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EFECTIVIDAD DE EXTRACTOS DE CALICES DE JAMAICA, MEZCLA DE VINAGRE-LIMON Y
ACIDO LACTICO PARA ELIMINAR A Salmonella EN NOPAL VERDURA FRESCO SIN
ESPINAS

Christian Alberto Moreno Rodas, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

RESUMEN

Durante la produccion y el manejo postcosecha del nopal verdura se presentan
numMerosos riesgos de contaminacion por patégenos como Salmonella que comprometen
la inocuidad de este producto. Contar con una solucién antimicrobiana (sanitizante)
efectiva que elimine a estos patdgenos es importante para asegurar que el consumo de
nopal verdura fresco no represente un peligro para la salud humana. Por lo anterior el
objetivo general de este trabajo fue identificar un sanitizante para eliminar a Salmonella
enterica subespecie enterica (Salmonella) de nopal verdura fresco sin espinas. Para esto
se evaluo la efectividad de extractos (acetdnico, acuoso y metandlico y) de calices de
jamaica (Hibiscus sabdariffa L.), de una mezcla de vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v) y del
acido lactico al 1.5 % en cladodios de las variedades Atlixco, Copena V1, Milpa alta y
Villanueva de nopal verdura sin espinas inoculados con una mezcla de cepas de los
serotipos Javiana (cepas N4 y N14), y Typhimurium (cepas N16 y Sal4) de Salmonella.
Después del tratamiento por inmersion durante 10 min con los sanitizantes por separado
se registré reduccion significativa (P < 0.05) de 2.4 Logio mL, en promedio, en la poblacion
de Salmonella. Aunque con la mezcla de vinagre y jugo de limén la luminosidad del tejido
resulté afectada (P < 0.05) todos los sanitizantes aqui probados podrian ser una

alternativa para la inocuidad microbiana del nopal verdura fresco sin espinas.

Palabras clave: Cactus, Salmonella, Sanitizantes, Opuntia ficus-indica



EFFECTIVENESS OF ROSELLE CALYX EXTRACTS, MIXING VINEGAR-LEMON AND
LACTIC ACID TO ELIMINATE TO Salmonella IN FRESH CACTUS PADS WITHOUT
SPINES.

Christian Alberto Moreno Rodas, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2019

ABSTRACT

During production and postharvest handling of in fresh cactus pads there is a risk of
contamination by pathogens such as Salmonella that compromise the safety of this
vegetable. Having an effective antimicrobial (sanitizer) solution that eliminates the
pathogen population is important to ensure that the consumption of fresh cactus pads
does not represent a danger to human health. The main goal of thies research was to
identify a sanitizer to eliminate to Salmonella enterica subsp. enterica in fresh cactus pads
without spines. To fulfill this goal, (acetonic, agueous and methanolic) of rosselle calyx
extracts (Hibiscus sabdariffa L.), a mixture of vinegar and lemon juice 1: 1 (v/v) and lactic
acid 1.5% were evaluated on cladodes of Atlixco, Copena V1, Milpa Alta and Villanueva
varieties of cactus pads without spines inoculated with a mixture of strains of the serotypes
Javiana (strains N4 and N14), and Typhimurium (strains N16 and Sal4) of Salmonella.
After an immersion of nopales in the treatments for 10 minutes it was observed that
sanitizers significantly reduced (P < 0.05) by 2.4 Logio mL, on average, Salmonella
population. The mixture of vinegar and lemon juice reduced luminosity of the tissue (P <
0.05). The sanitizers tested are an alternative to assure the microbial innocuousness of

the fresh cactus pads without spines.

Keywords: Cactus, Salmonella, Sanitizers, Opuntia ficus-indica
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1. INTRODUCCION

