones y de
los productos de hidrdlisis de inulina patrén y extracto obtenido de tubérculos de

Dahlia, a las que se le determind la temperatura de fusion (Tabla 3).

Tabla 3. Temperaturas de fusion experimentales de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas

2,4-dinitrofenilhidrazona de Tf (°C)
D-glucosa 186-187
D-fructosa 158-159

Producto hidrdlisis Inulina patron 170-172

Producto hidrélisis Extracto aislado | 168-171
de tubérculos de Dahlia

Como se observa en la tabla 3, existen diferencias entre las temperaturas a las que
funden estos derivados de la D-glucosa y D-fructosa debido a la diferencia en la
estructura de las mismas, (Figura 5). Las temperaturas de fusion de los productos de
hidrélisis de inulina patrén y extracto tienen valores intermedios entre las de los
patrones empleados, y la fusién ocurre en un intervalo de temperatura debido,
seguramente, a la existencia de los derivados de ambos monosacaridos presentes en
estos productos derivatizados y a otros productos de la hidrélisis, en menor
proporcion.

Se determind, por espectrofotometria UV-VIS, la longitud de onda a que absorben las
2,4-dinitrofenilhidrazonas obtenidas a partir de los patrones de D-glucosa y D-fructosa,
para realizar el analisis por CLAE con detector UV, empleandose para el analisis una

longitud de onda de 390 nm. (Anexo-6)
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CHO
| HC ——=NNHPh(NO,),

H——OH
| H——OH
HO——H (NO;),PhNHNH, |
| - HO—H
H——OH |
| H|—OH
H——OH H——OH
CH,OH CH,0H

2,4-Dinitrofenilhidrazona

D- (+) —glucosa de la D-(+)-glucosa

CH,OH
—0 NNHPh(NO,),
HO|—H (NO,),PhNHNH, _ HO|—H
H|—OH H— oH
HTOH H—|OH
CH,0OH (|:H20H

D-(-)-fructosa 2,4-Dinitrofenilhidrazona

de la D-(-)-fructosa
Figura 5. Estructuras de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas de la D-glucosa y de la D-fructosa
Il. Formacién de derivados acetilados (Procedimiento A)

Se obtuvieron los derivados acetilados de D-glucosa y D-fructosa patrones y, en
iguales condiciones, los derivados acetilados de los productos de hidrodlisis de inulina
patron y extracto aislado de tubérculos de Dahlia, empleando anhidrido acético y
acetato de sodio anhidros, para la acetilacion. Los sélidos obtenidos se recristalizaron

en agua.

IV. Formacién de derivados acetilados (Procedimiento B)
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La acetilacion, empleando anhidrido acético y acetato de sodio anhidros, no arrojé
resultados satisfactorios por lo que se obtuvo este tipo de compuesto empleando

piridina y anhidrido acético. Los sélidos obtenidos se recristalizaron en agua.

3.4.- Evaluacion cromatografica (CLAE y GC)

) Osazonas

Como se observa en el Anexo-5, en los cromatogramas se registran sefales a tiempos
de retencién 3.865 minutos para la osazona de D-fructosa patrén, de 3.859 minutos
para el derivado del producto de hidrélisis de inulina patrén y 3.863 minutos para la
osazona del producto de hidrélisis del extracto que se estudia. No aparecen sefiales a
otros tiempos de retencién, lo que sugiere que en los productos de hidrolisis
empleados para obtener este derivado, solo existe D-fructosa o D-fructosa y D-glucosa,
gue por ser epimeros forman la misma osazona. De existir ambos monosacaridos, el
método no resulta selectivo para la diferenciacion de los mismos, aunque pudiera
emplearse para diferenciarlos de otros monosacaridos no epimeros, que no se

encuentran en este extracto orgénico.

