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RESUMEN

En el presente proyecto de tesis se estudio por primera vez el efecto del extracto metandlico
de hojas secas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius) e hidrolato de hojas orégano mexicano
(Lippia graveolens), como alternativas naturales para el control de Salmonella en fresas
frescas. Primeramente, se reactivo la cepa de Salmonella enterica subsp. enterica empleando
ensayos establecidos para esta bacteria en Normas y Manuales. Se obtuvo un extracto
metanolico a partir de polvo de hojas de chaya por Extraccion Asistida por Ultrasonido
(EAU), a dicho extracto se le aplico un proceso de limpieza de clorofilas (ECH). El hidrolato
de hojas secas de orégano (HO) se recuperé como el subproducto liquido de la extraccion de
aceite esencial de esta especie, y no se le aplico ningun proceso de concentracién posterior.
La caracterizacion de las fuentes naturales se hizo con respecto a su contenido de polifenoles
totales (CPT) por el método de Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante por el método del
DPPH'. La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Minima
Bactericida (CMB) por el método cuantitativo en microplaca. Se utilizé una suspension de
Salmonella 1.5x108 UFC/mL basandose en el estandar 0.5 de McFarland, 24 h de incubacion
a 37 °C. Como controles de inhibicion y esterilidad se utilizaron NaCIO a 200 ppm y caldo
Mueller-Hinton (MHB). La CMB se hizo con 10 uL de los pozos de la placa del ensayo de
la CMI, en los que no se observd crecimiento (turbidez) se inoculd por estriado en agar
Mueller-Hinton (MHA) y se incubé a 37 °C por 24 h. En el ensayo de actividad
antimicrobiana de ECH en fresas contaminadas con Salmonella se utiliz6 una concentracion
de 116.44 g de Equivalente de Acido Galico por mililitro (ug EAG/mL) (concentracion
mayor que la CMB); como control se utilizaron fresas desinfectadas con NaClO a 200 ppm
mediante inmersion en una solucion salina de fosfatos (PBS) estéril. Se prepararon diluciones
seriadas tanto para el experimento con el ECH como para el control y posteriormente se
tomaron 100 pL para su crecimiento en agar xilosa lisina dexosicolato (XLD). Estas
disoluciones se incubaron a 37 °C por 24 h.

Los resultados del estudio mostraron que el crecimiento de la cepa de Salmonella fue acorde
con lo publicado para esta bacteria tipificada. EI HO no present6 actividad antimicrobiana
contra Salmonella a las concentraciones ensayadas. La CMIy CMB del ECH fueron de 29.11
pg EAG/mL y 58.22 ng EAG/mL, respectivamente. En el ensayo con fresas, el ECH a una
concentracion de 116.44 pg EAG/mL logro reducir el crecimiento de Salmonella enterica
subsp. enterica, Unicamente crecid una colonia en el caso de las fresas rebanadas. Esto
sugiere que la chaya puede llegar a emplearse para el control antimicrobiano de Salmonella
en frutos frescos y dicha capacidad esta en funcion del CPT. Sin embargo, se requiere
profundizar en el estudio de la propiedad antimicrobiana de este extracto.

Vi
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1. INTRODUCCION

El fruto de la fresa (Fragaria) a nivel mundial es altamente consumido en fresco por sus
caracteristicas sensoriales y propiedades nutricionales (Fierascu et al., 2020), asi como, en
una amplia gama de productos procesados: congelados, enlatados, deshidratados,
mermeladas, concentrado de jugos, licores, barras de cereales, en panaderia, en productos
lacteos, para impartir aroma en helados y yogures, extendiendo la vida de anaquel de éste
fruto (Giampieri et al., 2012; Hussain et al., 2021). Ademas, la fresa contiene flavonoles,
flavanoles, antocianinas, elagitaninos, acidos fendlicos, vitaminas (Hussain et al., 2021); a
dichos compuestos se les han atribuido propiedades benéficas para la prevencién de
enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer, obesidad, por lo que es considerado
un alimento funcional (Giampieri et al., 2012; Fierascu et al., 2020; Hussain et al., 2021).
Por otro lado, los alimentos que se comercializan en fresco pueden contaminarse cuando no
se aplican buenas précticas de higiene desde su cultivo, cosecha y postcosecha, asi como por
procesos de desinfeccion ineficientes (Contreras-Soto et al., 2019). En el 2003, en Estados
Unidos se tuvo un brote infeccioso causado por Salmonella spp. en el fruto de la fresa (Pérez-
Lavalle et al., 2021). Dicha bacteria fue catalogada por la OMS en el 2017 como un patégeno
que representa una amenaza para la salud humana a nivel mundial, y que puede provocar
diarreas agudas e incluso la muerte (Manso et al., 2021).

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo anaerobio gram negativo,
no encapsulado, no esporulante, y posee antigenos flagelares, somaticos y de cubierta exterior
caracteristica (Kaur y Jainista, 2012). Tiene la capacidad de adaptarse y sobrevivir en
temperaturas de refrigeracion, pHs acidos, concentraciones elevadas de sal y baja actividad

de agua (Gonzalez-Salas et al., 2023).



Hasta el momento, el hipoclorito de sodio (NaClO) es el desinfectante quimico con mayor

efecto contra Salmonella presente en frutas y vegetales frescos (Cortés-Higareda et al., 2021);

sin embargo, los inconvenientes de su uso son:

1. La reduccion de la cantidad de cloro disponible para la desinfeccion porque puede
reaccionar con los compuestos orgénicos de los alimentos (Yen-Cony Waters, 2017).
2. Laproduccion de especies de cloro (Clo, HCOIl y CIO") dependiendo del pH, que a su

vez reaccionan con los compuestos organicos presentes formando subproductos como
cloraminas, &cidos haloacéticos y trihalometanos (THM), estos ultimos a largo plazo
y a dosis elevadas han mostrado ser cancerigenos en animales de experimentacion
(roedores) (FAO y WHO, 2009).

Por lo tanto, los desinfectantes a base de productos naturales, como la chaya (Cnidoscolus

aconitifolius) y el orégano (Lippia graveolens), se consideran una alternativa importante para

el control de esta bacteria en frutas y vegetales como la fresa, principalmente por la presencia

de compuestos del grupo de los polifenoles que poseen actividad antimicrobiana (Coppo y

Marchese, 2014).

Los polifenoles presentes en el material vegetal se extraen por diferentes métodos. Uno de

los més utilizados es la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EUA) que se basa en el

fendmeno de cavitacion, el cual provoca la formacion e implosion de burbujas sobre la matriz

vegetal, lo que permite la difusion de dichos compuestos hacia el disolvente (Chemat et al.,

2017).

Por otro lado, mediante pruebas para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria se

determina la sensibilidad de los microorganismos frente a agentes antimicrobianos. En este

caso, metabolitos secundarios principalmente del grupo de los polifenoles.



El presente proyecto de tesis tuvo como objetivo estudiar el extracto metandlico de hojas de
chayay el hidrolato de orégano (subproducto de la destilacion por arrastre de vapor del aceite
esencial de las hojas de orégano) para el control de Salmonella en fresa. En trabajos previos
del grupo de investigacion, demostraron que estas fuentes naturales contienen polifenoles

con posible actividad antimicrobiana.



2. MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de la fresa

La fresa también es conocida como frutilla, pertenece a la familia Rosaceae y al género
Fragaria, su nombre proviene del latin fraga que significa “fragancia”. Las variedades
comerciales son hibridos de F. chiloensis y F. virginiana cuyo origen es chileno y del Este
de Norteamérica, respectivamente (Hussain et al., 2021; Kirshchbaum, 2022). Su longitud
puede variar entre 5-10 cm y el ancho de 2-3 cm (Fierascu et al., 2020). Botanicamente, la
fresa es un sistema floral con muchas semillas (aquenios) incrustadas en la superficie del
fruto, tiene forma de corazén y es de color rojo brillante (Figura 2.1), por la presencia de

pelargonidina 3-glucédsido y cianidina 3-glucésido (Alvarado Cepeda, 2020).

Figura 2.1. Fruto de la fresa (Fragaria).

En la NMX-FF-062-SCFI-2002 se establecen seis estadios de madurez de la fresa
considerando la proporcion pigmentada de su epidermis en una escala de 0 (fruto de color
blanco verdoso bien desarrollado o de madurez fisiologica) a 6 (el color rojo intenso cubre
todo el fruto), en este punto maximo de la escala las fresas poseen madurez de consumo, lo
que implica que su estado fisiologico presenta las caracteristicas fisicas, quimicas y

sensoriales apropiadas para su consumo. También se suele utilizar el indice de madurez que



se calcula a partir de los grados Brix y la acidez titulable. Los °Brix se definen como “el
porciento de sélidos disueltos en producto derivado de las frutas o de algin liquido
azucarado” (NOM-173-SCFI-2009). Por otro lado, el contenido alto de &cidos organicos
(citrico, por ejemplo) se evalia mediante el pardmetro de la acidez titulable (acidez libre) por
medio de su neutralizacion con una base fuerte como el NaOH, hasta que se alcanza un valor
especifico de pH medido por un potenciometro. El indice de madurez de los frutos de fresa
con madurez de consumo depende de la variedad y se pueden tomar valores entre 5y 14

(Lbpez-Valencia et al., 2018).

2.2 Produccion de fresa

Las condiciones climaticas que favorecen el cultivo de la planta de fresa son suelos ricos en
materia organica, aireados, buen drenado, pero con cierta capacidad de retencién de agua, pH
entre 6 y 7, asi como temperatura de 15-20 °C; su distribucion a nivel mundial es diversa
geogréaficamente siendo los principales productores China, Estados Unidos, México,
Turquia, y Egipto (FAOSTAT, 2019).

La produccién de fresa en México en 2016 fue de 468.25 Megatoneladas (Mt) y méas del 50
% se exportd en fresco a Canadd, Brasil y Estados Unidos, representando un valor econémico
mayor a los 650 millones de délares (SAGARPA, 2017); el resto fue para consumo interno,
esto expone la gran demanda comercial por este fruto. En las Figuras 2.2 y 2.3 se exhiben el
histérico de la produccion para fresa en fresco y la derrama econdmica, respectivamente

(FAOSTAT, 2023).
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Figura 2.2. Produccion nacional de fresa en México. Tomado de FAOSTAT (2023).
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Figura 2.3. Valor econémico de la produccion de fresas en México. Tomado de FAOSTAT (2023).
Ademas, México fue el tercer exportador de fresas a nivel mundial durante el periodo 2010-
2020 (FAOSTAT, 2023); se proyecta para el 2030 un aumento global en la demanda de este
fruto y a nivel nacional sera 1.3 veces mas Megatoneladas (SAGARPA, 2017). Lo anterior
expone la importancia comercial de la fresa.

La gran demanda de la fresa para su consumo a nivel mundial esté relacionada con su color,
sabor y aroma caracteristicos, asi como a su contenido de nutrientes (Tabla 2.1) (Fierascu et
al., 2020). Se consume en fresco o en productos procesados mediante los cuales se logra

extender la vida de anaquel de la fresa (Giampieri et al., 2012; Hussain et al., 2021):



congelados, enlatados, deshidratados, mermeladas, concentrado de jugos, licores, barras de

cereales, en panaderia, en productos lacteos (imparte aroma en helados y yogures).

Tabla 2.1. Composicion guimica de la fresa.

Componentes g/100 g
Agua (9) 89.97
Energia (kcal) 35
Proteina (g) 0.43
Grasa total (g) 0.11
Carbohidratos (g) 9.13
Fibra (g) 2.1
Calcio (Ca) (mg) 16
Hierro (mg) 0.75
Magnesio (mg) 11
Fésforo (mg) 13
Potasio (mg) 148
Cobre (mg) 0.05
Vitamina C (mg) 41.2
Vitamina E (mg) 0.30
Niacina (mg) 0.46

Tomado de Hussain et al. (2021)

La fresa posee otros compuestos como flavonoles, flavanoles, antocianinas, elagitaninos,
acidos fenodlicos, vitaminas. El grupo de los fendlicos tienen propiedades benéficas para la
prevencion o tratamiento de enfermedades de los consumidores, entre ellas, cardiovasculares,
algunos tipos de cancer y la obesidad (Giampieri et al., 2012; Fierascu et al., 2020; Hussain

etal., 2021).



2.3 Patdgeno transmitido por la fresa: Salmonella

Las tendencias actuales por una alimentacion saludable han propiciado un aumento en el
consumo de frutas y hortalizas en fresco (Kowalska, 2023); sin embargo, se tiene el riesgo
de la presencia de microorganismos patdgenos si no se aplican las buenas practicas de higiene
durante su cultivo, cosecha y manejo postcosecha. La inseguridad se incrementa
principalmente con el uso de agua de riego contaminada, la falta de higiene por parte del
personal durante el trabajo de campo, uso de estiércol con un compostaje inadecuado y el
cambio climético (Wang et al., 2018; Pérez-Lavalle et al., 2021; Kowalska, 2023).

Como se muestra en la Tabla 2.2 el género Salmonella ha estado asociado con brotes de
enfermedades transmitidas por vegetales y frutos (Pérez-Lavalle et al., 2021), debido
probablemente a procesos ineficientes de desinfeccion del fruto (Contreras-Soto et al., 2019).
Por lo tanto, las infecciones transmitidas por frutos siguen siendo un problema mundial a
pesar de las mejoras en el sistema de salud publica (Kowalska, 2023).

En el aspecto microbioldgico los frutos rojos se consideran alimentos seguros porque poseen
un pH &cido; no obstante, se han reportado brotes de toxiinfeccion asociados al consumo de
estos, provocados por la contaminacion con bacterias patégenas como Salmonella spp. y
Listeria monocytogenes (Vifias et al., 2020). Por ejemplo, las fresas son frutos portadores de
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (Ortiz-Sol4 et al., 2022). Las
principales fuentes de contaminacion de la planta de fresa por Salmonella es el contacto
directo con el suelo (Kowalska, 2023) o que normalmente no llevan un proceso de lavado ni
desinfeccion para su comercializacion después de su cosecha porque se reducen sus atributos

sensoriales y, por lo tanto, disminuye su vida util (Wang et al., 2018).



Tabla 2.2. Alimentos contaminados con Salmonella causantes de brotes de infeccion.