En México se han descrito mas de 100 especies de nopales silvestres y cultivados, de
las cuales un alto porcentaje son aptas para el consumo humano como verdura fresca
(nopalitos). En el afio 2016 se cosecharon 798 mil toneladas de nopalitos (Opuntia ficus-
indica L. (Mill.)) en 25 estados de la republica, siendo Morelos y la Ciudad de México los
mas representativos (SIAP-SAGARPA, 2017). De los problemas que se enfrentan en la
produccion de nopal verdura son las multiples fuentes de contaminacion microbiologica
durante la produccion y manejo del cultivo. Salmonella enterica se encuentra entre los
principales microorganismos enteropatégenos que contaminan el nopal verdura fresco
(Hernandez et al., 2009). Esta bacteria es responsable de ocasionar numerosos brotes
de enfermedades asociados al consumo de productos hortofruticolas (Ramos et al.,
2013). En México en el afio 2018 se reportaron 79 659 casos de salmonelosis, lo que
sugiere la implementacion de buenas practicas agricolas en la produccion y manejo de
alimentos minimamente procesados (SSA, 2018). En el caso del nopal verdura es dificil
asegurar su inocuidad por las numerosas fuentes de contaminacién durante su
produccion y manejo postcosecha (corte, desespinado y empaque manual) por lo que se
requiere un sanitizante efectivo que elimine a Salmonella y asegure que el consumo de
nopalitos no represente un peligro para la salud humana. De los Santos et al. (2012)
indicaron que el hipoclorito de sodio (200 ppm) y el acido lactico (1.5 %) inhiben el
crecimiento de Salmonella in vitro. Sin embargo, Hernandez y Landa (2016) reportaron
gue el hipoclorito de sodio, asi como otros productos comerciales a base de citricos y
plata coloidal fueron inefectivos para eliminar a Salmonella en cladodios de nopal verdura

sin espinas inoculados artificialmente.



Contar con un sanitizante efectivo que elimine a Salmonella es deseable debido a que el
nopal verdura se consume en fresco por sus beneficios a la salud de las personas. Varios
autores coinciden que los calices de jamaica tienen actividad sanitizante contra bacterias
enteropatdgenas (Jaroni y Ravishankar, 2012; Liu et al., 2005; Rangel et al., 2017). Al
respecto, Rangel et al. (2017) reportaron que extractos de jamaica redujeron la poblacion
entre 2 y 2.5 logio de S. Typhimurium, S. Typhi, y S. Montevideo en chile (Capsicum
annuum) y cilantro (Coriandrum sativum) Por su parte, Hernandez y Landa (2016)
reportaron que el acido lactico (1.5 %) redujo en 4.3 logio de UFC la poblacion de
Salmonella en cladodios de nopal verdura, variedad Milpa alta; y, Sengun y Karapinar
(2004) encontraron que la mezcla de vinagre y jugo de limoén (Citrus latifolia Tanaka) 1:1
(v/v) redujo la poblacion de S. Typhimurium a nivel indetectable en vegetales para
ensaladas. Por lo anterior, el objetivo general de este trabajo fue identificar una
sanitizante para eliminar a Salmonella entérica subespecie entérica de nopal verdura
fresco sin espinas; y como objetivos especificos evaluar la efectividad de los extractos
acuoso, metandlico y aceténico de calices de jamaica al 1 % (Hibiscus sabdariffa L.), de
una mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 ( v/v) y del acido lactico al 1.5 % para eliminar
a S. entérica en cladodios de las variedades Atlixco, Copena V1, Milpa alta, y Villanueva

de nopal verdura fresco sin espinas.



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1. Nopal

El nopal (Opuntia ficus-indica) es una planta que se desarrolla en climas tropicales,
subtropicales, aridos y semiaridos y que tiene gran capacidad de adaptacion a
condiciones adversas como temperatura extremas y tipos de suelo. Su distribucion
incluye el Continente Americano, Sudafrica, Australia y paises del Mediterraneo, siendo
México el centro de origen y el mayor centro de diversidad de la especie (Barazarte et al.,

2017; Hernandez et al., 2010).

De la planta del nopal se aprovechan los cladodios (tallos modificados), frutos y flores
con fines culinarios, farmacéuticos e industriales (Reyes et al., 2009; Pefa-Valdivia et al.,
2012). Los cladodios comunmente llamados “nopalitos” se encuentran incluidos en la
dieta humana debido a que aportan bajo valor calérico, alto contenido de fibra y
cualidades nutricionales y funcionales (Stintzing y Carie, 2005; Saenz, 2004). Aunque
tradicionalmente esta hortaliza se consume en México, actualmente su demanda se ha
incrementado en Estados Unidos, Bélgica, Canada, Corea del sur, Dinamarca y Paises
bajos. En el afio 2016 México exportd 44 768 t equivalentes al 5.6 % de la cosecha total
nacional y el doble del comercializado en el afio 2010 (21 117 t). En produccién nacional,
Morelos se mantuvo como el principal productor con 45.3%, seguido por la Ciudad de

México que aportd 25.2% del total nacional (SIAP, 2017).