. 2.4-dinitrofenilhidrazonas

El andlisis por CLAE con detector UV-VIS de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas obtenidas
como derivados de D-fructosa y D-glucosa patrones y de los productos de hidrélisis de
inulina patron y extracto, muestra que los valores de los tiempos de retencion (tgr) son
cercanos. Como se observa en el Anexo 7, el tiempo de retencion de la 2,4-
dinitrifenilhidrazona de la D-fructosa patron fue de 10.61 minutos, mientras que la 2,4-
dinitrofenilhidrazona de la D-glucosa patréon tuvo un tg de 10.633 minutos. La cercania
de estos tiempos de retencion puede deberse a la escasa diferencia que existe entre

las estructuras de ambos derivados, como se muestra en la figura 5.

Se realiz6 el andlisis a una mezcla de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas de la D-glucosa y

D-fructosa patrones. En el cromatograma se observé una sefial ancha, con tg de
47



10.627 minutos, valor intermedio en relacidon con los tg de los derivados de los
patrones por separado. En las condiciones en que se registré el cromatograma, no se

logro diferenciar la sefial del derivado de un monosacérido con respecto al otro.

Las sefales de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas de los productos de hidrdlisis de inulina
patron y extracto obtenido aparecieron como sefiales asimétricas con tiempos de
retencion de 10.643 y 10.667 minutos, respectivamente (Anexo-8). En el
cromatograma de la 2,4-dinitrofenilhidrazona del producto de hidrdlisis de la inulina
patron se observé una forma de la sefial similar al observado en el caso de la D-
fructosa. En el cromatograma de la 2,4-dinitrofenilhidrazona del producto de hidrdlisis
del extracto, la sefial es mas ancha, lo que puede deberse al hecho de que se trata de
un extracto de un material vegetal en el que pueden existir impurezas o productos de
descomposicion que co-eluyan con los derivados empleados en el analisis, y/o
productos que se obtuvieron durante el proceso de hidrdlisis, en menor proporcion. La
no presencia de sefiales significativas a otros tiempos de retencion, en el intervalo a
gue aparecen las muestras analizadas, correspondientes a 2,4-dinitrofenilhidrazonas
de otros monosacaridos, nos indica la ausencia de los mismos en el extracto aislado

de los tubérculos de Dabhlia.

La derivatizacién de un azucar conlleva a complicar el analisis en el sentido de que se
puede degradar el producto obtenido o pueden aparecer sustancias colaterales que
interfieran en las separaciones cromatograficas. Esta técnica no resulté favorable para
determinar la composicion real del FOS presente en el extracto, al menos en las
condiciones seleccionadas para el trabajo, porque los derivados que se emplearon
para el andlisis no presentan diferencias significativas en sus estructuras, lo que
implica que el detector UV no sea especifico para su diferenciacion. Es posible que
esta técnica pueda ser empleada para diferenciar hexosas de pentosas u otros tipos

de azlcares que presenten estructuras menos coincidentes.

. Derivados acetilados (Procedimiento A)
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Al realizar el andlisis de los productos por cromatografia gaseosa con espectrometro
de masas, se observd que el cromatograma del producto acetilado de la D-fructosa
registra picos no definidos en su totalidad, lo cual pudiera deberse a que se ha
degradado la fructosa en el proceso de derivatizacion; el tiempo de retencion del pico
mayor es de 6.85 minutos. Sin embargo el cromatograma gaseoso del producto
acetilado de la D-glucosa muestra un pico mas definido, con un tiempo de retencion de
7.25 minutos (Anexo-9). El cromatograma del derivado acetilado del producto de
hidrolisis del extracto aislado de tubérculos de Dahlia presenta mas picos, por lo que
suponemos que se encuentran eluyendo sustancias que pueden ser productos de
degradacion de alguno de los monosacaridos que componen el extracto. Los dos

picos mayores aparecen a tiempos de retencion de 7.15 y 6.7 minutos.

Los espectros de masas de los acetilderivados reflejaron la formacion del pentaacetato

de a-D-(+)-glucopiranosa (Anexo 10).