Alimento Afio Cepa Lugar de origen Referencia
Fresa 2003 Salmonella spp. Estados Unidos CDC? (2018).
Pérez-Lavalle et al.
(2021).
Jitomate 2006 S. Typhimurium Estados Unidos Cortés-Higareda et al.
(2021).
Jitomate 2008 Salmonella Estados Unidos Hussain y Dawson
(2013).
Papaya de Campeche, 2017 S. Thompson, S. Estados Unidos FDAP (2017).
Colimay Jalisco Agonay S.
Gaminara
Fresa 2018 Salmonella Estados Unidos CDC? (2018).
Pérez-Lavalle et al.
(2021).
Se desconoce el origen de la 2022 S. Enteritidis Restaurante Buba SENASICAC® (2022).
contaminacion Noodle Bar, Ciudad
de Manchester, New
Hampshire
Ensalada a base de lechuga 2022 Salmonella spp. Finlandia SENASICAC® (2022).
iceberg, pepino y chicharo
Cebolla de Chihuahua 2022 S. Oranienburg Estados Unidos SENASICA® (2022).
Germinado de alfalfa 2022 S. Typhimurium Estados Unidos SENASICAC® (2023).
Chile Cayena molido, 2023 Salmonella spp. Estados Unidos SENASICAF® (2023).
originario de Nuevo Casas
Grandes, Chihuahua,
México

2 Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC).
b Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés).
¢ Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad, y Calidad Agroalimentaria (SENASICA).

2.3.1 Infecciones por Salmonella

Dentro de los patogenos de atencion prioritaria a nivel mundial se encuentra Salmonella
debido a que representa una amenaza para la salud humana. En el 2017, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publico una lista de patdgenos donde se incluyeron 12 familias
de bacterias entre las que se localiza Salmonella (Manso et al., 2021). En el 2015, Salmonella
enterica no tifoidea fue uno de los agentes etiologicos que causé enfermedades diarreicas y

230,000 muertes (OMS, 2015). En Meéxico, el Sistema Nacional de Vigilancia
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Epidemioldgica (SINAVE) report6 8,800 casos por salmonelosis en el pais (Contreras-Soto
et al., 2019); también dio a conocer la tendencia entre el 2000 y 2020 de las enfermedades
diarreicas agudas en el pais causadas por Salmonella (Figura 2.4), teniéndose un maximo de

casos (185,290) en 2009, una disminucién (116,925) del 2013 al 2019 y solamente 50,478

'\.“'\-m

casos en el 2020 (DGE, 2022).
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Figura 2.4. Situacion epidemiol6gica de EDA por Salmonella. Tomado de DGE (2022).
EDA: Enfermedades Diarreicas Agudas.

Sintomas y tratamiento de la infeccién en humanos

En personas sanas, la salmonelosis es una infeccion autolimitada (asintomética o levemente
severa), pero en nifios, ancianos o inmunodeprimidos, esta enfermedad puede provocar
complicaciones graves y posiblemente la muerte (Khan, 2014). Para que se presente una
infeccion por Salmonella, lo primero que debe ocurrir es la transmision de la bacteria por
medio de alimentos contaminados a un huésped susceptible. La dosis del patdgeno varia entre
1x10% y 1x10° bacterias aunado al estado fisiologico del huésped (Darwin y Miller, 1999;

Kaur y Jainista, 2012).

10



La enfermedad puede llegar a prolongarse hasta la cuarta semana sin el diagnostico y/o
tratamiento correcto (Kaur y Jainista, 2012). A continuacion, se presentan los sintomas
clinicos asociados a la infeccion por Salmonella:

1. Primera semana: Bacteriemia y fiebre, asi como escalofrios, cefalea, anorexia, dolor
de garganta, mialgias, psicosis y confusion mental en un 5-10 % de los casos.
También se llegan a presentar manifestaciones como la lengua saburral (capa
blanquecina), el abdomen sensible, la hepatomegalia (agrandamiento del higado) y la
esplenomegalia (agrandamiento del bazo).

2. Segunda semana: Entre el 5-30 % de los casos aparecen en el abdomen y pecho
manchas rosadas de 2-4 mm de didmetro aprox., lesiones maculopapulares
eritematosas (erupciones cutaneas). También puede presentarse bradicardia relativa
asociada con fiebre, estrefiimiento intestinal o diarrea en menor nimero de pacientes
(principalmente en nifios pequefios y adultos con infeccién por VIH).

3. Tercera semana: Se intensifican lesiones inflamatorias en la mucosa intestinal. Se
produce una hiperplasia linfoide (crecimiento de tejido) en el area ileocecal seguida
de ulceracion y necrosis (muerte celular), con sangrado o perforacion intestinal. Lo
que deriva en la aparicion de sintomas clinicos como ictericia (muerte de hepatocitos
y activacion de colangiocitos) y aumento de la actividad enzimatica de aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), glutamil transpeptidasa,
fosfatasa alcalina, etc. Complicaciones adicionales en esta semana de la enfermedad
puede provocar la muerte en el 10-15 % de los pacientes.

4. EIl 90% de los supervivientes que no tuvieron tratamiento con antibiotico muestran
disminucion de la fiebre en la cuarta semana de iniciada la infeccion. Sin embargo, la

debilidad y la pérdida de peso pueden persistir durante meses.
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En el tratamiento contra la salmonelosis se utilizan antibidticos como amoxicilina,
cotrimoxazol y cloranfenicol, asi como hidratacion con electrolitos. Desafortunadamente,
cada vez los serotipos de S. Typhi son mas resistentes lo que provoca que la fiebre tifoidea
sea mas dificil de diagnosticar y tratar (Calva, 2009; Kaur y Jainista, 2012).

Todo lo que se expuso enfatiza la importancia a nivel mundial y nacional, que tienen las
infecciones ocasionadas por Salmonella como agente causal agresivo y de mayor incidencia.
Por lo tanto, es necesario continuar investigando nuevas estrategias que garanticen su
eliminacion para tener alimentos frescos inocuos para los consumidores. En este contexto los
productos naturales con actividad antimicrobiana, en especifico contra Salmonella, son

relevantes para su investigacion.

2.4 Generalidades del género Salmonella

Theobald Smith en 1855 descubrid y aislé Salmonella a partir de los intestinos de cerdos y
se nombro asi en honor al Dr. Daniel ElImer Salmon, patélogo estadounidense que trabajo
con Smith (Eng et al., 2015; Popa y Popa, 2021). Es importante resaltar que la taxonomia de
esta bacteria es compleja y en consecuencia también su nomenclatura (Eng et al., 2015;
Jajere, 2019; Popay Popa, 2021), sin embargo, se usa el sistema recomendado por el Centro
Colaborador de la OMS en el cual se clasifica para el género Salmonella en dos especies: S.
entérica y S. bongori, mediante analisis de secuenciacion del ARN ribosémico (ARNr) 16S
(Eng et al., 2015; Alfaro-Mora, 2018; Jajere, 2019; ISP, 2019). S. enterica se clasifica a su
vez en 6 subespecies que se denotan con nimeros romanos: S. enterica subsp. enterica (1);
S. enterica subsp. salamae (Il); S. enterica subsp. arizonae (llla); S. enterica subsp.
diarizonae (111b); S. enterica subsp. houtenae (IV) y S. enterica subsp. indica (V1) (Brooks

et al., 2011; Eng et al., 2015; Alfaro-Mora, 2018; Jajere, 2019; ISP, 2019). Por otro lado,
12



Salmonella se clasifica en mas de 2600 serotipos o serovariedades, donde la serotipificacion
se basa en el esquema de Kauffmann-White-Le Minor que utiliza a antigenos somaticos (O),
el antigeno de la superficie Vi y antigenos flagelares. Cabe destacar que la subespecie
entérica comprende casi todos los serotipos patogénicos para el ser humano (ISP, 2019).

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo anaerobio
facultativo, gram negativo no encapsulado, no esporulante, con un didmetro de 0.7 a 1.5 um
y una longitud de 2 a 5 um (Cortés-Higareda et al., 2021). En la Figura 2. 5 se muestra la

celula de Salmonella donde se puede observar el flagelo (Kaur y Jainista, 2012).

/

Cépsula Nucleoide (ADN) /
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Figura 2.5. Morfologia y estructura del género Salmonella. Modificado de: Dreamstime (2023).
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Los flagelos funcionan como rotores helicoidales semirrigidos que imparten la motilidad a
Salmonella en ambientes liquidos o sélidos. Esta rotacién funciona por el flujo de protones
dentro de la célula bacteriana (Figura 2.6A). Esto se produce a través de una diferencia en el
gradiente de concentracion de protones, originada en la ausencia de una fuente de energia
metabdlica (Carroll et al., 2016). Cuando una bacteria peritrica (tiene méas de un flagelo) se
desplaza, los flagelos se asocian para formar una hebra ulterior que favorece el
desplazamiento de la célula en linea recta mediante su rotacién en sentido contrario a las
manecillas del reloj. Sin embargo, en ciertos intervalos de tiempo la hebra invierte su
direccion de rotacion sufriendo una separacion momentanea provocando que la célula dé
volteretas hasta que restablece su desplazamiento nuevamente con direccion aleatoria.

Este comportamiento de Salmonella es lo que le confiere la propiedad de la quimiotaxis
(Carroll et al., 2016), en la cual “Estan implicados una serie de receptores especificos de
superficie, que recogen la sefial quimica (o sea, el quimioefector) y que inician un proceso
de transduccion intracelular de esta sefial que finalmente llega a un complejo conmutador del
corpusculo basal flagelar. En el sistema sensorial de la bacteria, ante un gradiente espacial,

se origina una migracion neta (acercamiento o alejamiento, respectivamente) haciendo que
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la duracion de una carrera en la direccion favorable sea mayor, y para ello influye sobre el
conmutador flagelar binario que determina el sentido de la rotacion” (lafiez Pareja,1998).
Otro mecanismo de supervivencia y proteccion de este patégeno es su capacidad para formar
una matriz de exopolisacéaridos a partir de células microbianas, denominada biopelicula (De
los Santos Villamil et al., 2012; Cortés-Higareda et al., 2021), que puede adherirse y
desarrollarse en superficies bioticas y abidticas. Los factores importantes para la formacion
Optima de dicha biopelicula son los nutrientes presentes, las condiciones ambientales y el
metabolismo bacteriano, lo que provoca una variacion en su composicion con respecto a
carbohidratos, péptidos, proteinas, lipidos o una combinacion de estas sustancias, no
obstante, el volumen mayor de la biopelicula lo constituye el agua (90 % del contenido total)
(De los Santos Villamil et al., 2012). Las etapas de formacién de las biopeliculas son:

1. Adhesion o contacto con la superficie, inicialmente es reversible, pero con el paso
del tiempo se vuelve irreversible.

2. Agregacion o formacion de microcolonias, ocurre cuando se adicionan mas células
microbianas a las ya presentes.

3. Maduracion de la biopelicula, se multiplican los microorganismos y se producen de
manera excesiva los exopolisacéridos, proteinas y se libera ADN extracelular.

4. Disgregacion, el exceso de metabolitos presentes no pueden ser eliminados y por
medio de algunos procesos de induccidn o represion de genes que codifican factores
de virulencia o enzimas, se origina la biosintesis de los principales componentes de
la matriz extracelular como exopolisacaridos y proteinas (quorum sensing) (Ortega-
Pefia y Hernandez-Zamora, 2018).

Los mecanismos mencionados influyen en la capacidad de adaptacion y supervivencia de

Salmonella en diferentes condiciones ambientales, incluyendo temperaturas de refrigeracion,

15



pHs &cidos, concentraciones elevadas de sal (Tabla 2.3). Ademas, la bacteria se inactiva a 70

°C (Alfaro-Mora, 2018).

Tabla 2.3. Condiciones éptimas de crecimiento de Salmonella.

Parametro Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 2-4 35-37 54
pH 4 6.5-7.5 9
NaCl (%) 0.4 - 4
Actividad acuosa (Aw) 0.94 0.99 0.99 <

Tomado de Alfaro-Mora (2018).

Identificacion y aislamiento
Los procedimientos para la identificacion y aislamiento de Salmonella spp. se encuentran en
la Norma 1SO 6579-1:2017 y se aplica a productos destinados para el consumo humano y

alimentacion animal; de igual modo en la NOM-114-SSA1-1994.

1. Preenriquecimiento: Las células de Salmonella que se encuentren dafiadas se
restauran hasta una condicién fisioldgica estable. Se requiere de un medio nutritivo
no selectivo.

2. Enriquecimiento selectivo: Se incrementa la poblacién de Salmonella y se inhiben
otros microorganismos presentes en la muestra. Los medios de cultivo son liquidos o
semisolido como Mueller, selenito-cistina, tetrationato, Vassiliadis-Rappaport y soya
tripticaseina.

3. Selectividad en placa: Se utilizan medios de cultivo selectivos (Figura 2.7) que
inhiben el crecimiento de microorganismos de generos diferentes a Salmonella,
permitiendo de este modo la identificacion visual de colonias sospechosas. Algunos

de estos medios de cultivo que se utilizan son agares como Verde-Brillante (VB), con
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sulfito de bismuto, Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), Salmonella y Shigella (SS) y
Entérico Hektoen (EH).

4. ldentificacion bioquimica: Permite la identificacion genérica de los cultivos de
Salmonella y descartar aquellos que no lo son.

5. Serotipificacion: Se basa en el esquema Kauffmann-White, internacionalmente
reconocido. Consiste en la caracterizacion en portaobjetos, generalmente por
aglutinacion de los antigenos; somaticos O, flagelares H y rara vez con respecto al

capsular Vi.

i

Figura 2.7. Crecimiento de Salmonella en agar: XLD, VB y EH. Tomado de Robledo-L6pez (2015).

Es importante mencionar que ningln alimento debe contener Salmonella y los resultados se

reportan como “presencia” o “ausencia” de Salmonella” (Codex Alimentarius, 1983, NOM-

210-SSA1-2014).

2.5 Compuestos quimicos de fuentes vegetales

Las plantas tienen un papel fundamental en la vida del hombre para cubrir sus necesidades
como alimento, vivienda, vestido, medicina, aromatizantes, etc. (Lock, 1987). Ademas, han
recibido atencidn especial por la gran variedad de compuestos organicos que producen como

parte de su metabolismo secundario, cominmente llamados productos naturales. Se
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sintetizan a partir de metabolitos primarios y suelen encontrarse en concentraciones en el
orden de los mg en el reino vegetal.

Los metabolitos secundarios no tienen funcion en el metabolismo basico de las plantas y
hasta el momento se sabe que son importantes para conferirles color, como atrayentes de
insectos para la polinizacion, de defensa contra microorganismos, insectos y animales
herbivoros, asi como agentes alelopaticos, es decir, que pueden tener interacciones
complejas, dafiinas o benéficas, con otras plantas de su entorno en su germinacion,
crecimiento o desarrollo (Lock, 1987; Cruz-Torres et al., 2019).