2.1.1. Descripcion botanicay clasificacion taxonomica del nopal

Histéricamente se han descrito entre 60 y 100 especies de nopales silvestres y cultivados
(Conabio, 2010; Scheinvar y Gallegos, 2011). Opuntia ficus—indica es la especie de

mayor importancia econémica y alimenticia (6.4 kg per capita anual). Esta especie cuenta



con un gran numero de variedades entre las que se encuentran Milpa alta, Atlixco,
Copena V1 y Villanueva utilizadas comiunmente para consumo humano como verdura o
jugos (SIAP, 2017). Debido a la alta variacion genética intraespecifica. se ha sugerido la
revision de la clasificacién de las especies del género Opuntia. Valadez et al. (2015)
estudiaron la variabilidad genética de 52 variedades de Opuntia clasificadas en 12
especies. En ese estudio se concluyd que las variedades mexicanas de Opuntia
presentan una amplia variacion genética ademas que los agrupamientos obtenidos no
coincidieron con la clasificacion taxondémica real de las especies. Las variedades como
Atlixco y Copena V1, actualmente clasificadas en la misma especie no se ubicaron en el

mismo grupo filogenético (Figura 2.1)
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Figura 2.1. Dendrograma elaborado por Valadez et al. (2015) donde se utilizé el coeficiente de
Nei y Li / Dice y el método Bootstrap con 1,000 repeticiones. Las flechas en verde sefiala las

variedades empleadas en esta investigacion.



En general los miembros de la especie ficus-indica son plantas arbustivas o
arborescentes, erectas que alcanzan la altura de 1.7 a 3 m y cuentan con un tallo primario
lignificado de aproximadamente 46 cm de largo y 20 cm de diametro. Sus cladodios por
lo general de color verde palido a oscuro toman una forma eliptica, y en menor frecuencia,
circulares, oblongos, oblanceolados o rémbicos. Sobre la superficie del cladodio se
encuentran series de aréolas espirales, con una distancia entre series de 2.7 a5 cm. En
cladodios de 2 a 3 afios se han encontrado una densidad de 52 a 69 aréolas por cada
100 cm?. Los gloquidios generalmente son abundantes en las aréolas, pero algunas

veces ausentes (Reyes et al., 2005)

Las flores son de antesis diurna, sésiles, hermafroditas y solitarias, se desarrollan
normalmente en el borde superior de las pencas. Su color es variable: hay rojas,

amarillas, blancas, entre otros colores (Sudzuki et al., 1993).

El fruto es una falsa baya con ovario infero simple y carnoso turbinado, algunas veces
esférico, cilindrico o eliptico, frecuentemente amarillo brillante (Sudzuki et al., 1993;

Reyes et al., 2005).

2.1.2. Composicién quimica

La composicion quimica de los cladodios de Opuntia ficus-indica tiene una correlacion
directa entre la edad, disponibilidad de nutrientes y la variedad. Se ha observado que los
valores mas altos de nutrientes se obtienen en los cladodios jovenes (Barazarte et al.,
2017). En el trabajo realizado por Barazarte et al. (2017) en cladodios de 1 a 4 meses de

edad se describié la composicién quimica de esta especie (Cuadro 2.1).



La variable pH en los cladodios es reconocida como una variable que depende de la hora
de la cosecha debido al metabolismo de las cactaceas, los valores incrementan a medida

que aumentan las horas del dia (Flores et al., 2004).

Cuadro 2.1. Propiedades fisicoquimicas de cladodios de Opuntia ficus-indica’ de 1 a 4 meses

cosechados antes de las 10 de la mafana.

Propiedad Valor
Acidez titulable (geacido malico 100 g1) 0.76
pH 4.52
Solidos solubles totales (°Brix) 5.59
Acido ascérbico (mg+100 g1 17.34
Humedad (g*100 g) 91.99
Proteina (g+100 g) 0.60
Grasa (g*100 g?1) 0.14
Cenizas (g*100 g) 1.32
Carbohidratos (g+100 g*) 5.95
Pectina total (g AGAS-100 g1) 0.24
Hierro (mg+100 g?) 0.70
Calcio (mg+100 g1) 126.06
Potasio (mg-100 g1) 376.32

TInformacion tomada de: Barazarte et al. (2017)
SAGA-= 4cido anhidrogalacturonico.