Los iones fragmentos, segun la relacion masa/carga (m/z), observados son 99
CeH110", 44 CH,CHO+H, CO; Los fragmentos perdidos méas comunes (M*) son 18, de
H,O: 31 de OCH3 y/o CH,OH Yy 43 de CHsCO

No se observo la formacién del derivado acetilado de la D-fructosa, sino la formacion
de 5-Acetoximetil-2-furaldehido (Anexo 10). Los iones fragmentos, segin m/z se
corresponden con CH3CO" con m/z 43; CgHs+2H con m/z 79; 2-furaldehido con m/z
95, pero no aparecen los picos de m/z 29 del CHO" y 31, del *CH,OH, *OCHs. Los
fragmentos perdidos son H,O (18); CH,O (30), pero no aparecen CHO (29), CH3CO
(43) y CH3CH,O (45). Este método de derivatizacion del patron de D-fructosa y del
producto de hidrdlisis del extracto aislado de tubérculos de Dahlia, no resulté eficaz
porque el espectro de masas obtenido del analisis por CROM-MASS, indica que la
fructosa sufrio, en el proceso quimico, una transformacion al no obtenerse el derivado

esperado.

. Derivados acetilados (Procedimiento B)
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Al realizar el andlisis de los productos acetilados se obtuvieron cromatogramas de
mayor calidad, con picos mas resueltos (Anexo 11). Los tiempos de retencion a que
aparece el derivado de la D-glucosa es de 7.25 minutos; de la D-fructosa de 7.0
minutos y el derivado del producto de hidrolisis del extracto aislado de tubérculos de

Dahlia registra dos picos con tiempos de retencién de 7.15 y 6.9 minutos.

Los espectros de masas de los derivados analizados mostraron iones fragmentos y
fragmentos perdidos que coinciden totalmente con las estructuras propuestas para los
pentaacetatos obtenidos (Anexo 12). En el caso del derivado de la D-glucosa, el
pentaacetato de a-D- (+)-glucopiranosa, los iones fragmentos, segun relacidn m/z son
99 (CeH1:0%); 44 (CH,CHO+H, CO,). Los fragmentos perdidos H,O (18), CH,O (30),
CH3CO (43).

Para el pentaacetato de [B-D-(-)-fructopiranosa, derivado de la D-fructosa, los iones,
segun relacion m/z: CHO" (29); CH,CO.OCH; (73). Los fragmentos perdidos M*-: H,O
(18), CO; (44), CH3CH,0 (45).

El espectro de masas de los derivados acetilados del extracto aislado de tubérculos de
Dahlia mostr6 similitud con el de los derivados de las sustancias patrones (Anexo 12).

El método de acetilacién, con empleo de piridina como catalizador basico mejoré
notablemente los resultados en el analisis, al obtenerse el cromatograma gaseoso del
producto acetilado de la D-fructosa con mas calidad. En el espectro de masas se
confirmo la existencia de este monosacarido en el extracto obtenido de los tubérculos
de la Dabhlia, por lo que se recomienda esta técnica de derivatizacion para otros tipos

de estudio en que se desee identificar azucares.
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3.5.- Andlisis espectroscopico (H'RMN)

El espectro RMN proténico del extracto presentd un patron caracteristico de un
fructooligosacarido y es, en gran medida, superponible con espectros reportados en la
literatura (Anexo 13). Un andlisis mas profundo indica que la sefial mas
desapantallada tiene apariencia de un singlete y aparece a & 5,4 ppm, region
caracteristica de los protones anomeéricos de los monosacaridos. La presencia de la
misma es tipica de una unidad de glucosa, especificamente el anomero a, pues de ser
B la sefial apareceria en forma de doblete con constante de acoplamiento entre 7 y 8
Hz, ya que en este caso el &ngulo diedro entre H1 y H2 es de 180°, siendo J maxima.
Esta sefal confirma los resultados que se obtuvieron en el analisis por CROM-MASS
en el que se concluye que en el extracto obtenido a partir de la especie de Dahlia en
estudio, existe a-D-glucosa como mondémero que forma parte del FOS presente en el

mismo.