2.5.1 Compuestos polifendlicos

Los polifenoles son metabolitos secundarios que se sintetizan en las plantas por la ruta del
acido shiquimico (Figura 2.8), principalmente (Dewick, 2002; Tsao, 2010); se encuentran en
practicamente todas las partes de estas: semillas, raices, tallos, hojas, flores, frutos completos
y en mayor cantidad en la c&scara o piel (Coppo y Marchese, 2014). Su estructura base un
anillo aroméatico unido a uno 0 méas grupos hidroxilo, que a su vez puede unirse a otras
estructuras aromaticas o alifaticas (Gimeno-Creus, 2004). Con base en su estructura quimica
se clasifican en lignanos, estilbenos, flavonoides, alcoholes y acidos fendlicos (Figura 2.9).
El interés por los compuestos polifendlicos se centra en las diversas propiedades bioldgicas
asociadas a su estructura quimica (Abbas et al., 2017), como la antioxidante, principalmente,
antifingica,  antimicrobinana,  antiinflamatoria,  antihipertensiva,  antidiabética,
antitrombdtica, anticancerigena, cardioprotectora, neuroprotectora, osteoprotectora,
hepatoprotectora y antienvejecimento (El Gharras, 2009; Durazzo et al., 2019; Manso et al.,

2021).

18



oP

HO:
o Enzimas "
glucoliticas o, OH
OH [¢] OH
> o, OH
OH OH ©
Fosfoenolpiruvato
OH op NADPH ATP
D-Glucosa H = —_—
Ruta de las o on
pentosas H - H Ho™™ oH
fosfato o o oH c " : op Y oH
Y OH H
E OH
Acido shiquimico
D-eritrosa-4-P opt
)WVH
o
oH o o, OH o, OH
o OoH -HOP
_—
o -
OH - OH
&4 OH o OH o

/ \ Acido corismico

Fenilalanina Tirosina
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Figura 2.9. Clasificacion de los compuestos polifenélicos. Tomado de L6pez-Hernandez (2017).

2.5.2 Actividad antioxidante

En las células la defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés) depende de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, glutation
peroxidasa y catalasa (Bailiak et al., 2017; Santos-Sanchez et al., 2019). Sin embargo, en
situaciones de estrés oxidativo (desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes), son
insuficientes por lo que es conveniente ingerir compuestos con actividad antioxidante como
los polifenoles. Esto reduce el impacto negativo que el estres oxidativo tiene en la salud tanto

de humanos como de animales (Rudrapal et al., 2022). Esta propiedad de los compuestos
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polifendlicos esta asociada al numero de grupos hidroxilo que poseen en su estructura y a su
arreglo espacial (Olszowy, 2019); los més estudiados son: quercetina, catequina, kaempferol,
resveratrol, apigenina y la luteolina (Rasouli et al., 2017).

Los dos mecanismos de accion propuestos para la actividad antioxidante de los polifenoles
son la transferencia de un a&tomo de hidrégeno al radical libre y la transferencia de un electrén
singulete (todos los espines de los electrones estdn apareados en el estado electrénico
molecular) de la molécula oxidante al polifenol. Los productos de la reaccion en ambos casos
son un radical oxidado, un radical cation y una especie energéticamente estable (Leopoldini

et al., 2011; Mendoza-lsaza et al., 2020).

2.5.3 Actividad antimicrobiana

Una estrategia emergente para la inhibicion de microorganismos patogenos es el uso de
extractos vegetales con base a los componentes presentes en estos y que poseen actividad
antimicrobiana, con atencién principal en el grupo de los flavonoides (Coppo y Marchese,
2014). Por ejemplo, Ferrazzano et al. (2011) reportaron que la catequina actda sobre: Bacillus
subtilis, Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Pseudomonas

aeruginosa, Salmonella choleraesis, Serratia marcescens y Staphilococcus aureus.

Como posibles mecanismos de accidn antibacteriana se ha propuesto que las infecciones
microbianas pueden estar relacionadas con el estrés oxidativo y se han observado mejoras en
cuanto se revierte esta situacion en el organismo (Komaravelli et al., 2015). Sin embargo, no
siempre se ve este efecto, por ejemplo, cuando Borras-Linares et al. (2015) analizaron la

actividad antimicrobiana de Hibiscus sabdariffa contra Salmonella enteritidis, observaron
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que no presentd una correlacion de Pearson fuerte (0.320) con la actividad antioxidante,
determinada por el método del DPPH".

Por otro lado, también se ha planteado que la interaccién polifenoles-células bacterianas
propicia su acumulacion en la superficie de estas (Bouarab-Chibane et al., 2019); otros
posibles mecanismos son la inhibicidn de la sintesis de &cidos nucleicos o de las funciones
de la membrana citoplasmatica (Coppo y Marchese, 2014). En cuanto al segundo mecanismo,
puede haber interferencias en la replicacion del ADN, se inhibe la transcripcion lo que
dificulta la sintesis de metabolitos primarios en los microorganismos (Paredes y Roca, 2004).
Con respecto a la afectacion de la membrana celular debido a que constituye una barrera
semipermeable y lleva a cabo funciones de transporte activo, si su integridad funcional se
altera, los iones y macromoléculas se escapan entonces la célula se lesiona y muere (Paredes

y Roca, 2004).

2.6 Chaya (Cnidoscolus aconitifolius)

La chaya es una planta que pertenece a la familia Euphorbiaceae y el género Cnidoscolius,
su nombre en maya es Tzin-tzin chay (chaya), se cultiva desde la época prehispanica y se
utiliza principalmente como alimento y medicina (Ross-Ibarra, 2003) en el sureste mexicano
donde se consume en una variedad de platillos regionales y bebidas. Las especies principales
en la Peninsula de Yucatan, México, son C. aconitifolius y C. chayamansa (Chin-Chan et al.,
2021).

Esta planta es un arbusto arborescente semi-perenne y semi-lefioso, alcanza hasta 6 m de
altura, es de facil propagacion (por esquejes) y alta produccién de follaje en corto tiempo. Es
tolerante a condiciones ambientales pobres, resistente a pestes, enfermedades, sequia y tolera

la falta de cuidado, aunque es de baja longevidad. Sus hojas son grandes de 30-35 cm aprox.,
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su forma se toma como un aspecto para diferenciar las especies del género Cnidoscolus. La
especie aconitifolius tiene hojas pentalobuladas, bordes lobulados y aserrados (Figura
2.10A), poseen peciolo largo, sin pubescencias (o vellosidades), base sagitada, presencia de
glandulas y flores blancas. Por otro lado, C. chayamansa tiene hojas trilobuladas con bordes
lobulados y lisos (Figura 2.10B), peciolos cortos, sin pubescencias, de igual manera con base

sagitada, con glandulas y flores blancas (Kuri-Garcia et al., 2017).

Figura 2.10. Hojas del género Cnidoscolius. A) C. aconitifolius y B) C. chayamansa.
Modificado de: Nabor (2020)

Los compuestos que han sido identificados en las hojas de la chaya (Tabla 2.4) son
flavotaninos, flavonoides glucosilados, alcaloides, taninos, saponinas, antraquinona libre y
combinada (Awoyinka et al., 2007) y se ha expuesto que presentan actividad contra
Salmonella los flavonoides glucosilados (Tereschuk et al., 2007), taninos (Villanueva et al.,

2023), saponinas (Gongora-Chi et al., 2023) y alclaoides (Yan et al., 2021).
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También esta presente el &cido ferdlico (Ortiz-Mora et al., 2017) unido a la pared celular
vegetal como deshidrodimeros, son componentes estructurales importantes que sirven para
mejorar su rigidez y resistencia; su recuperacion se dificulta debido a que se deben romper
los enlaces éster (Kuri-Garcia et al., 2017). Posee también actividad antioxidante, efecto
contra algunas enfermedades cronicas (Sgarbossa et al., 2015).

De acuerdo con lo antes expuesto, “a la chaya se le considera un cultivo subutilizado debido
al conocimiento general limitado que existe sobre ella, su escasa representacion en

colecciones ex situ y la falta de programas de conservacion” (Chin-Chan et al., 2020).
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Tabla 2.4. Compuestos identificados en especies del género Cnidoscolus.

Género . . . . . - Método de
Cnidoscolus Pais Acondicionamiento y proceso de extraccién Compuestos identificados identificacion
- . . Cromatografia de gases
C'(Ezgg;;'rf]?glus México Extracto crudo a partir de 15-20 hojas frescas, estas fueron sumergidas por 20 sen 1 ?grenc;na (3lt.3t mdg)’ gﬁ?rt]?‘;?nie(g%a:qr!r:”;a acoplado a
Erosa et al L de diclorometano. Se evapord el disolvente y se obtuvieron 533.33 mg de extracto. ' megn }éag: aé rZsB ectivamente. 9. espectrometria de
2004) " Se realiz6 una purificacion mediante columna flash empleando ’B y a’miriFr)la 0 C ' masas (GC-MS).
hexano/diclorometano como eluyente. Obtuvieron cinco fracciones (A-E). ye en b
Hojas frescas lavadas se almacenaron a 5 °C toda la noche, se trituraron 500 g con
procesador de alimentos. Se obtuvo el extracto (5 g/20 mL) con
etanol/acetona/agua/acido acético (40:40:20:0,1), se calentd a 60 °C por 1 h en bafio
de agua, en viales con tapdn para evitar la evaporacion del disolvente. . . T
C. aconitifolius Estados Adicionalmente hojas crudas (500 g) se trocearon se hirvieron con 10 mL de agua en Extracto de ho]iig;?ﬁ;' kaempferol y géoaﬂgt?egs;ﬁﬁzigﬂu;gg
(Kuti y Konuru, Unidos un recipiente con tapa de vidrio. Extracto de ho'qas cocidas;' kaempferol detector de arreglo de
2004). Se afiadieron 10 mL de agua y se cubri6 el recipiente con una tapa de vidrio para ! Lercetina ) P y diodos (HPLC-I%AD)
favorecer la coccion al vapor durante 2 min. Se obtuvo un extracto con estas hojas g ' ’
como Yya se describié. Ambos extractos se homogeneizaron durante 1 min con un
homogeneizador de tejidos, se filtraron a través de una membrana y se almacenaron a
-20 °C.
Extracto acuoso: taninos, flobataninos,
(/iwéi,cmgzlt'gf Nigeria Extracto acuoso y uno etandlico al 96 % obtenido a partir de hojas secas por el Exstfgggl2?;%3:;?3:%?;3&;5(1 Itaa iﬁz'os Me;;c;cr)lsd;:ﬁzle:;ag;vos
)2/007) " método de soxhlet por 3 h, se filtr6 y se concentré en un evaporador rotatorio a 30 °C saponinas Iuéésidos caraiacos ' '
por 25 min. Se colocd en una estufa de secado a 45 °C hasta peso constante. P y9 '
C. aconitifolius Nigeria Las hojas se lavaron y secaron a temperatura ambiente. Se obtuvo un polvo fino y se Taninos, saponinas, alcaloides y Pruebas quimicas
(Oyagbemi et al., g almacen6 a 4 °C en recipiente de polietileno. Se obtuvo un extracto en agua. flavonoides estandar.
2011)
Las hojas se secaron a temperatura ambiente por 3 semanas, se obtuvo un polvo fino . . . Mgtodos estandar
T . y; . . Alcaloides, taninos, flobataninos, descritos por Harbone,
C. aconitifolius Nigeria utilizando un mortero. Se obtuvo un extracto por maceracion durante 5 dias a partir flavonoides. sanoninas v alucosidos Trease. Evans
(Fagbohun et al., g de 1.5 kg de polvo en 1000 mL de metanol. Se descant6 el sobrenadante y se llevo a ! caediacos y9 Sofcl)wora y
2012) sequedad total en un evaporador rotatorio a 40 °C, se almacend a 4 °C. '

C. aconitifolius

Extracto etandlico de hojas

Fenoles, saponinas, flobataninos y
glucdsidos cardiacos, acidos grasos

No se menciond.

25




(palmitico, estearico, miristico, oléico,

(Jiménez-
Arellanes et al.,
2014)

entre otros), esteroles (B sitosterol),
triterpenos (P y a amirina), alcaloides,
flavonoides (kaempferol-3-O-glucésido y
quercetina-3-0O-glucosido), antraquinonas,
terpenos (taraxasterona) y taninos.

Cromatografia liquida

Sulfato de hispidulina, eucaliptina,
polianxantona C, cadesina G, parvixantona

de alta resolucién con
detector de arreglo de

C. aconitifolius - A, .
(Numa et al Colombia . . . . D eplga}locat_equma dl-O-gaIatp, diodos Y
N Hojas secas se molieron, se obtuvo un extracto por maceracion durante 7 dias, con epicatequina di-O-gallato, fraxetina, espectrometria de
2015) oo LY e o o
etanol al 96 %, se cambio el disolvente diariamente por fresco. acutifolina D, hamaudol, &cido moredlico, masas
triptofordin D-1, tiegusanina F. (HPLC-DAD-ESI-MS)
Extracto etéreo: acidos grasos.
C. chayamansa Hojas lavadas y secadas a la sombra y en estufa a 40 °C por 5 dias. Se obtuvo un Extracto etanolico: triterpenos, esteroides,
Mc Vaugh Cuba polvo fino (tamafio de particula de 3 mm). Se obtuvo un extracto por maceracion sin | saponinas, alcaloides, azlcares reductores,
(Mena-Linares et agitacion, utilizando como dioslventes, sucesivamente: éter de petrdleo, etanol y agua polifenoles, taninos, flavonoides y Tamizaje fitoquimico
al., 2016) destilada, durante 24 h en cada uno. aminoacidos. descritos por Miranda
y Cuellar.
-Extracto acuoso: polifenoles, taninos y
flavonoides.
-Extracto etandlico para C. aconitifolius:
polifenoles, taninos, flavonoides,
coumarinas y flabotaninos. Los métodos de
C. chayamansa - e . e
e . . . . . . . -Extracto metandlico de C. aconitifolius y identificacion fueron
C. aconitifolius - Se aplicaron diferentes tratamientos a las hojas. Los disolventes empleados fueron: L . .
. P México . C. chayamansa: polifenoles, flavonoides y por reacciones
(Kuri-Garcia et agua, metanol, etanol, acetato de etilo y hexano. - P
al., 2017) taninos. quimicas.
' -Extracto con acetato de etilo para C.
aconitifolius: polifenles, coumarina y
flavonoides.
-Extracto hexanico para C. aconitifolius:
polifenoles.
Los extractos se obtuvieron a partir de hojas crudas y hervidas (5 min en agua), Cromatografia de
C. aconitifolius fueron secadas en horno a 40 °C por 48 h, pulverizadas en un molino eléctrico con un Se identificaron los &cidos: galico, liquidos de alta
p p g q
(Godinez- México tamiz (0.5 mm). Se obtuvieron extractos (1:10, p/v), con metanol/agua y etanol/agua | clorogénico, cafeico, p-cumarico, fertlico, resolucion de fase
Santillan et al., (80:20 y 50:50, para ambos), por maceracion en un agitador orbital a temperatura vainillico, rosmarinico; resveratrol, reversa con arreglo de
2019) ambiente durante toda la noche, sin exposicion a la luz. Se filtraron a través de papel luteolina y apigenina. diodos
filtro, se llevaron a sequedad total, se liofilizaron y almacenaron a -80 °C. (RP-HPLC-DAD).
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2.7 Hidrolato de la extraccion de aceite esencial de hojas de orégano (Lippia graveolens)
Se nombra como hidrolato, hidrosol o agua madre al residuo liquido de apariencia turbia que
se obtiene del proceso para obtener aceites esenciales a partir de material vegetal por medio
de la destilacion por arrastre de vapor (hidrodestilacion). En el caso del orégano es una
especia ampliamente utilizada en la elaboracién de platillos mexicanos y su aceite esencial
es de suma importancia por las propiedades biologicas que posee tales como la antioxidante,
antibacteriana, antiparasitica, antigenotoxica y antifungica (Arcila-Lozano et al., 2004;
Garcia-Pérez et al., 2012), principalmente porque contiene limoneno, B-cariofileno, p-
cimeno, linalol, a-pineno, carvacrol y timol (Arcila-Lozano et al., 2004). En el grupo de
trabajo a partir de 2.5 kg de hojas secas de orégano se obtuvieron 66 mL de aceite esencial y
10,000 mL de hidrolato (150 veces mayor volumen), por lo tanto, el uso alternativo le
conferira un valor agregado a este subproducto.