Como otros polisacaridos estructurales de otras frutas y hortalizas, el contenido de
mucilago en nopal es dependiente del cultivar, la especie, el manejo del cultivo y el
ambiente (Lopez et al., 2012). Se ha demostrado que los valores de mucilago para nopal
verdura oscilan entre 3.8 a 8.6 %. En una evaluacion reciente de 11 variedades de nopal,
se encontrd que el contenido de mucilago en Atlixco, Copena V1 y Milpa alta es menor al
6 %, siendo la variedad Copena V1 la de mayor contenido, seguido de Milpa alta y con

menor contenido la variedad Atlixco (Pefia et al., 2012).



2.1.3. Manejo postcosecha

La produccion y el manejo tradicional del cultivo de nopal no contemplan la aplicacion de
las Buenas Practicas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Manejo (BPM) y Buenas
Practicas de Higiene (BPH), por lo que es altamente probable que se comprometa la
calidad sanitaria de los cladodios con residuos quimicos (CESVMOR, 2011) y agentes

microbiolégicos (Hernandez et al., 2009).

La vida de anaquel de los cladodios se ve afectada por diferentes factores, entre los que
se encuentran el tipo de cosecha, tipo de empaque, asi como la humedad relativa y la
temperatura de almacenamiento. A 20 °C la pérdida de peso y las pudriciones son los
problemas que limitan la vida util del producto (Ramayo et al., 1978; Rodriguez y Villegas,
1997) mientras que a temperaturas menores a 12 °C (almacenamiento refrigerado) puede

existir dafio por frio (Cantwell et al., 1992).

2.2. Situacién actual de Salmonella

2.2.1. Morfologia y taxonomia

Salmonella es una bacteria Gram negativa, de forma bacilar, mévil, facultativa, catalasa
positiva, citocromo oxidasa negativa, productora de dioxido de carbono a partir de
glucosa, reductora de nitrato. El género Salmonella comprende dos especies: S. enterica
y S. bongori. A su vez S. enterica se subdivide en seis subespecies enteropatégenas,
entre las que se encuentra la subespecie enterica con numerosos serotipos como: S.
enterica subsp. enterica, serotipo Typhimurium (S. Typhimurium o S. typhimurium ) y S.
Javiana (CDC, 2011; McClelland et al., 2001). Los serotipos S. Typhimuriumy S. Javiana
son entoropatdgenos responsables de provocar gastroenteritis en humanos, aunque el

serotipo S. Typhimurium infecta tanto a humanos como a animales. En ciertos animales



para consumo, como pollos, no se manifiesta ningun tipo de sintomas. Los excrementos
de estas aves son ampliamente empleados como materia prima en el composteo de
residuos organicos (McClelland et al., 2001; Gutiérrez, 2008). En estudios recientes se
ha detectado un incremento en los brotes de Salmonella y de igual forma un aumento
concurrente en las infecciones causadas por el serotipo S. Javiana.en productos
hortofruticolas contaminados. El uso de abonos organicos durante la produccion de estos
productos podria estar relacionada con el incremento de brotes de salmonelosis (Jackson

et al., 2013).

2.2.2. Habitat

El habitat natural de Salmonella es el tracto intestinal de mamiferos, reptiles, aves e
insectos (Sanchez et al., 2011). Los organismos portadores o infectados eliminan a
Salmonella a través de sus heces y la ruta habitual de infeccién es a través de la
transmision oral (Morris y Potter, 2013). Se ha demostrado que algunos serotipos de
Salmonella tienen la capacidad de subsistir por tiempo prolongado fuera de su habitat
natural y adaptarse a condiciones adversas del ambiente. Por ejemplo, en estudios
recientes el serotipo S. Typhimurium presenté capacidad para persistir en nopal hasta
por 14 dias; aunque dicha capacidad dependié del tipo de tejido y de la condicidn

fisiol6gica del cladodio (Landa et al., 2013).