No aparecieron sefiales en la regién de los Csp, por lo que descartamos la presencia

de acidos aldoénicos u otra estructura de azucares modificados.

En el espectro no se asignan sefiales a carbonos anoméricos de la fructosa por no

existir en la estructura de la misma.

Entre 4,3 y 3,6 ppm aparecié un grupo de sefales que se asignan al resto de los
protones del anillo de la fructosa, teniendo en cuenta la posicién en que se encuentran

y por el andlisis comparativo con los espectros RMN-H' de los articulos “Inulin

» 34

Determination for Food Labeling” °* y “Evaluacion del efecto prebidticos del Aguamiel

de Maguey (Agave salmiana) en Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus” *?

14).

(Anexo

Entre 4,17 y 3,45 ppm se observé un grupo de sefiales que se asignan a los protones
del anillo de la glucosa, considerando la posicion en que aparecen y realizando el

andlisis comparativo con datos de la literatura 323*.
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3.6.- Ensayos bioldgicos con inulina patron y extracto aislado de tubérculos de Dahlia

Antes de realizar ensayos biolégicos con estas muestras, se comprobd que las
mismas no se encontraban contaminadas con microorganismos que falsearan los
resultados. Se realizaron observaciones por el microscopio a los cultivos incubados a
37°C alas 24, 48 y 72 horas. No se observo la existencia de microorganismos por lo
gue se concluyo que la inulina patrén y el extracto que se obtuvo de tubérculos de
Dahlia, se encontraban sin contaminantes que pudieran repercutir en el resultado de

los estudios biolégicos.

En todos los ensayos se empled blancos de bacterias, inulina patron y extracto para
comprobar el efecto ejercido por las sustancias afiadidas a los medios de crecimiento
de los microorganismos y comparar, ademas, la accion del patrén empleado con la del
extracto obtenido de los bulbos de la Dahlia usada como material vegetal.

* Accion inhibidora a la adhesion de E. coli fimbriae 1 a los villus del yeyuno de

cerdos

La inulina patron y el extracto resultaron positivos al ensayo. Se observo al
microscopio que la bacteria no colonizo6 en las vellosidades del intestino de los cerdos,
confiriéndosele al extracto la accién inhibidora a la adhesion de la E. coli fimbriae 1 los

villus del yeyuno de cerdos.

+* Accién inhibidora en el crecimiento y desarrollo de bacterias enteropatégenas

gue afectan el intestino humano

A las cepas de control se les realiz6 el control de calidad incubandose en solucion de
NaCl (0.9%), a 37°C durante 24 horas. Esto se realiz6 para corroborar si las mismas
estaban aptas para el estudio biolégico. En el tiempo en que se mantuvieron
incubadas, crecieron y se desarrollaron los microorganismos a los que posteriormente,
y en otro ensayo, se adicion0 niveles diferentes de concentracion de inulina patron y

extracto aislado de tubérculos de Dahlia, para valorar la accién inhibidora de estas
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sustancias en el crecimiento de enterobacterias que afectan el intestino de los
humanos, especialmente de los nifios. Los resultados se muestran en el Anexo 15.
Resultaron inhibidas las cepas de control de Salmonella D y Shigella D para una
concentracion de 100g/L de inulina patron y 150g/L de extracto, cada una; Yersinia

enterocolitica, para una concentracion de 50g/L de inulina patron y 100g/L de extracto.

La evaluacion de la accién inhibidora de la Inulina Patron y el Extracto obtenido se
realiz6 empleando cepas salvajes de aquellas enterobacterias que mostraron
inhibicion en el ensayo con cepas de control (Anexo 16). Las cepas salvajes de
Salmonella D y Shigella D fueron inhibidas a concentraciones de 100g/L de inulina
patron y 150g/L de extracto, cada una. La inhibicion de las cepas salvajes de Yersinia

enterocolitica ocurrié con 50g/L de inulina patron y 100g/L de extracto.