Con base a sus componentes principales se encontré que 18 de 44 hidrolatos analizados
fueron diferentes con respecto a sus aceites esenciales, lo que deja ver que no necesariamente
ambos van a presentar la misma composicion. Considerando los compuestos principales
presentes en los hidrolatos analizados estos fueron clasificados en grupos funcionales:
aldehido, alcohol, fenol, cetona, éster y grupos fenol metil éter (D" Amato et al., 2018).
Existe evidencia de que los hidrolatos poseen actividad antimicrobiana debido a la presencia
de los compuestos presentes (D" Amato et al., 2018). Garcia Angeles y colaboradores (2022)
adicionaron hidrolato de orégano (Oreganum vulgare) en la formulacion de nuggets de carne

de conejo y observaron una disminucion en el conteo total de estafilococos y enterobacterias.
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2.8 Extraccion Asistida por Ultrasonido

Los métodos més utilizados para la extraccion de metabolitos secundarios a partir de plantas
son la maceracion, la decoccidn, percolacion, soxhlet, extraccion acelerada por disolventes,
extraccion asistida por microondas, extraccion con fluido supercritico, extraccion asistida por
enzimas, asi como la extraccion asistida por ultrasonido (Sridhar et al., 2021; Fongang
Fotsing et al., 2021; Bitwell et al., 2023), esta Ultima fue usada en el presente trabajo y se
detalla a continuacion.

El fundamento de la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU) es el uso de la cavitacion
acustica (Figura 2.11) que es capaz de inducir una serie de compresiones y rarefacciones en
las moléculas del disolvente provocando la formacion de burbujas como consecuencia de los

cambios de temperatura y de presion (Shirsath et al., 2012).

Compresion

\ANARANAWA
VIAVAAVARVARV.

Rarefaccion

- Crecimiento de ; ! =
Formacion de  mlp- a burbuja w10 WP Implosion de la

huroiga durante varios inestable burbuja

ciclos

Figura 2.11. Principio de cavitacion acustica. Modificado de Hielschel Ultraonics, (2023).

La implosidn de las burbujas sobre la matriz vegetal provoca el deterioro de su superficie y
mejora la accesibilidad del disolvente, también induce la reduccion del tamafio de particula
por las colisiones y a las ondas ultrasonicas, lo que facilita la transferencia de masa (Figura

2.12) (Chemat et al., 2017). Es un método ampliamente utilizado porque no se aplica calor y
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requiere menor tiempo de extraccion lo que conlleva a la menor afectacion de compuestos

como lo polifenoles.

Pared Celular Compuestos Fendlicos
Disrupcién celular

G Liberacién de compuestos
o A
"R
/
Entrada de Solvente
Burbuja .

A) Representacion burbuja y célula vegeta B) Colpaso con la pared celular C) Difusion del solvente y liberacion del analito

Burbuja

Colapso de Burbuja '

Figura 2.12. Esquematizacion del fendmeno de cavitacién, colapso y liberacion del material vegetal. Tomado
de Medina-Torres et al. (2017).

2.9 Compuestos de origen natural con actividad contra bacterias entéricas

Con las nuevas tendencias, los consumidores exigen alimentos frescos sin aditivos quimicos
ni compuestos toxicos que puedan afectar su salud. Por lo tanto, es de gran relevancia el uso
de extractos de plantas como una alternativa natural para eliminar y/o reducir la carga
microbiana de bacterias patogenas como la Salmonella. Para esto se debe investigar
empleando métodos cuali y/o cuantitativos en los cuales se confronta el antimicrobiano, a
concentraciones conocidas, con una suspension bacteriana (102 UFC/mL, por lo general), y
de este modo se determina si el extracto vegetal posee actividad antimicrobiana y se estable
la concentracion necesaria de este. A continuacion, se detallan los métodos que se utilizaron
en el presente trabajo de tesis.

2.9.1 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es una prueba cuantitativa (MacGowan y Wise,

2001) in vitro de sensibilidad de los microorganismos frente a un agente antimicrobiano en
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condiciones especificas. Permite establecer la concentracion mas baja del antimicrobiano
(extracto vegetal, por ejemplo) que inhibe el crecimiento de la bacteria que se expuso a este,
se expresa como mg/L o pg/mL (Andrews, 2001; Kowalska-Krochmal y Dudek-Wicher,
2021). En la Tabla 2.5 se presenta informacion relacionada con la CMI establecida para

algunas fuentes de origen natural contra Salmonella infectando vegetales.
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Tabla 2.5. CMI de extractos vegetales contra Salmonella en alimentos frescos.

Fuente Compuesto(s) Alimento Condiciones de obtencién del extracto Bacterias (CMI) Referencia
-Lavado y desinfeccion de la cascara de berenjena (CB)
con NaClO al 2 % por 5 min, enjuague con agua estéril, se
guardo a -20 °C.
-Homogenizacion de 10 g de CB durante 30 s utilizando 20
mL de diferentes soluciones (1-3 %.): sulfato de calcio Salmonella
Berenjena Acido clorogénico (CaS0g), carbonato de calcio (CaCQg) y cloruro de calcio Typhimurium Rochin-Medina et al.
(Solanum melongena) Cianidina 3-O Lechuga (CaCly). El extracto obtenido (2019)
(acetilgluctsido) -Tratamiento térmico a 95 °C durante 30 min, con agitacion con CaCOs al 1 %
Acido 4-cafeoilquinico. cada 5 min. mostr6 una inhibicién
-Homogenizacion durante 3 h a 30 °C, antes de incubarlas bacteriana del 40 %.
16ha4-°C.
-Centrifugacion a 4000 rpm por 15 min. Recuperacion del
sobrenadante y filtracidn con membrana 0.22 pum, se
almacen6 a 4 °C.
Clavo Eugenol.
(Caryophyllus
aromaticus) Salmonella enterica
Arbol de canela Cinamaldehido. (serotipos Derby,
(Cinnamomum -Se utilizaron flores, corteza, hojas, asi como, la planta Thompson, Napoli,
zeylanicum) Lechuga completa. Kasenyi y Rossi et al. (2019)
-Los aceites esenciales se obtuvieron por destilacion. Veneziana).
Orégano Carvacrol, timol, Para la canela se
(Oreganum vulgare) cimeno, terpineno. obtuvo la mejor
Romero Eucaliptol, a-pineno, CMI=1.25-1.87
(Rosmarinus alcanfor, p-cariofileno, uL/mL
officinalis) acetato de bornilo,
canfeno, B-pineno,
limoneno, felandreno y
y-terpineno.
Salvia Sesquiterpenos

(Salvia officinalis)

Salvia romana
(Salvia sclarea)

Aristoleno, germacreno,
B-farneseno
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Tomillo
(Satureja montana)

Timol

Tomillo rojo
(Thymus vulgaris)

Carvacrol, flavonoides
y compuestos fenélicos

Cilantro
(Coriandrum sativum)

(S)- (+)-linalol, trans-
B-ocimeno, cis-geraniol,
alcanfor

Zanahoria

Semillas (1 kg) se sometieron a destilacion por arrastre de
vapor para la obtencién del aceite esencial de cilantro
(CEO) e hidrolato (CH), ambos se recuperaron y
almacenaron a 4 °C. Se obtuvo un extracto con etanol al
100 %.

Salmonella enterica
CMI =5 uL/mL

Pellegrini et al. (2020)
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3. ESTADO DEL ARTE

La Salmonella es uno de los principales patogeno que infecta al fruto de la fresa, la evaluacion

del efecto de compuestos quimicos en el fruto para el control de esta bacteria se muestra en

la Tabla 3.1.
Tabla 3.1. Productos quimicos en el control de Salmonella en fresa
Compuesto Especie Inhibicion Referencia
guimico
ClOzgaseoso | Salmonella spp. Niveles indetectables Yuk et al. (2006)
(100 mg totales de ClO2 gaseoso)
ClO2 Salmonella Fresas en ClOz durante 10 min, a 5 mg/mL Mahmoud et al.
enterica se disminuyo las UFC, se logr6 una vida (2007)
atil de 16 dias.
NaClO Salmonella NaClO a 200 ppm. CHsCOOH al 5 %. No | Portillo-Torres et al.
CH;COOH Typhimurium se logro reducir < 0.5 Log UFC/cm?. (2016)
C-H40s Salmonella C2H40s5 a 80 ppm, 5 % de H202y 2.5 % de Ortiz-Sol4 et al.
H202 enterica acidos organicos después de 2 min de (2020)
CsHsO tratamiento.
C3HeO3
CH;COOH
H202 Salmonella 2 Log UFC/g Cortés-Higareda et
enterica al. (2021)

ClO,: Diodxido de cloro. NaClO: Hipoclorito de sodio, CHsCOOH: acido acético, C-H4Os: acido

peracético, H,0,: Perdxido de hidrégeno, CsHsOx: acido citrico, C3HgOs: acido lactico.

A la fecha, no se ha evaluado extracto de chaya o hidrolato de orégano en fresa contaminada

con Salmonella, solamente existe evidencia de la aplicacion en fresa de dos desinfectantes

comerciales que contienen compuestos naturales (Salgado-Escobar et al., 2020). Uno

contiene un extracto estandarizado de semillas citricas y glicerina (ECD) y se aplicd después

del lavado de la fresa con detergente; otro contiene extracto de semillas citricas, acidos lactico

y ascorbico, aplicado en la fresa directamente. El porcentaje de disminucion de la carga

bacteriana (no fue Salmonella) en fresa fue del 96.83 %, con respecto a los otros

desinfectantes utilizados (ozono, desinfectantes comerciales a base de ClO. y plata coloidal).
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4. JUSTIFICACION

De acuerdo con la informacion expuesta anteriormente, la relevancia del presente trabajo de
tesis se centra en que el consumo de productos frescos, como la fresa, ha desencadenado
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, siendo esto un problema grave al
comprometerse la salud de los consumidores. El género Salmonella afecta a las fresas que
Ilega al fruto por el riego con aguas contaminadas y/o por el manejo postcosecha inadecuado,
aunado a que se comercializa en fresco sin ningun tratamiento de limpieza y desinfeccion
para no disminuir su vida til.

Se decidio trabajar con la fresa debido a que no hay reportes sobre el control de Salmonella
empleando fuentes de origen natural, como se expuso en el Estado del arte y, por
consiguiente, tampoco hay evidencia a la fecha del uso como desinfectantes naturales de
extractos de hoja chaya e hidrolato de orégano. En un trabajo previo de este grupo de
investigacion, se evidencio que la chaya es una fuente potencial de acido ferulico (Ortiz-
Mora et al., 2017), y se sabe que este compuesto tiene actividad antimicrobiana. En el caso
del hidrolato de orégano se propone darle un uso alternativo al residuo liquido del proceso
de obtencion del aceite esencial de esta planta, que también contiene compuestos
hidrosolubles con posible actividad contra Salmonella. Los resultados que se obtengan en el
presente trabajo de investigacion contribuiran en el tema del control con compuestos

naturales de la salmonelosis transmitida por las fresas.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Evaluar la actividad antimicrobiana del extracto de chaya y del hidrolato de orégano en fresas

contaminadas con Salmonella.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Establecer la Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima
Bactericida del extracto de chaya contra Salmonella enterica subsp. enterica
mediante el método de microdilucion en caldo.

5.2.2 Establecer la Concentracién Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima
Bactericida del hidrolato de orégano contra Salmonella enterica subsp. enterica
mediante el método de microdilucion en caldo.

5.2.3 Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de la fuente natural que presente

inhibicion total de Salmonella en fresas contaminadas con esta bacteria.
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6. MATERIALES Y METODOS

En el siguiente esquema se ilustran las etapas y actividades experimentales que se desarrollaron en el presente trabajo de tesis.