Numerosos serotipos de Salmonella se han encontrado no solo como epifitos sino
también como enddfitos de algunas plantas o bien como contaminante de un gran nimero
de frutas y hortalizas (Brandl, 2006; Doyle y Erickson, 2008; Holden et al., 2009; Tyler y

Triplett, 2008, Hernandez y Landa 2009).



2.2.3. Brotes epidemioldgicos

Existen evidencias que a lo largo de la historia de la humanidad se han desarrollado
numerosos brotes epidemioldgicos causados por diferentes organismos, entre ellos por
serotipos de Salmonella enterica subespecie enterica. Entre los afios de 1545 a 1548 se
reportd una importante epidemia, la cual causoé la muerte de 12 a 15 millones de personas
en México. A esta epidemia se le nombro como el “cocoliztli” (de la lengua nahuatl que
significa peste). Hasta el dia de hoy no se conoce concretamente el agente causal de
dicha peste, pero segun la sintomatologia descrita y los trabajos que recientemente se
han llevado acabo existe una alta probabilidad de que alguno de los serotipos de S.
enterica subsp. enterica estuvo involucrado en ese catastrofico acontecimiento (Puente,

2017).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) cada afio enferman alrededor de 550
millones de personas de los cuales el 40 % son nifios menores de 5 afios (OMS, 2017).
En el afio 2018 en México se reportaron 79 659 casos de salmonelosis de los cuales 20
496 fueron identificados en el estado de Chiapas (SSA, 2019). La mayoria de los casos
estan ligados al consumo de alimentos de origen animal, principalmente huevos, carne y
lacteos contaminados, pero también a hortalizas y frutas contaminadas en algun punto

de su sistema productivo (OMS, 2017).

La contaminacién de frutas y hortalizas frescas o minimamente procesadas puede ocurrir
en cualquier punto de la cadena productiva como lo es en cosecha, lavado,
acondicionamiento, empacado o en la distribucién del producto final. Los productos
hortofruticolas plantean un mayor riesgo para la salud del consumidor cuando se hace

uso de la aplicacién de estiércol fresco, agua contaminada o existe la presencia de
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animales domésticos y silvestres en algun punto de la produccion (Rangel et al., 2017,
OMS, 2017). En el afio 2009, Hernandez y colaboradores reportaron la presencia de los
serotipos S. Typhimurium y S. Javiana en cladodios de nopal verdura, asi como en suelo

y agua de uso agricola en una zona productora de este cultivo en Morelos, México.

El desarrollo de brotes de salmonelosis se ha incrementado en las ultimas décadas por
el consumo de frutas y verduras contaminadas. Los productos hortofruticolas que se han
visto implicados como portadores de Salmonella son diferentes tipos de coles (Brassica
oleracea), alfalfa (Medicago sativa), alcachofa (Cynara scolymus), mel6n cantaoulope
(Cucumis melo), mango (Mangifera indica), hojas de remolacha (Beta vulgaris), apio
(Apium graveolens), coliflor (Brassica oleracea), espinacas (Spinacia oleracea), jitomate
(Solanum lycopersicum), sandia (Citrullus lanatus), cebolla (Allium cepa), berenjena
(Solanum melongena), escarola (Cichorium endivia), hinojo (Foeniculum vulgare) y

algunas variedades de chile (Capsicum annuum) (Ramos et al., 2013).

El altimo brote de salmonelosis descrito por la FDA y en el cual estuvo involucrado un
producto hortofruticola fue en septiembre del 2017 por el consumo de papaya Maradol
proveniente de tres granjas; dos en Estados Unidos de América y una ubicada en
Campeche, México. El Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC
por sus siglas en inglés) reporté 220 casos, 65 hospitalizaciones y una muerte en 23

estados de EUA (FDA, 2017; CDC, 2017).

2.2.4. Sanitizantes empleados para eliminar a Salmonella

En la actualidad existen un gran namero de productos con actividad antimicrobiana
conocidos como germicidas, desinfectantes y sanitizantes, que reducen las poblaciones

de microorganismos patogenos como Salmonella (Ramos et al., 2013) (Cuadro 2.2). A
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pesar de las similitudes entre estos productos, existen ciertas diferencias en su
naturaleza y actividad antimicrobiana; diferencias que se ponen de manifiesto cuando se

analizan las definiciones de cada uno de éstos términos.