Se pudo comprobar que el sdélido extraido inhibe el desarrollo o metabolismo de estas
enterobacterias. Es sumamente importante este estudio en patdgenos intestinales de
nifilos pequefios que reciben lactancia materna artificial, ya que la mala manipulacion
de los alimentos es la causa fundamental de la infestacion por las mismas, problema
gue podra ser resuelto al emplear, en la alimentacion, estas sustancias conocidas

como alimentos anadidos.
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CONCLUSIONES
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1.- Se demostraron las semejanzas entre inulina patrén y extracto aislado de tubérculos
de Dahlia mediante el empleo de espectrometria infrarroja y de técnicas
cromatograficas de CLAE con detector UV y cromatografia gaseosa con detector de

Espectrometria de Masa.

2.- El analisis por CLAE con detector UV-VIS no resulta eficaz para la caracterizacion
del extracto obtenido, por ser los derivados empleados muy semejantes

estructuralmente, pero pudiera ser utilizado para la caracterizacion de otros azucares.

3.- Los mejores resultados en el andlisis con el empleo de la cromatografia gaseosa con
detector de masas, se obtuvieron utilizando piridina como catalizador béasico, en la
obtencién de pentaacetato de D-fructosa, al no observarse transformaciones en el anillo

del monémero.

4.- El extracto aislado de tubérculos de Dahlia "Elga” tipo semicactus familia Asteraceae

inhibe la adhesion de E. coli fimbriae 1 en las vellosidades del yeyuno de cerdos.

5.- El extracto aislado de tubérculos de Dahlia "Elga” tipo semicactus familia Asteraceae
impide el crecimiento a cultivos con cepas de control de enterobacterias Salmonella D,
Shigella D y Yersinia enterocolitica, no asi el de Salmonellas C y C,, Shigellas Ay Cy

E. Coli enterohemorragica.

6.- El extracto aislado de tubérculos de Dahlia "Elga” tipo semicactus familia Asteraceae
limita el desarrollo de enterobacterias Salmonella D, Shigella D y Yersinia enterocolitica

en cepas salvajes.
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RECOMENDACIONES
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1.-Cambiar las condiciones cromatogréaficas en el analisis del extracto obtenido de la

Dahlia “Elga” tipo semicactus familia Asteraceae por el método CLAE.

2.-Determinar la concentracion oOptima de extracto obtenido a que se manifiesta el

efecto inhibidor de desarrollo de las bacterias que afectan al sistema gastrointestinal.

3.-Evaluar otras potencialidades biolégicas del extracto aislado de tubérculos de Dahlia

“Elga” tipo semicactus familia Asteraceae.

4.-Seleccionar el mejor método para el analisis biologico (difusion o agar)
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Anexo 1- Espectros IR de Inulina Patron y Extracto Aislado
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Anexo 3-Espectros IR de osazonas de D-fructosa; osazona de producto de hidrolisis
de inulina patrén y osazona de producto de hidrélisis de extracto aislado
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Anexo 4-Absorbancia vs Longitud de onda de osazonas de D-glucosa y D-fructosa
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Anexo 6-_Absorbancia vs Longitud de onda de 2,4-dinitrofenilhidrazonas de D-glucosa,
D-fructosa y productos de hidrdlisis de inulina y extracto
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Anexo 7- Cromatogramas de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas de D-Fructosa y D-glucosa