Metodologia
[ I
4 Y
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 FEtapa 4 Etapa 5
N — — A/
N 4 ™\ | K I 4 ™\
i : : Actividad - C
Reactivacion de Procesamiento Contenido de o Preparacion de Adquisicion de
- : antioxidante por e
cepa de del material polifenoles el método del la suspension fresas frescas y su
Salmonella vegetal totales (CPT) DPPH- bacteriana acondicionamiento
—— J E—

'd ™\
i6 ., C tracio
Ob;e}:{r;;;g%del Obtencion de Orﬁ?r?m?; on Determinacion
metanélico de hidrolato de Inhibitoria (CMI) del indice de
hojas de chaya oregano y Concentracion madurez
J Minima
Bactericida
— 1 (CMB)
P Evaluacion de la
Limpic d
antimicrobiana de

S

acuerdo con el
CPT

Figura 6.1. Metodologia de la parte experimental del proyecto de tesis.
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6.1 Equipos, materiales, cepa bacteriana, material vegetal y reactivos

Equipos: Cabina de seguridad biologica clase Il tipo A2 (Labconco Logic +),
espectrofotometro de UV-Vis (Hinotek, UV765), rotaevaporador (IKA®, RV 10) con bomba
de vacio (Vacuubrand, ME4ANT) y chiller (PolyScience, MX-7L-HT), autoclave vertical
automatico (Prendo, AV-2550), autoclave (Prendo, ACH-22), autoclave eléctrica (All
American), balanza analitica (Ohaus, PA214), balanza granataria (Ohaus), balanza granataria
de triple brazo (MB-2610), bafio maria con recirculacion de agua (Prendo, CM-5), bafio de
ultrasonido (Branson, CPX8800), centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5810 R) con rotor (FA-
45-6-30), refrigerador (Torrey, VRD-18), congelador (Torrey, CHTC9), incubadora (Prendo,
DBO-4), parrilla de calentamiento con agitacion (IKA®, C-MAG HS 4), parrilla de
calentamiento con agitacion (Prendo, PCA-1500), potenciometro con electrodo para pH
(Hanna, HI2210), refractémetro digital (Hanna, HI96801), vértex (IKA, Vortex3), licuadora
de inmersion (Kitchen Aid ®), molino eléctrico (Hamilton Beach, 80393), micropipetas: 3,
10y 20 L (Biohit), 100 y 1000 uL (Science Med), 1000 uL (DLAB).

Materiales: Bolsas estériles de plastico con filtro (Nasco Whirl-Pak), matraz con junta
esmerilada de 250 y 1000 mL para rotaevaporador (IKA®), adaptador de vial para
rotaevaporador (Sigma), bureta de 25 mL (Kimax), cajas Petri de vidrio de @ 90 mm
(Pyrex®), cajas Petri de plastico estériles de @ 100 mm (crmglobe), celdas de pléstico de 1
mL (Brand®) frascos de vidrio con tapa de 250 mL (Pyrex®), matraces volumétricos aforados
de 50 y 100 mL (Kimax), microplacas con tapa estériles de 96 pozos con fondo plano
(crmglobe), tubos de ensaye de vidrio con tapa (100 mm x 10 mm), tubos eppendorf de 2
mL, tubos Falcon estériles de 50 mL (Falcon™), asa bacterioldgica, pipeta Pasteur, bulbo
para pipeta Pasteur, pinzas de metal, pipeta de vidrio de 10 mL, embudo de plastico, puntas

para micropipeta de diferentes volimenes, soporte universal, pinza de tres dedos, gradilla
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metalica, barras magnética para agitacion de diferentes medidas, centrifuga manual para
ensalada, mini Picadilly (Tupperware), pliego de papel filtro de poro mediano, papel
Parafilm, papel kraft, cinta testigo, gasas estériles, bolsas de pléstico para esterilizar, botes
de plastico transparente con tapa capacidad medio litro, jabon neutro Extran, papel aluminio,
chuchillo casero, charola de plastico, tabla para picar, colador metalico para cocina,
recipientes de plastico para colectar liquidos.

Cepa bacteriana, material vegetal y reactivos: Salmonella enterica subsp. enterica (CDBB
1251), polvo de hojas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius), polvo de hojas de orégano
(Lippia graveolens), frutos de fresas frescas, hipoclorito de sodio comercial (NaClO), agua
pasada por Gsmosis inversa, agua desionizada, agua para beber. Reactivos. J.T. Baker:
soluciones amortiguadoras estandar para calibracion de electrodo de pH 7.0 y 10.0, solucién
estandarizada 0.1 N de hidréxido de sodio (NaOH), metanol (MeOH), alcohol etilico
desnaturalizado, cloruro de bario (BaCl,). Meyer: alcohol etilico absoluto, carbonato de sodio
(Na2CO3), acido sulfarico (H2SO4) concentrado. Sigma-Aldrich: &cido galico, radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH") (C1sH12NsOe), reactivo de Folin-Ciocalteu 2N. Virmel:
solucion salina de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) pH de 4 a 10x. Difco ™: caldo
Mueller-Hinton (MHB), agar Mueller-Hinton (MHA). Bioxon: agar para Salmonella-
Shigella (SS), agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), agar enzima desoxirribonucleasa

(DNASA), caldo Verde-Brillante Bilis al 2 % (VBB), carbon activado (sin marca).

6.2 Reactivacion de la cepa de Salmonella
La cepa tipificada que se utilizd fue Salmonella enterica subsp. enterica, conservada en
glicerol a -50 °C, fue proporcionada por la Dra. Beatriz Hernandez Carlos, Profesora-

Investigadora adscrita al Instituto de Agroindustrias de la Universidad Tecnoldgica de la
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Mixteca. La reactivacion de la bacteria se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia

establecida por S&nchez-Leal y Corrales-Ramirez (2005), con algunas modificaciones.

Se prepararon 100 mL de cada uno de los medios de cultivo utilizados, siguiendo las
recomendaciones del proveedor, en frascos de vidrio con tapa de 250 mL. Los agares usados
fueron: Mueller-Hinton (MHA), Salmonella-Shigella (SS), Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD), enzima desoxirribonucleasa (DNASA). Los caldos fueron: Mueller-Hinton (MHB)
y Verde-Brillante (VBB). Las condiciones de esterilizacion de los medios de cultivo fueron
121 °Cy 15 psi durante 15 min en una autoclave, en conjunto con los materiales requeridos
y agua pasada por 6smosis inversa. Los medios de cultivo se dejaron a 45 °C en un bafio
maria con recirculacion de agua. Los agares se vaciaron en cajas Petri desechables y los
caldos en tubos Falcon, ambos estériles, en una cabina de Seguridad Bioldgica Clase II.

Cuando el agar se gelifico y el caldo se atemperd, se guardaron en refrigeracion hasta su uso.

Primeramente, la cepa de Salmonella enterica subsp. enterica se tomd de un criotubo y se
inoculé en tubos con MHB, se sellaron e incubaron a 37 °C durante 24 h, siempre se utilizaron
estas condiciones de incubacion. Cuando se observo crecimiento bacteriano se tomé una
asada e inoculé en MHA por siembra directa mediante la técnica de estriado, se incubo.
Posteriormente, se realiz6 una resiembra también por estriado, en los medios de cultivo
selectivos: XLD, DNASA, SS y VBB; se incubaron a las condiciones mencionadas. Al
termino de este tiempo las cajas Petri y los tubos con cultivos se almacenaron en refrigeracion

hasta su uso.
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6.3 Obtencion del extracto de hojas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius) e hidrolato de
orégano (Lippia graveolens)

6.3.1 Adquisicion y acondicionamiento de las hojas de chaya

El material vegetal utilizado en este proyecto de tesis fue proporcionado por la Dra. Edith
Graciela Gonzalez Mondragon, Profesora-Investigadora adscrita al Instituto de
Agroindustrias en la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca. La planta fresca de chaya se
compré en un mercado de la Ciudad de México y se transporté al laboratorio de
Biotecnologia, Edificio de Productos Naturales y Alimentos de la UTM. Se separaron las
hojas de los tallos, se colocaron en una charola de pléstico con papel kraft para el secado a la
sombra durante una semana. Posteriormente, se redujo su tamafio de particula primero
manualmente y después utilizando un molino eléctrico. El polvo se pasé por un tamiz del
namero 40, para homogenizar el tamafio de particula (0.0165 in). Se guard6 a 4 °C en frascos
con tapa de cierre hermético, sin exposicion a la luz hasta su uso. Se tuvo la participacion de
la I.A. Joselyn Scarlet Cabrera Villanueva, como parte de su Servicio Social.

6.3.2 Obtencion del extracto metandlico de chaya (Cnidoscolus aconitifolius)

El extracto del polvo de las hojas de chaya se obtuvo empleando el método de extraccion
asistida por ultrasonido, usando metanol (MeOH) al 100% como disolvente en una
proporcion 1:50 (p/v). En un tubo Falcon se colocaron 0.5 g de polvo de hojas de chaya y 25
mL de MeOH, se hizo por duplicado. Se colocaron en un bafio de ultrasonido a temperatura
ambiente, 40 kHz por 15 min. A continuacién, se sometieron a centrifugacién a 10,000 rpm,
4 °C durante 10 min y se recuper0 el sobrenadante. La extraccion y centrifugacion se realizo
dos veces mas con el precipitado recuperado (agotamiento del polvo de hojas de chaya).

Finalmente, se juntaron los tres sobrenadantes recuperados, se llevaron a sequedad total en
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un rotaevaporador a 45 °C. Se registro el peso del extracto seco obtenido y se guardd hasta
su uso a 4 °C sin exposicion a la luz.

6.3.3 Limpieza de clorofilas

El extracto metandlico de chaya presentd un color verde oscuro por la presencia de clorofilas
por lo que se le realizé un proceso de limpieza debido a que existe evidencia de que
interfieren en la cuantificacion de metabolitos secundarios (polifenoles, flavonoides,
esteroles, xantinas, entre otros) pudiendo provocar una sobreestimacion de estos (Aguilar-
Molina, 2018; Figueroa-Bastidas, 2022).

Se siguio la metodologia descrita por Rios-Cortés et al. (2017), con algunas modificaciones.
El extracto seco de chaya se disolvi6 en 55 mL de MeOH al 100 % y se le afiadieron 0.015 g
de carbon activado/mL de extracto, empleando un vortex. La mezcla se mantuvo en agitacion
constante durante 10 min. Pasado este tiempo se dej6 sedimentar el carbon y con cuidado, se
decant6 a través de un papel filtro de poro mediano. El extracto se recuperd en un tubo de
ensaye y se llevd a sequedad total en un evaporador rotatorio a 45 °C, se registro el peso del
extracto seco y se guard6 a 4 °C sin exposicion a la luz, hasta su uso. De aqui en adelante se
referira como ECH al extracto metandlico obtenido a partir de polvo de hojas de chaya con
el proceso de limpieza de clorofilas. Adicionalmente, se alicuotaron en un tubo eppendorft
300 pL del extracto metandlico de hojas de chaya sin la limpieza de clorofilas, se almacen6
a4 °Cy en ausencia de luz, hasta su uso para el analisis comparativo con el ECH respecto al
contenido de polifenoles totales.

6.3.4 Hidrolato de la destilacién de hojas de orégano (Lippia graveolens)

El material vegetal utilizado en este proyecto de tesis fue proporcionado por la Dra. Edith
Graciela Gonzéalez Mondragén, Profesora-Investigadora adscrita al Instituto de

Agroindustrias de la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca, en forma conjunta con los
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integrantes del Cuerpo Académico UTMIX-CA-029. Las plantas de orégano fueron
colectadas en Huajuapan de Ledn, Oaxaca, y fue identificado en el Herbario Nacional del
Instituto de Biologia de la UNAM como Lippia graveolens HBK (nimero de vaucher 47938).
Las hojas se separaron de los tallos y se seleccionaron aquellas que tenian apariencia de estar
sanas. Posteriormente, estas hojas se lavaron con agua de la llave y se dejaron secar a la
sombra sobre papel kraft en charolas de plastico. Las hojas secas se trituraron manualmente,
y mediante destilacion por arrastre de vapor se extrajo el aceite esencial de orégano, el cual
se almacend en un frasco con tapa de color &mbar a 4 °C. El hidrolato, el subproducto liquido
de este proceso se recuper6 y no se le aplico ningln tratamiento de concentracion posterior.
Se almacend en frascos de plastico con tapa a -20 °C. Antes de su uso, primeramente, se
descongeld a 4 °C y después se atemperd. De aqui en adelante este hidrolato sera referido

como HO.

6.4 Caracterizacion del ECH e HO: Contenido de polifenoles totales y actividad
antioxidante

6.4.1 Contenido de polifenoles totales (CPT)

Preparacion de disoluciones. A partir de una solucion de 1000 pg/mL de AG (se disolvieron
0.01 g de AG en etanol al 70 % y se afor6 hasta 10 mL) se prepar6 1 mL de cada una de las
siguientes diluciones: 100, 300, 500, 700 y 900 pg/mL. Solucion de Folin-Ciocalteu 1 N: a
partir del reactivo comercial 2 N se prepararon 10 mL mezclando en una proporcion 1:1 (v/v)
con agua desionizada. Na,COz al 20 %: Se pesaron 10 g de Na>CO3, se disolvieron y aforaron

hasta 50 mL con agua desionizada.
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Cuantificacion. Se utilizaron 50 pL del HO, asi como del extracto metandlico de chaya con
y sin la limpieza de clorofila. Se mezclaron con 3 mL de agua desionizada y 250 pL del
reactivo de Folin Ciocalteu 1 N. La mezcla se agit6 en un vortex por 10 s y se dejé reposar
durante 5 min, se adicionaron 750 pL de Na2COz al 20 % y 950 pL de agua desionizada. Se
homogenizo la mezcla empleando un vortex y se dejé reposar por 40 min sin exposicion a la
luz. Pasado este tiempo, se ley6 la absorbancia a 765 nm empleando un espectrofotometro
UV-Vis.

Para la curva de calibracion se siguié el mismo procedimiento con 50 pL de cada una de las
disoluciones de las diferentes concentraciones de AG. Se graficaron los valores de
absorbancia vs [AG], los datos se ajustaron con la ecuacion de la linea recta y a partir de los
parametros de ajuste se calculd el CPT en ug de Equivalente de Acido Galico por mililitro
(ug EAG/mL). El ensayo se realiz6 por triplicado. EI CPT obtenido se utilizé en el ensayo
para determinar la Concentracién Minima Inhibitoria (apartado 6.5.3).

6.4.2 Actividad antioxidante in vitro por el método del DPPH*

Solucién 0.1 mM del radical comercial DPPH": Se disolvieron hasta homogeneidad 0.004 g
del reactivo en MeOH al 100 % y se afor6 hasta 100 mL, se trasvasé a un frasco &ambar con
tapa de cierre hermético y se conservo en refrigeracion hasta su uso.

Se adicionaron 50 pL del ECH o del HO en 2 mL de disolucion del DPPH® 0.1 mM, se
mezclaron a homogeneidad empleando un vortex, se dejo reposar 30 min sin agitacion ni
exposicion a la luz. Transcurrido este tiempo, se leyé la absorbancia a 517 nm empleando un
espectrofotometro UV-Vis. Se calculd el porcentaje de inhibicion del DPPH' con la Ecuacion

1.

% Inhibicién = 2cnrol=2M s 100 (Ec. 1)

control
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Donde; Acontrol: absorbancia de la disolucion del DPPH® 0.1 mM y Awm: absorbancia de la

mezcla del ECH o del HO y el DPPH". Se realiz6 por triplicado.