Germicida. - Agente quimico o fisico que destruye microorganismos especialmente
patogenos para el hombre, pero no necesariamente incluye la capacidad de destruccion

de esporas.

Desinfectante. - Sustancia quimica o proceso utilizado para destruir o irreversiblemente

inactivar los hongos y bacterias, pero no sus esporas, en superficies duras.

Sanitizante. - Sustancia o proceso que reduce microorganismos de importancia para la
salud publica, basados en parametros establecidos, sin afectar negativamente la calidad
del producto ni su seguridad. La caracteristica principal de un sanitizante es que este no
necesita eliminar el 100 por ciento de todos los organismos para ser efectivo (Pfuntner,

2011; NOM-181-SSA1-1998).

Por el antecedente descrito, en este trabajo se consideré conveniente utilizar el término
sanitizante para referirse a los productos cuya actividad se prob6 en nopal verdura fresco

sin espinas.
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Cuadro 2.2. Caracteristicas de antimicrobianos empleados en productos hortofruticolas y superficies?.

SANITIZANTE MODO DE ACCION VENTAJA DESVENTAJA EFICACIA

Hipoclorito de  -Dafia membrana -Bajo costo -Se inactiva con sdlidos - Reduce carga

sodio (NaClO) externa -Considerado por EPAY organicos microbiana de 1 a 2
- Provoca pérdida como GRAS# -Corrosivo de metales Logio a 50 y 200

Hipoclorito de
calcio
(Ca(ClO)2)

Didxido de
cloro (ClO2)

en permeabilidad y
lisis celular

-Inhibe enzimas
-Destruye ADN

- Provoca pérdida
en permeabilidad
-Inhibe enzimas
Destruye ADN

-Reacciona con
ARN, proteinas y
acidos grasos de
membrana celular
-Ocasiona pérdida
de control de la
permeabilidad y
alteracion de la
sintesis de
proteinas

-Sin limite de tolerancia

-Bajo costo
-Sin limite de tolerancia

-Eficaz en baja
concentracion en
comparaciéon con
hipocloritos

- Efectivo a diferente pH
-Menor inhibicién por
compuestos organicos
-No forma subproductos
-Relativamente seguro en
solucién

-Produce vapores toxicos y

productos clorados

- Factores ambientales afectan

sus propiedades.
-Perjudica el ambiente

- Se inactiva con sdlidos
organicos

-Sensible a cambios de pH
-Corrosivo de metales

-Produce productos toxicos
-Impacta calidad del producto
-Costo mayor en comparacion

con otros sanitizantes
- Explosivo

ppm y tiempo de
contactode 1 a2
min

- Elimina E. coli
0157: H7 y L.
monocytogenes
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Acido
peroxiacético
(CHsCOsH)

Acido lactico y
otros acidos
organicos

Ozono (O3)

Clorito de sodio
acidificado
(ASCH) (HCIO2)

lodoforos
(CeHol2NO)

Agua
electrolizada
(H30+)

-Altera los enlaces
quimicos de la
membrana celular

-Degradan
membrana celular
desnaturalizan
proteinas

-Oxida
componentes
celulares vitales

-Oxida los
componentes
celulares

- Inactivan y dafian
la pared celular al
adherirse al azufre
de proteinas
(cisteina)

-Reduce y oxida las
células

-Efectivo contra esporas

bacterianas
-FuncionaapHde 1
-Es ecoldgico

a9

-Tolera cargas organicas

-Elimina biopeliculas

-Exentos de tolerancia
-Amigables con medio

ambiente

-Sustancia GRAS por EPA

y FDA
-Oxidante ecoldgico
-Efectivo  contra

amplio

ndamero de patégenos

-Retrasa maduracion de

frutas o vegetales.
-Puede aumentar el

contenido de calcio en el

producto
-Efecto de liberacion

sostenida, provocando
mortalidad microbiana

contintia
-No efecto

significativo

sobre medio ambiente

-Inactiva sustancias
nocivas (cianuros)

-Mayor efectividad a pH acido
-Reduce calidad del producto
por conferir olor a ocre
-Riesgoso para el ser humano
-Dificil  de  manejar en
comparacion de los hipocloritos
-Ineficaces  contra  ciertas
bacterias, levaduras y mohos
-Irritantes de ojo y piel