patrones analizadas por CLAE con detector UV-VIS
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Anexo 8- Cromatogramas de las 2,4-dinitrofenilhidrazonas de inulina patron y extracto
analizadas por CLAE con detector UV-VIS
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Anexo 9- Cromatogramas de gases de los derivados acetilados de D-glucosa patron,
D-fructosa patron y producto de hidrdlisis del extracto aislado de tubérculos de Dahlia
"Elga” tipo semicactus familia Asteraceae (Procedimiento A de derivatizacion)
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Anexo 10-Espectros de masas de los acetil derivados de la D-glucosa y de la D-
fructosa patrones
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Anexo 11- Cromatogramas de gases de los derivados pentaacetilados de D-glucosa
patron, D-fructosa patron y producto de hidrélisis del extracto aislado de tubérculos de
Dahlia "Elga” tipo semicactus familia Asteraceae (Procedimiento B de derivatizacion)
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Anexol2-Espectros de masas de derivados pentaacetilados de D-glucosa patrén, D-
fructosa patron y producto de hidrdlisis del extracto
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Anexo 13- Andlisis, por resonancia magnética nuclear, del extracto organico de
tubérculos de Dahlia “Elga”, tipo semicactus familia Asteraceae
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Sefales asignadas al espectro RMN-H’ del extracto obtenido de tubérculos de Dahlia “Elga” tipo

semicactus familia Asteraceae

Protones Corrimiento quimico Protones Corrimiento quimico

(ppm) (ppm)

H-1a-Glcp 54 H-3B-Fruf 4.23

H-3 a-Glcp 4.17 H-483-Fruf 4.05

H-5a-Glcp 4.0 H-1B-Fruf 3.89

H-6a-Glcp 3.74 H-5B-Fruf 3.81

H-2a-Glcp 3.6 H-1y H-6B-Fruf 3.68

H-4a-Glcp 3.45
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Anexo 14- Espectros RMN-H'’ reportados en “Inulin Determination for Food Labeling”34

y “Evaluacién del efecto prebidticos del Aguamiel de Maguey (Agave salmiana) en
Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus” >

n-5
B-Fru,
Inulina de Agave HOD
americana
H-1 & H6
H-4 1 B-Fru,
B-Fru,
H:3 H-1
B-Fru, B-Fru,
H-1 (1-("(‘,. ;I \ ring Cl.-(;k‘p

A AT

57 54 5.1 4.8 45 ppm 4.2 3.9 3.6 3.3

Espectro de RMNH' para la inulina extraida de Agave americana (Ravenscroft et al., 2009)

Espectro RMN-H’ de inulina obtenida de Agave americana®
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Anexo 15-Valoracion de la accion inhibidora de inulina patron y extracto organico en el
crecimiento de enterobacterias en cepas de control.

Concentracion

_ 0.0 g/L 5.0 g/L 10.0 15.0 20.0 25.0 50.0 100.0 150.0
" g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L
Enterobacteria
IP* | EO* |IP|EO|IP|EO|IP|EO|IP|EO|IP|EO|IP|EO|IP|EO|ILP|EO
Salmonella C - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Salmonella C; - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Salmonella D - - - - - - - - - - - - - - + - + +
Shigella A - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Shigella C - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Shigella D - - - - - - - - - - - - - - + - + +
Yersinia - - - - - - - - - - - - + - +|  + + +
Enterocolitica
E. coli entero- - - - - - - - - - - - - - - - - - -
hemorragica
*[.P=Inulina Patrén **E.O= Extracto Obtenido  No Inhibidas = (-)  Inhibidas = (+)
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Anexo 16- Valoracion de la accion inhibidora de Inulina patrén y Extracto Organico en
el crecimiento de enterobacterias en cepas salvajes.

Concentracion

- 0.0g/L 5.0g/L 10.0 15.0 20.0 25.0 50.0 100.0 150.0
g g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L
Enterobacteria:
I.P* | EO* |IP | EO|IP|EO|IP|EO|IP|EO|IP|EO|ILP|EO|ILP|EO]|ILP|EO
Salmonella D - - - - - - - - - - - - - + - + +
Shigella D - - - - - - - - - - - - - + - + +
Yersinia - - - - - - - - - - - + - +| + + +
Enterocolitica
*|.P=Inulina Patrén ~ **E.O= Extracto Organico  No Inhibidas = (-) Inhibidas = (+)
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