6.5 Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria y la Concentracion
Minima Bactericida

6.5.1 Preparacion del estandar de McFarland 0.5

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se utiliza recurrentemente el estdndar de
turbidez de McFarland 0.5 para ajustar en una suspension bacteriana el nimero de estas
(1.5%108 UFC/mL), midiendo en un espectrofotdmetro UV-Vis la absorbancia entre 0.08 y
0.1 (Garcia, 2010). Para preparar el estandar de McFarland se afiade cloruro de bario (BaCly)
al 1 % en &cido sulfarico (H2SO4) al 1 % y se produce el precipitado de sulfato de bario
(BaS0g), que le confiere la turbidez a la solucion. Es importante mencionar que el estandar

tiene un tiempo de vida de hasta 3 meses a partir de la fecha en que fue preparado.

Solucioén de acido sulfarico (H2S04) al 1 % (v/v). En un matraz aforado de 100 mL se
adicionaron aprox. 90 mL de agua pasada por 6smosis inversa, a continuacion, se agrego 1
mL de H2SOs concentrado, se aforé hasta 100 mL con agua, la solucion se mezclo y se
trasvaso a un frasco con tapa rosca, se etiquetd y almacend a temperatura ambiente hasta su
uso.

Solucién de cloruro de bario (BaCly) al 1 % (p/v). Se peso 1 g de BaCl, en un vaso de
precipitados de 50 mL, se agrego6 agua pasada por 6smosis inversa, se disolvié con agitacion
constante. Se trasvaso a un matraz aforado de 100 mL, se realizaron varios enjuagues al vaso

de precipitados y el agua se adicion6 al matraz hasta el aforo de los 100 mL, y se mezcl6 por
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inversion del matraz. Esta disolucion se coloco en un frasco con tapa rosca, se etiqueto y
almaceno a temperatura ambiente hasta su uso.

Estdndar de McFarland 0.5. En un matraz volumétrico de 100 mL se agregaron
aproximadamente 85 mL de H2SO4 al 1 %, se adicionaron 0.5 mL de BaClz al 1 % por goteo
y con agitacion constante (3 a 5 min). En seguida, se afor6 hasta 100 mL con H2SO4 al 1 %
y se mantuvo la agitacion durante 3-5 min. La solucién resultante presentd turbidez de
apariencia homogénea cuya absorbancia a 625 nm fue de 0.08-0.1. La solucion del estandar
de McFarland 0.5 preparada se alicuotd en volumenes de 10 mL en tubos de ensaye de vidrio
con tapa, se sellaron con papel Parafilm y se almacenaron a 4 °C.

6.5.2 Obtencion de la suspension bacteriana de Salmonella

La cepa reactivada (apartado 6.2) se atemperd, se tomo una azada y se inocul6é en 10 mL de
MHB contenido en tubos de ensaye con tapa. Se incub6 a 37 °C durante toda la noche previa
al ensayo para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Se hizo por triplicado.
Cuando se observo el crecimiento de la bacteria se tomaron 100 pL de la suspension
bacteriana, se adicionaron en 10 mL de solucion salina de fosfatos (PBS) estéril contenida en
tubos de ensaye y se homogeneiz6 empleando un vortex con agitacion suave. Seguido, se
ley6 la absorbancia a 625 nm tomando como referencia la del estandar de MacFarland 0.5
(0.08-0.1), y se ajusto con la adicién de mas cultivo de Salmonella, cuando fue necesario.
Las soluciones se hicieron por triplicado. La suspension con la concentracion de bacterias
ajustada a 1.5x10% UFC/mL se us6 en un tiempo no mayor a los 15 min posteriores a su
preparacion para garantizar que el namero de UFC/mL no varid.

6.5.3 Concentracion Minima Inhibitoria

La metodologia para determinar la CMI del ECH y el HO contra Salmonella se establecid

con base a lo publicado por varios autores empleando el método de microdilucion (Pellegrini
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et al., 2020; Cortés-Higareda et al., 2021; Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio,
2012 (CLSI, por sus siglas en inglés)). Se realizd en placas de 96 pozos a diferentes
concentraciones determinadas con base al CPT (ug EAG/mL) de ECH o HO. El volumen
total de cada pozo de la microplaca es de 200 pL, por lo que se establecié un volumen maximo
en cada uno de 150 pL constituido como se describe mas adelante.

Por otro lado, la CLSI recomienda que la concentracion méxima evaluada de los agentes
antimicrobianos sea la mitad de la solucién concentrada y que a partir de esta se preparen
diluciones sucesivas también al 50 % de concentracion. En el presente trabajo, se partio del
CPT del ECH o HO, que fue determinado 24 h antes del ensayo de la CMI, para preparar las
diluciones al 50 % como ya se menciond.

Se uso6 hipoclorito de sodio comercial (NaClO) a una concentracién de 200 ppm como control
de inhibicion debido a que es el agente quimico mas efectivo para eliminar Salmonella
presente en fresa (Portillo-Torres et al., 2016; Cortés-Higareda et al., 2021). La distribucion
de las concentraciones que se ensayaron del ECH e HO, asi como los diferentes controles, se

muestra en la microplaca de 96 pozos (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Distribucion de concentraciones ensayadas del ECH e HO y controles para
determinar la CMI.

A continuacidn, se detalla la ubicacién y preparacién de las diferentes soluciones utilizadas
en el experimento de la CMI:

A1-A9: se prepararon 180 pL de las diferentes concentraciones del ECH establecidas.
B1-B9, C1-C9y D1-D9: triplicados donde se adicionaron en cada pozo 50 puL de MHB + 50
puL de ECH a cada una de las concentraciones establecidas + 50 pL de la suspension
bacteriana (1.5x10% UFC/mL).

E1-E9: se prepararon 180 pL de las diferentes concentraciones del HO establecidas.
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F1-F9, G1-G9 y H1-H9: triplicados donde se adicionaron en cada pozo 50 pL de MHB +
50 pL de HO a cada una de las concentraciones establecidas + 50 pL de la suspension
bacteriana (1.5x10% UFC/mL).

10A 'y 10E: contiene NaClO a 200 ppm que se prepar6 mezclando 600 pL de NaCIO + 400
pL de MHB.

B10, C10, D10, F10, G10 y H10: control de inhibicién de Salmonella que contiene 50 pL
de MHB + 50 pL de NaCIO a 200 ppm + 50 pL de la suspension bacteriana (1.5x108
UFC/mL).

B11, C11, D11, F11, G11y H11: control positivo que contiene 100 uL de MHB + 50 uL de
la suspension bacteriana (1.5x108 UFC/mL).

B12, C12, D12, F12, G12 y H12: control de esterilidad que contiene 150 pL de MHB.
All, A12, E11y E12: pozos vacios.

La CMI se determin6 con base a la concentracion méas baja de ECH y/o HO, en la cual no se
observo turbidez después de la incubacién a 37 °C por 24 h.

6.5.4 Concentracion Minima Bactericida

La CMB se determin6 tomando 10 pL de cada pozo de la microplaca en la que no se observé
crecimiento microbiano para el ECH y/o HO. Se inocularon en cajas de MHA mediante
siembra con un asa microbiolégica. Se incubaron a 37 °C por 24 h. Todos los analisis se

realizaron por duplicado.

6.6 Caracterizacion de fresas (Fragaria)
6.6.1 Adquisicién de los frutos de fresa y su acondicionamiento
Se compro 1 kg de fresas frescas en un mercado local de la Heroica Ciudad de Huajuapan de

Ledn, Oaxaca. Los frutos se seleccionaron con madurez de consumo (color rojo brillante
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homogéneo), sin dafios fisicos o con presencia de hongos. Se transportaron al laboratorio de
Biotecnologia, Edificio de Productos Naturales y Alimentos, de la Universidad Tecnolégica
de la Mixteca (UTM). Para su acondicionamiento, primero se enjuagaron al chorro de agua
de la llave para remover tierra y materia extrafia de los frutos, luego se tall6 su superficie con
jabén liquido y estropajo evitando dafios fisicos; nuevamente se enjuagaron con agua de la
Ilave y se sumergieron durante 10 min en una solucion de NaClO preparada de acuerdo con
las instrucciones de uso para la desinfeccion de alimentos del producto comercial (10 gotas
0250 uL/L), luego se enjuagaron con agua para beber y se dejaron escurriendo en una charola
de pléstico sobre toallas de papel a temperatura ambiente (NOM-251-SSA1-2009).

6.6.2 Lotificacion de fresas frescas y su almacenamiento

Las fresas se compraron un dia antes de la prueba de inhibicion de Salmonella por el ECH o
HO. Se pesaron y, a continuacion, se retird el pedunculo y sépalo de los frutos. Se procedio
a cortar manualmente rodajas de 5 mm de grosor, aproximadamente. Después se pesaron 25
g de rebanadas de fresa y se colocaron en recipientes de pléstico con tapa, limpios, secos y
etiquetados, de este modo se almacenaron a 4 °C hasta su uso. Adicionalmente, se
desinfectaron fresas completas siguiendo el procedimiento antes descrito.

6.6.3 Indice de madurez (IM) de fresas frescas

Se determind el IM como un pardmetro cuantitativo del grado de madurez de los frutos que
se utilizaron en los ensayos. A partir de fresas completas se obtuvo un jugo homogéneo
empleando una licuadora de inmersion, luego se filtro a través de un colador. El jugo de fresa
obtenido fue empleado para determinar los °Brix y acidez titulable como se detalla a

continuacion.
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Para la medicion de los °Brix se colocaron unas gotas del jugo de fresa en un refractémetro
digital, previamente calibrado con agua pasada por ésmosis inversa a 20 °C, se realizo la
determinacion por triplicado (NMX-F-103-1982). Para la determinacion de la acidez
titulable, se siguid la metodologia establecida en la NMX-F-102-S-1978: 10 mL de jugo de
fresa se aforaron hasta 50 mL con agua desionizada, previamente hervida y atemperada.
Luego, se trasvasaron a un vaso de precipitados y, con agitacion constante, se llevo a cabo
una titulacion potenciométrica con una solucién de NaOH 0.1 N hasta que alcanz6 un pH
igual a 8.2, y se registro el volumen gastado. La determinacion se realiz6 por triplicado. Se
calculd el valor de la acidez titulable considerando que 1 mL de NaOH 0.1 N gastado equivale
a 0.006404 g de &cido citrico anhidro. Los resultados se expresaron como g/100 mL de jugo
de fresa (%). A partir de los valores de °Brix y acidez titulable se calcul6 el IM de la fresa

con la Ecuacion 2 (NMX-F-102-S-1978).

_ ° Brix
" Acidez titulable (%)

IM

(Ec. 2)

6.7 Actividad antimicrobiana de la fuente natural contra Salmonella en fresa

Para llevar a cabo el andlisis se usé la metodologia establecida en literatura con algunas
modificaciones (Gonzalez et al., 2004; Pellegrini et al., 2020). En una Cabina de Seguridad
Biologica Clase 11, se utilizaron 100 mL de una suspension bacteriana de Salmonella enterica
subsp. enterica a una concentracion de 1.5x108 UFC/mL en PBS estéril. Se tomaron 25 g de
fresas rebanadas y se sumergieron durante 30 min a temperatura ambiente en la suspension
bacteriana contenida en un recipiente mini Picadilly. Utilizando pinzas estériles, las fresas se
transfirieron a una centrifuga manual y fueron centrifugadas por 5 min para eliminar el

exceso de la suspension de Salmonella. Nuevamente, utilizando pinzas estériles, las
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rebanadas se sumergieron por 4 min en 100 mL de solucién del ECH o HO a la CBI
determinada; luego se elimind el exceso de la fuente natural con una centrifuga manual por
5 min. Como control se emplearon las mismas condiciones utilizadas para las rebanadas de
fresas sustituyendo unicamente la suspension bacteriana y la fuente natural por PBS estéril.
Posteriormente, las fresas se transfirieron a una bolsa estéril con filtro y se le agregaron 225
mL de PBS estéril; mediante estrujado se obtuvo una solucién homogénea del fruto de fresa,
a partir de la cual se prepararon diluciones seriadas (1x101-1x10) en PBS estéril, las cuales
fueron inoculadas en medio de cultivo XLD para evaluar la inhibicion de Salmonella por la
fuente natural, se incub6 durante 24 h a 37 °C. El analisis microbioldgico se realizo por
duplicado.
Los célculos para determinar las UFC/mL fueron los siguientes:

a) Factor de Dilucién (FD): dilucion inicial (1/10) x diluciones sucesivas (1/10)

b) Factor Decimal de Dilucion (FDD): 1/FD

C) UFC _ mumero de colonias contabilizadas en la placa x FDD

mL volmen inicial sembrado (mL)

d) Los resultados se expresaron como: 1) no hubo crecimiento microbiano, 2) recuentos

significativos entre 30 y 300 UFC y 3) UFC/mL como potencia de base 10.

6.8 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + desviacion estandar para lo cual se utilizo el

programa OriginPro 2016.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Reactivacion de Salmonella enterica subsp. enterica

Los resultados de los ensayos microbioldgicos para cada uno de los medios de cultivo
utilizados para la reactivacion de la cepa de Salmonella se presentan en la Figura 7.1: turbidez
en el MHB (A); colonias blancas, cremosas e incontables para MHA (B); colonias rojas y
negras incontables para el XLD (C); colonias completamente negras e incontables para el SS
(D); colonias blancas e incontables, que no presentaron transparencia para el DNASA (E); y
turbidez sin produccién de gas para el VBB (F). Estos resultados permitieron comprobar que
el crecimiento de la cepa S. enterica subsp. enterica fue conforme con lo establecido en
Normas y Manuales para este género (NOM-114-SSA1-1994; Britania Laboratorio, 2015;

Britania Laboratorio, 2021).

Figura 7.1. Reactivacion de Salmonella enterica subsp. enterica.

7.2 Contenido de Polifenoles Totales (CPT) y actividad antioxidante (AA)
Se utilizaron los parametros de ajuste que se obtuvieron del grafico de la Figura 7.2, para

calcular el CPT.
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Figura 7.2. Curva de calibracion para el calculo del contenido de polifenoles totales. Se utilizé
el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu a 765 nm y la [ac. galico] en ug EAG/mL.

Tabla 7.1. Obtencion del extracto metandélico de polvo de hojas de chaya.

Polvo de hojas de chaya Disolvente (mL) Extracto seco con CPT (ng EAG/mL)?
(9) clorofilas (g)
1 150 0.890 349.330 + 3.40
2 300 1.692 342910+ 1.3

Se obtuvo mediante extraccion asistida por ultrasonido y agotamiento de la muestra. CPT: contenido de
polifenoles totales. ®Valor promedio de triplicados del CPT, se usé el extracto de chaya después de la limpieza
de clorofilas.