- Requiere de cuidados
necesarios para el trabajador
-Tiempos de contacto variables
de acuerdo al patégeno y el
producto a sanitizar

-Puede afectar la calidad del
producto

-El cloro debe estar entre 1200
y 5000 ppmapHde 2.3a2.9
-Pueden quedar trazas en el
producto

-Mayor eficiencia a pH
ligeramente &cido

-Manchan facilmente algunas
superficies

-Reduce la calidad del
producto

-A 80 ppm (maximo
permitido) la
reduccion no es
significativa

- Reduccion
significativa con
tiempos de 5 a 15
min

- Forma gaseosa
mas efectiva que la
liquida

-Se carece de datos
precisos

-Mas efectivo contra
células que con las
esporas se las
bacterias
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-Eficaz contra varios
patdgenos de importancia

sanitaria
Compuestos - Bloguean la - Suelen ser inodoros, -Toleran baja concentracion de -Concentraciones de
de amonio absorcion de incoloros, no corrosivosy ~ compuestos organicos 1 a 15 % reducen de
cuaternario nutrientes y la relativamente no toxicos -Pueden no funcionar 0 a 6 Logio
descarga de - Su mayor actividad esa  adecuadamente en aguas
desechos celulares  temperaturas calidasy en  duras
al adherirse a los medios alcalinos

acidos grasos de la
pared celular

TFuente: Pfunter, 2011; Ramos et al., 2013; Pfunter et al., 2017.
8Acrénimo del inglés “Generally related (recognized) as safe”.
*Acronimo del inglés “Acidified Sodium Chlorite”

TAcrénimo del inglés “Environmental Protection Agency”
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Ademas de los sanitizantes descritos anteriormente, se han reportado algunas
soluciones con actividad microbicida para el tratamiento de frutas y hortalizas frescas.
Estas soluciones, elaboradas principalmente con productos naturales, tienen efectividad
contra bacterias enteropatdgenas como Salmonella enterica; mayor informacion sobre

estas soluciones se da a continuacion:

Extractos de célices de jamaica: Se ha reportado actividad antimicrobiana en los
célices de jamaica, actividad atribuida a compuestos tales como el acido protocatecuico
y antocianinas (Liu et al., 2005; Rangel et al., 2017). Liu et al. (2005) demostraron que
los calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y el a&cido protocatecuico inhiben eficazmente
el crecimiento de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii, siendo la actividad antibacteriana del acido
protocatecuico significativamente mayor que la actividad de la solucién preparada con
calices de jamaica y agua destilada estéril 1:1(p/v). Posteriormente Jaroni y Ravishankar
(2012) demostraron que los célices de jamaica poseen actividad antimicrobiana sobre
Salmonella enterica serotipo Newport en hojas de lechuga romana y espinaca. Entorno
a Salmonella enterica se han desarrollado una serie de investigaciones las cuales han
sido promisorias. Rangel et al. (2017) compararon los extractos de jamaica acuoso,
etilico, metandlico y acetonico con sanitizantes de uso tradicional como plata coloidal,
acido acético e hipoclorito de sodio, los cuales se experimentaron contra una mezcla de
los serotipos S. Typhimurium, S. Typhi y S. Montevideo (resistentes a mdltiples
antibidticos) aislados de cilantro y zanahoria (Daucus carota). El ensayo arrojo que en el
cilantro los extractos de célices de jamaica redujeron el doble de unidades formadoras

de colonias (UFC) (promedio entre 2 y 2.5 Logio) en comparacion con los sanitizantes de
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uso comun que solo lograron reducir alrededor de 1 Logio en la poblacion de cepas de
Salmonella. La reduccion de las poblaciones (2 Logio) fue similar a la obtenida cuando
los extractos se probaron en zanahorias contaminadas artificialmente con la mezcla

bacteriana (Rangel et al., 2017; Gutierrez et al., 2016).