Como se puede observar en la Tabla 7.1, cuando se utilizaron 2 g de polvo de hojas de chaya
el peso del extracto seco se increment6 también al doble aprox., en comparacion de cuando
se utiliz6 1 g, como era de esperarse. Dicho resultado expuso la reproducibilidad del proceso
de extraccion utilizado con respecto al CPT independientemente de la relacién
polvo:disolvente empleado para la obtencion del ECH, lo que es importante porque su
variacion puede llegar a influir en la reproducibilidad de los resultados de inhibicion de
Salmonella debido a que al grupo de los polifenoles se les esta confiriendo esta propiedad

biologica.
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El CPT del extracto de chaya con clorofilas y con el tratamiento de limpieza de estas, asi
como del HO se exponen en la Tabla 7.2 y también contiene los resultados de la actividad

antioxidante.

Tabla 7.2. Caracterizacion del extracto metandlico e hidrolato con respecto al CPT y AA.

Fuente natural CPT CPT AA
pg EAG/mL mg EAG/g (b.s.) % inhibicién
Extracto metandlico de 227.20+1.70 3.06 £0.23 ND
chaya con clorofilas.
ECH 349.33 +3.40 4.71+0.50 15.7+0.04
HO 219.00 + 0.02 ND 35.4+0.01

ND: No se determind. b.s.: base seca. CPT: Contenido de polifenoles totales. AA: Actividad antioxidante.

El proceso de eliminacion de clorofilas favorecio el incremento del CPT 1.5 veces, con lo
que se pudo constatar que el uso de carbon activado no provoco la disminucion de este tipo
de compuestos en el ECH. Por lo que, este tratamiento pudo haber eliminado posibles
interferencias con el reactivo de Folin-Ciocalteu, como el &cido ascérbico (Mufioz-Bernal et
al., 2017) que ha sido identificado en chaya (Kuri-Garcia et al., 2017). En cuanto a la
actividad antioxidante se observo que el ECH fue menor 2 veces con respecto al HO, a pesar
de que el CPT fue mayor, lo que puede deberse a que los compuestos presentes en el extracto
posiblemente tienen menor actividad antioxidante o una sinergia negativa entre ellos (Boik
et al., 2009).

Us-Medina y colaboradores (2020), empleando hojas de Cnidoscolus aconitifolius (Mill.)
I.M. Johnst obtuvieron valores mayores de CPT en el intervalo de 10.44-70.61 g EAG/100 g
extracto liofilizado (EL) o 104.4-706.1 mg EAG/g EL. Es importante resaltar que la
concentracion de polifenoles determinado en el presente trabajo se encuentra dentro de los
valores registrados para este tipo de compuestos obtenidos de fuentes naturales (4.1-68 mg

de EAG/g de extracto b.s.) (Osorio-Tobdn, 2020). Para un extracto etandlico de hojas de
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chaya (C. aconitifolius) el CPT fue de 5.6-35.7 mg EAG/g de extracto b.s. (Kuri-Garcia et
al., 2017); Godinez-Santillan et al. (2019) determinaron este parametro a partir de un EL de
hojas de esta planta donde utilizaron como disolvente metanol:agua (80:20) obteniendo un
valor del CPT de 61.1 + 2.6 mg EAG/g EL. Como ha sido demostrado, la variacion en el
CPT puede deberse a ciertos factores como condiciones bidticas y abidticas del lugar de
cultivo, método de secado (si lo hay), disolvente utilizado y método de extraccion (Kuri-
Garcia et al. 2017).

Mediante el método del DPPH" Us-Medina y colaboradores (2020) determinaron una AA del
17 % aprox. para 300 pg EAG/mL de extracto de chaya, este es un valor cercano al que se
obtuvo en el presente trabajo a la misma concentracién de ECH. Utilizando el mismo método
Kuri-Garcia et al. (2017) evaluaron la AA para un extracto etanélico de hojas de chaya (C.
aconitifolius) donde la inhibicién fue del 10.6 %. Por lo tanto, el resultado obtenido en este
trabajo se encontro en el intervalo de valores de AA publicado para extractos de hojas de

chaya.

7.3 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Minima Bactericida (CMB)
Se prepararon nueve concentraciones del ECH o del HO (A1-A9 y E1-E9, respectivamente,
en la Figura 7.3) en una microplaca con base al CPT (ug EAG/mL) que fue determinado para

cada uno de ellos. La distribucion del resto de las soluciones para el ensayo de inhibicion

contra Salmonella, asi como los controles fue detallado en el apartado de la Metodologia.
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Figura 7.3. Evaluacion de la CMI del ECH e HO contra Salmonella enterica subsp. enterica.
La suspension bacteriana tuvo una concentracion de 1.5x108 UFC/mL.

Los resultados mostraron que a las 24 h de incubacion no se observd turbidez para las tres
soluciones de mayor concentracion del ECH: 116.440, 58.222 y 29.111 ug EAG/mL (Figura
7.4). A pesar de que el método para determinar la CMI recomienda un tiempo de incubacion
de 24 h (Rochin-Medina et al., 2019; Budiati et al., 2022), se realizd por 48 h y se observo
que las muestras de los pozos B1-3, C1-3 y D1-3 se mantuvieron sin cambio. Por lo tanto,
el ECH a estas concentraciones tuvo actividad antimicrobiana contra Salmonella enterica

subsp. enterica y la CMI para el ECH fue 29.111 ug EAG/mL.
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Figura 7.4. Ensayo de la CMI con el ECH e HO. Se utilizé una suspensién bacteriana de
Salmonella enterica subsp. enterica a una concentracion de 1.5x108 UFC/mL. Se incubd a 48
ha37°C.

Para el caso del HO ninguna de las nueve concentraciones evaluadas presentd actividad
contra Salmonella enterica subsp. enterica (Figura 7.4). La turbidez en los pozos fue por el
crecimiento bacteriano debido a que los controles de inhibicion y esterilidad no la presentaron
(Figura 7.4).

A continuacién, se determind la CMB solo para el ECH, se tomaron 10 pL de cada uno de
los pozos sin turbidez y se inocularon e incubaron como se detallo6 en el apartado de
Metodologia. A las 24 h todos los cultivos mostraron crecimiento de Salmonella a excepcion

los controles de inhibicion y de esterilidad (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Determinacion de la CMB para ECH. Se utilizaron 10 pL de los pozos
correspondientes a las tres concentraciones del extracto de chaya donde no se observo
crecimiento (turbidez) de Salmonella enterica subsp. enterica en la prueba de la CMI. Se
incubaron durante 24 h a 37 °C. *Concentraciones de ECH en ug EAG/mL.

De acuerdo con estos resultados se decidio realizar nuevamente el ensayo de la CMI
solamente con el ECH y la Unica variante del tiempo de incubacion por 24 h que, como ya se
menciono, es el tiempo establecido en la literatura para este ensayo. Se observaron sin
turbidez Unicamente las dos concentraciones mayores del ECH, por lo tanto, no hubo
reproducibilidad con respecto al primer ensayo para la CMI. Lo anterior pudo deberse
posiblemente a que en esta ocasion la estandarizacién de la suspension bacteriana se hizo en
60 min aprox. en comparacion con 20 min requeridos en el ensayo previo, lo que implico el
traslado en mas de una ocasion al laboratorio donde est4 ubicado el espectrofotometro UV-
Vis para leer la absorbancia. Durante este tiempo la microplaca con las soluciones del ECH
a las diferentes concentraciones, permanecio expuesta a la luz de la lampara de la cabina de
seguridad, lo que pudo haber provocado una degradacion de los polifenoles del ECH, ya que

se ha demostrado que este tipo de compuestos son fotosensibles (Liang et al., 2020). Para la
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CMB empleando 10 uL de los dos pozos con las concentraciones mayores del ECH mostro

que la dilucion de 116.44 ug EAG/mL no tuvo crecimiento bacteriano (Figura 7.6).

*58.22 29.11*
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N

Control de inhibicién Control de esterilidad

Figura 7.6. Réplica de la determinacion de la CMB con el ECH. Se utiliz6 una suspensién de
Salmonella enterica subsp. enterica a una concentracion de 1.5x10® UFC/mL, 24 h de
incubacién a 37 °C. *Concentraciones en ug EAG/mL.

Por tercera ocasion se repitieron los ensayos de la CMI y la CMB con el siguiente
procedimiento: 1) se estandarizé la suspension bacteriana a 1.5x108 UFC/mL y se mantuvo
a4 °C hasta su uso, 2) se adicion0 a los pozos de la microplaca el MHB y se prepararon las
cinco concentraciones mayores del ECH (ug EAG/mL), 3) se agreg0 la suspension bacteriana
estandarizada a cada uno de los pozos y se homogeneizaron. Finalmente, se incubé por 24 h
a 37 °C. Los resultados fueron reproducibles con respecto al primer ensayo realizado y se
confirmd que la CMI fue 29.111 ug EAG/mL (Figura 7.7); mientras que la CMB fue 58.222

pg EAG/mL (Figura 7.8).
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Figura 7.7. Tercer ensayo de Ia CMI con el ECH. Se utiliz6 una suspensmn de Salmonella enterica subsp.
enterica a una concentracion de 1.5x108 UFC/mL, 24 h de incubacion a 37 °C.

Control de inhibicion Control de esterilidad

Figura 7.8. Tercer ensayo de la CMB con el ECH. Se utiliz6 una suspension de Salmonella
enterica subsp. enterica a una concentracion de 1.5x108 UFC/mL, 24 h de incubacidén a 37 °C.
*Concentraciones en ug EAG/mL.
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Con base a los resultados obtenidos, se puede aseverar que el extracto metanoélico de polvo
de hojas de chaya tiene actividad antimicrobiana contra Salmonella enterica subsp. enterica
en el intervalo de concentraciones, referidas como CPT, de 116.440 a 58.222 ug EAG/mL.
La actividad antimicrobiana de las hojas de chaya contra Salmonella, fue publicada en una
Comunicacion corta en el 2007 por Awoyinka y colaboradores. Los autores usaron hojas de
chaya cultivadas en una Universidad de Nigeria, obtuvieron un extracto con etanol al 96 %
por el método de soxhlet durante 3 h, lo filtraron a través de un papel filtro Whatman vy el
filtrado se concentr6 en un rotaevaporador a 30 °C por 35 min, finalmente, en una estufa de
secado a 45 °C lo llevaron a peso constante. Realizaron una prueba de sensibilidad cualitativa
(método de difusion en disco) con este extracto (20 mg/mL por disco) y Salmonella Typhi
que fue obtenida de pacientes de un hospital; la suspension fue estandarizada entre 1y 2x10’
UFC/mL con respecto al estandar 0.5 de McFarland, como control utilizaron cloranfenicol.
Observaron que la zona de inhibicion (mm) del extracto de chaya fue 11 veces menor (1.5 +
0.5 mm) con respecto a la del cloranfenicol (17.0 + 0.1 mm), a partir de estos resultados los
autores concluyeron que C. aconitifolius tiene aplicacién como agente antimicrobiano.

Con respecto a la publicacién anterior, es importante destacar que los resultados del presente
trabajo de tesis son relevantes porque se investigo la posible aplicacién del extracto de chaya
con actividad anti-Salmonella en el fruto de fresa fresca. Ademas, se evidencié la inhibicion
total de la serovariedad Salmonella enterica subsp. enterica mediante pruebas cuantitativas
(CMI y CMB). La reproducibilidad de los resultados se logré muy probablemente porque
siempre se uso la misma concentracion, con base al CPT, del ECH y no con respecto al
volumen o al peso seco de este que, como ya se expuso, pueden variar e influir en los
resultados de la inhibicion de Salmonella. Es importante sefialar que el ECH se utilizé en una

concentracion menor de la total calculada (349.33 ug EAG/mL), y que se obtuvo a partir de
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hojas de chaya cultivada en México por agotamiento de la muestra empleando EAU, cuyas
ventajas con respecto a otros métodos de extraccion son que: 1) el extracto se obtiene en
menor tiempo (Sridhar et al., 2021; Zhang et al., 2021; Bitwell et al., 2023), 2) las frecuencias
del sonido que se utilizan incrementan la permeabilidad de la pared celular favoreciendo el
contacto entre el disolvente y los componentes del material vegetal, 3) incremento en la
eficiencia de la extraccion y 4) las temperaturas que se utilizan se encuentran entre 20-30 °C
(Sridhar et al., 2021; Fongang Fotsing et al., 2021; Bitwell et al., 2023).

Hasta el momento no hay publicaciones de la actividad del hidrolato de orégano Lippia
graveolens contra Salmonella, las investigaciones de la CMI con esta especia han utilizado
su aceite esencial (Rivero-Cruz et al., 2011). Sin embargo, cuando se expuso Salmonella
Typhimurium al hidrolato de orégano Poliomintha longiflora no se inhibi6 su crecimiento
(Cid-Pérez et al., 2019), lo que concuerda con lo observado en este trabajo de tesis; estos
autores comentaron que pudo deberse a la baja concentracion de los compuestos bioactivos
presentes en el hidrolato que utilizaron sin ningln proceso de concentracion previo. Para la
evaluacion de la CMI en este trabajo, como ya se expuso, se cuantific el CPT del HO y la
concentracion maxima utilizada fue de 73.0 pg EAG/mL, valor intermedio entre las
concentraciones del ECH que mostraron inhibicion contra Salmonella, por lo tanto,
probablemente los compuestos presentes en el HO no poseen la actividad antimicrobiana
contra Salmonella enterica subsp. enterica o no se encuentran en una relacion dosis-respuesta
requerida para la inhibicion de esta bacteria.

Por otra parte, las actividades bioldgicas de las hojas de chaya (C. aconitifolius), incluida la
antimicrobiana, se han relacionado con la presencia de diferentes grupos de los polifenoles
como: acidos, taninos, flavonoides, cumarinas y flobataninos (Awoyinka et al., 2007;

Oyagbemi et al., 2011; Fagbohun et al., 2012, Jiménez-Arellanes et al., 2014; Kuri-Garcia et
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al., 2017). Los compuestos polifendlicos que han sido identificados en C. aconitifolius son:
kaempferol-3-O-glucdsido y quercetina-3-O-glucosido (Jiménez-Arellanes et al., 2014);
sulfato de hispidulina, eucaliptina, epigalocatequina di-O-galato, epicatequina di-O-galato,
acutifolina D (Numa et al., 2015); los acidos: gélico, clorogénico, caféico, p-cumarico,
feralico (Ortiz-Mora et al., 2017), vainillico, rosmarinico, asi como el resveratrol, luteolina
y apigenina (Godinez-Santillan et al., 2019).

También en C. aconitifolius estan presentes otros grupos de compuestos como las saponinas,
Xantonas, cromonas, sesquiterpenos, lignanos y alcaloides (Awoyinka et al., 2007; Oyagbemi
et al., 2011; Fagbohun et al., 2012). Con respecto a estos Ultimos, existe evidencia de que
poseen actividad contra Salmonella (Yan et al., 2021), motivo por el cual se decidi6 analizar
su presencia en el ECH obtenido en el presente trabajo de tesis, mediante cromatografia en
capa fina (silica gel) con un sistema de disolventes metanol/acetato (1:1 v/v), y no se tuvo un
resultado positivo al reactivo de Dragendorff, que es especifico para detectar alcaloides
(Figura 7.9). Sin embargo, no se puede descartar su presencia en hojas de chaya porque
fueron identificados en extractos etandlicos de esta planta, aunque en menor relacién con
respecto a los polifenoles (Awoyinka et al., 2007). Por lo tanto, en trabajos futuros es

importante analizar la composicion quimica de C. aconitifolius utilizada en este trabajo.
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Figura 7.9. Identificacion de alcaloides en el Ea-|con el reactivo de Dragendorff. Se hizo
cromatografia en placas de silica-gel y fase mévil de metanol/acetato (1:1, v/v).

Respecto a la actividad antimicrobiana de los compuestos polifendlicos contra Salmonella,
Xu et al. (2022), evaluaron por separado los &cidos ferdlico y p-cumarico comerciales.
Establecieron para ambos el siguiente posible mecanismo (Figura 7.10): 1) Se introducen en
la célula bacteriana a través de la membrana e interactan con las estructuras Motor A 'y B,
2) Ingresan a la bacteria a través de su flagelo y una vez en el interior del microorganismo,
son represores de la transcripcion del ARN lo que provoca la disminucién de la produccion
de exopolisacaridos. Derivado de los mecanismos anteriores, se afectan en la bacteria su
capacidad de motilidad y quimiotaxis, asi como, la disminucién en la formacion de la

biopelicula.
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Figura 7.10. Posible mecanismo de la actividad antimicrobiana de los &cidos ferdlico y p-
cumérico contra Salmonella. Modificado de Xu et al. (2022).

Es importante resaltar que, en este trabajo de tesis, se evalud un extracto y no compuestos
puros, por lo tanto, posiblemente la inhibicion de Salmonella enterica subsp. enterica se
debié al efecto de los componentes presentes en este. Por ejemplo, en un extracto
metanol:agua (80:20, v/v) de hojas frescas de C. aconitifolius se cuantificaron (en orden
descendente de concentracidn): ac. p-cumarico, ac. rosmarinico, ac. clorogénico, resveratrol,
ac. galico, luteolina, ac. vainillico, ac. cafeico, vainillina, apigeninay &c. feralico; este ultimo
fue 38.5 veces menor con respecto al &c. p-cumarico (Godinez-Santillan et al., 2019). Lo
anterior sustenta el hecho de que hay mas de un compuesto polifendlico en el extracto de
hojas de chaya dentro de los que se encuentran los ac. p-cumarico y ferdlico, que fueron
propuestos en el mecanismo contra Salmonella. En futuros trabajos es importante identificar

y cuantificar la composicion quimica del extracto de chaya utilizado en este trabajo.
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7.4 Inhibicién de Salmonella en fresa fresca

A las fresas frescas seleccionadas visualmente con una madurez de consumo, también se le
determind el indice de madurez (IM) el cual fue de 6.92, calculado a partir de los valores de
°Brix (6.3 £ 0.1) y acidez titulable (0.91 = 0.02) (Figura 7.11); el cual estuvo en el intervalo
de valores (5 a 14) que se ha obtenido para este fruto maduro (Lépez-Valencia et al., 2018).
Por lo tanto, se corrobor6 cuali y cuantitativamente que las fresas utilizadas en este trabajo

fueron maduras.

Figura 7.11. Fresas utilizadas para los ensayos de actividad antimicrobiana contra Salmonella.

Es importante mencionar que para el ensayo de actividad antimicrobiana con la fresa se
decidi6 evaluar primeramente la concentraciéon maxima del CPT utilizada en la prueba de la
CMI con el ECH (116.44 ug EAG/mL); considerando que el fruto como cualquier alimento
es una matriz compleja y, de este modo, asegurar la inhibicién de la bacteria tomando como
referencia el valor de la CMB establecida in vitro. Si el resultado fue positivo, a continuacion,
se propuso evaluar con la concentracién correspondiente a la CMB.

En los ensayos con las rebanadas de fresa fresca, después de su exposicién a la solucién de

Salmonella enterica subsp. enterica y su escurrimiento, se observo que estas no presentaron
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ningun cambio en su apariencia ni dafio fisico. Sin embargo, posterior a la inmersion en el
ECH (116.44 pg EAG/mL) y del escurrimiento, las rebanadas presentaron un color verdoso

en la pulpa de la fresa y se afectd ligeramente su firmeza (Figura 7.12A).
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Figura 7.12. Fresas utilizadas en la prueba del efecto inhibitorio del ECH contra Salmonella (A)
y su control (B). Los frutos se desinfectaron con NaClO (200 ppm) y se obtuvieron rebanadas de
5 mm de grosor. Los procedimientos aplicados a las fresas fueron: A) se sumergieron en la
suspension de la bacteria, se centrifugaron, se sumergieron en el ECH y se centrifugaron
nuevamente. B) Como control se siguié el mismo procedimiento que en (A) sustituyendo la
suspension de Salmonella y el ECH con solucion de PBS estéril.

Cuando estas rebanadas se colocaron en la solucion de PBS dentro de la bolsa con filtro, se
pudieron estrujar facilmente y se obtuvo una solucién homogénea de color rojo (Figura 7.13)
partir de esta solucion se prepararon diluciones seriadas (10-10°) las cuales fueron
inoculadas en el medio de cultivo selectivo XLD. Después de 24 h de incubacién a 37 °C
para la dilucion 10 (Figura 7.14) se observo una colonia y hubo ausencia de Salmonella en

el resto. A las 48 h de incubacion se mantuvieron sin cambio todos los cultivos.

67



Figura 7.13. Solucion homogénea de fresas en PBS estéril. Se obtuvo de estrujar las rebanadas
del experimento mostrado en la figura 7.12 A.

vl L3
Figura 7.14. Crecimiento de Salmonella en XLD. De la solucion obtenida del
procedimiento de la figura 7.13 se inocularon 100 pL de la dilucién 101, Se incubé por 24
ha37°C.

Basandose en este resultado, no se evaluo la concentracion que se establecio en el ensayo de
la CMB. De acuerdo con la NOM-210-SSA1-2014, Salmonella debe estar ausente en los
alimentos, lo que no se cumplié con el ECH en comparacion con las muestras de rebanadas
de fresas que fueron tratadas con la soluciéon de NaClO a 200 ppm, donde no se observo el
crecimiento de este patdgeno en ninguna de las diluciones evaluadas. No obstante, es un
resultado novedoso debido a que se logro la inhibicion casi en su totalidad de Salmonella

usando un extracto natural a baja concentracion. Ademas, se evalué en un alimento y no se
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limito unicamente a determinar la CMI y CMB. Posiblemente se consiga la inhibicidn total
de Salmonella aumentando el tiempo de exposicion de las rebanadas en el ECH o a una mayor
concentracion de este.

Considerando que la desinfeccion de la fresa se hace normalmente en los frutos completos,
a la par se realizé la misma prueba con las fresas frescas enteras (25 g aprox.) acondicionadas
como se expuso en la seccion de la Metodologia. En recipientes aparte, se siguié el mismo
procedimiento usado con las rebanadas de fresa y en las mismas condiciones. Se observo que
los frutos mantuvieron su consistencia y color posterior a la inmersion en la suspension
bacteriana, el ECH y la centrifugacion (Figura 7.15). Al momento de estrujar los frutos en
PBS dentro de las bolsas con filtro, se tuvo que hacer un poco de méas esfuerzo para deshacer

la fresa, pero se logrd obtener una solucién homogénea igual de color rosado.

T e 8°S Sniexos

Figura 7.15. Fresas enteras utilizadas en la prueba del efecto inhibitorio del ECH contra
Salmonella (A) y su control (B). Los procedimientos aplicados a las fresas fueron: A) se
sumergieron en la suspension de la bacteria, se centrifugaron, se sumergieron en el ECH y se
centrifugaron nuevamente. B) Como control se siguié el mismo procedimiento que en (A)
sustituyendo la suspension de Salmonella y el ECH por solucion de PBS estéril.
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Figura 7.16. Crecimiento de Salmonella en XLD. De la solucién obtenida del estrujado del
procedimiento de la figura 7.15A se inocularon 100 pL de las diluciones 10 y 1072, Se
incubaron por 24 h a 37 °C. Inserto: colonias con centros negros por la formacion de H,S.

Se observé crecimiento en las tres primeras diluciones y se contabilizaron 161 y 14 colonias
enla10?y 10%(Figura 7.16), respectivamente. En el inserto de esta misma figura se observan
colonias con centros negros debido a la formacion de H?S, un aspecto caracteristico del
crecimiento de Salmonella en XLD. En la diluciéon 102 no se observaron colonias bien
definidas lo que no permitio su conteo, y en las restantes (10-10) no hubo crecimiento. Por
lo tanto, las diluciones 10! y 102 presentaron una reduccion en la carga microbiana de 10°y
10* UFC/mL, respectivamente, con respecto a la inicial de la suspension bacteriana (108
UFC/mL). A pesar de que el ECH no inhibi6 a Salmonella enterica subsp. enterica si es un
resultado importante como una alternativa natural con efecto contra Salmonella.

El resultado para las fresas enteras no coincide con lo que se observé para las rebanadas,
éstas Ultimas presentaron una mayor reduccion en la carga de Salmonella, lo que
posiblemente pudo deberse a: 1) Las rodajas tuvieron una mayor area de exposicion con el
ECH, 2) el pH acido del fruto (2.5 £ 0.03) pudo brindarle proteccidn antimicrobiana a este
(Vifas et al. 202) y 3) un efecto sinérgico de los compuestos polifendlicos presentes en el

ECH y/o en la pulpa de las fresas rebanadas, porque existe evidencia de la actividad
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antimicrobiana de extractos de pulpa de este fruto utilizando etanol acidificado (Céardenas-
Valdovinos et al., 2018).

En cuanto a las fresas enteras, hubo una menor area de exposicion de los frutos con el ECH,
lo que no permitié la absorcion de los componentes en la bacteria, considerando el
mecanismo de accion propuesto por Xu et al. (2022). Lo cual podria explorarse mediante la
medicién de permeacion (Matinez Navarrete et al., 1999) del extracto en el fruto.

Por otro lado, dentro de su mecanismo de supervivencia, Salmonella tiene la capacidad de
formar una biopelicula (compuesta por exopolisacéridos) que se ha evidenciado les confiere
resistencia a los agentes antimicrobianos (Vifias et al., 2020). Por lo tanto, posiblemente en
la fresa entera con mayor area de superficie con respecto a la rebanada, se incrementé la
cantidad de biopelicula lo que pudo haber interferido con el efecto inhibitorio del ECH contra

esta bacteria. Este aspecto se recomienda investigar con mas detalle en futuros trabajos.
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8. CONCLUSIONES

1.

El extracto de hojas de chaya mostr6 una CMI de 29.11 pg EAG/mL y una CMB de
58.22 pug EAG/mL contra Salmonella enterica subsp. enterica, por lo tanto, se pudo
constatar que la chaya es una fuente potencial para inhibir a este patdgeno letal para el
ser humano utilizando concentraciones menores a la inicial registrada para el extracto
metandlico (349.33 ug EAG/mL). Ademas, se logro evidenciar un uso diferente al que
normalmente se la da a esta planta.

El hidrolato de orégano no mostrd inhibicion contra Salmonella entérica subsp.
enterica en el intervalo de concentraciones evaluadas con base al contenido de
polifenoles totales.

El extracto de chaya no mostré actividad antimicrobiana en su totalidad en fresas
contaminadas con Salmonella entérica subsp. enterica. Cuando se evalud este fruto en
rodajas tinicamente la dilucion 107 presentd el crecimiento de una colonia en el medio
XLD. Cuando se hizo la evaluacion con fresas completas hubo crecimiento en las
diluciones 10, 102y 103, a pesar de estos resultados, se demostré la capacidad del
extracto de chaya en la reduccion de la carga microbiana de Salmonella. Sobre la base
de estos resultados, se presenta por primera vez el uso de un desinfectante natural en
fresa para el control de Salmonella, y también la posible aplicacién de las hojas de
chaya (C. aconitifolius) como agente antimicrobiano natural, sin embargo, se tiene que

realizar mas investigacion al respecto.
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9. PERSPECTIVAS
Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis se recomienda realizar

investigacion en futuros trabajos contemplando los siguientes aspectos:

1. Cuantificacion de flavonoides en extracto de hojas de chaya debido a que en trabajos
publicados para esta planta son el grupo de compuestos mayoritarios a los que se les
ha atribuido actividad antimicrobiana.

2. Obtencidn de extracto de hojas de chaya con disolventes polares como agua, etanol y
mezcla de estos, porque basandose en la literatura se expuso que a medida que se
incrementa la polaridad de los disolventes aumenta la actividad antimicrobiana de la
fuente natural contra Salmonella.

3. Anélisis de compuestos mayoritarios presentes en los extractos de hoja de chaya (C.
aconitifolius) mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucion acoplada a un
espectrometro de masas con analizador cuaddruplo de tiempo de vuelo (UPLC-
QTOF), lo que permitira identificar y cuantificar los compuestos que posiblemente le
confieren actividad antimicrobiana al extracto de chaya contra Salmonella enterica
subsp. enterica.

4. Para aprovechamiento integral de la planta de chaya se propone obtener extractos de
los tallos y su caracterizacion similar al de las hojas. Esto debido a que en los trabajos
publicados no hay informacion al respecto.

5. Establecer condiciones experimentales de concentracion y tiempo de exposicion a los
extractos de chaya que permitan la inhibicion de Salmonella en fresas frescas en

rebanas y frutos completos.
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Evaluar el posible el efecto en la motilidad y formacion de biopelicula de Salmonella
por su exposicion a extractos de hoja y tallo de chaya.
En condiciones de inhibicion total de Salmonella, desarrollar la formulacion de un

desinfectante a base de esta fuente natural.
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