Mezcla de vinagre y jugo de limén: El tratamiento con jugo de limén o con vinagre de
manzana ha demostrado también ser efectivo para reducir las poblaciones de
Salmonella. El poder sanitizante de estas soluciones se atribuye a los acidos citrico y
acético contenidos en ellas. El éxito de estos acidos frente a bacterias patdogenas se debe
a la reduccion del pH en el medio, a la interrupcion del transporte y / o permeabilidad de
la membrana, acumulacién de aniones, o a la reduccién en el pH interno de la célula por
la disociacion de iones de hidrogeno del &cido. Se ha evidenciado la eficacia del jugo de
limoén en la reduccion de la poblacion de S. Typhi en cubos de papaya (Carica papaya) y
(Pachyrhizus erosus) inoculados artificialmente. De igual manera se ha probado la
eficacia del acido acético al 2 % para eliminar bacterias patdgenas en hojas de perejil
(Parish, et al., 2003; Wu et al., 2000). Sengun et al. (2004) evaluaron la actividad a
diferentes tiempos (10, 20 y 30 min) del jugo de limén, del vinagre y la mezcla de estos
dos productos en zanahoria inoculada artificialmente con cepas de S. Typhimurium.
Estos investigadores encontraron que la mezcla de vinagre y jugo de limén después de
30 min reduce la poblacion de Salmonella a un nivel indetectable en comparacion a

cuando los productos se evaluaron de manera individual.

La informacién anterior indica que se requiere continuar con las investigaciones para
contar con al menos un producto sanitizante eficaz para nopal verdura fresco. Los

extractos metandlico, acetonico y acuoso de jamaica, asi como la mezcla de vinagre y
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jugo de limén 1:1 (v/v) pueden ser una alternativa para reducir o eliminar poblaciones de
Salmonella en este producto hortofruticola en caso de contaminacion accidental. Lo
anterior debido a que actualmente se carece de un tratamiento 100 % efectivo para

eliminar a Salmonella de nopal verdura para consumo en fresco.
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3. HIPOTESIS

Los extractos metandlico, acetonico y acuoso a base de calices de jamaica (1 %), el
acido lactico al 1.5 % y la mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 (v/v) reducen a niveles
no cuantificables la poblacion de Salmonella enterica subespecie enterica en nopal

verdura fresco sin espinas, sin afectar las caracteristicas de color del tejido vegetal.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general
Identificar un sanitizante efectivo para eliminar a Salmonella enterica subespecie enterica

de nopal verdura fresco sin espinas.

4.2. Objetivos particulares

o Evaluar la efectividad de cinco soluciones sanitizantes para eliminar a Salmonella
enterica subsp. enterica en las variedades Atlixco, Copena V1, Milpa alta y Villanueva de
nopal verdura fresco sin espinas artificialmente inoculadas con la bacteria.

o Comparar la efectividad de tres extractos a base de calices de jamaica
(metandlico, acetonico y acuoso al 1 %), del acido lactico al 1.5 % y de una mezcla de
vinagre blanco y jugo de limon 1:1 (v/v) para eliminar a S. enterica subsp. enterica de las
cuatro variedades de nopal verdura fresco sin espinas.

o Determinar el efecto de las cinco soluciones sanitizantes en el color del tejido de

las cuatro variedades de nopal verdura fresco sin espinas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Produccion de cladodios

Durante la primavera de 2017 se establecié una plantacién con las variedades Atlixco,
Copena V1, Milpa alta y Villanueva de nopal verdura (Opuntia ficus-indica) para la
produccion de cladodios frescos. La plantacion se establecio en un invernadero de 150
m? construido con plastico blanco, malla antiafidos y piso de tezontle, en las instalaciones
del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Para establecer la plantacion,
cladodios “madre” obtenidos del banco de germoplasma de la Universidad Auténoma
Chapingo, en el estado de Zacatecas, se sembraron en bolsas negras de polietileno de
45 x 45 cm con una mezcla de suelo-composta con 14.5 % de materia organica y pH de

7.1 (Figura 5.1).

Figura 5.1. Variedades de nopal verdura a tres meses del trasplante en suelo

composteado y macetas de polietileno en invernadero.
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Las plantas se regaron con agua de pozo (un riego por semana) y se mantuvieron para
la produccion de cladodios durante las estaciones de primavera, verano y otofio de 2018.
Las condiciones ambientales promedio registradas en el invernadero, durante dicho

periodo, fueron: temperatura ambiente de 25 + 2 °C y humedad relativa de 51.2 %.

5.2. Cosecha de cladodios y estimacion de parametros

La cosecha se establecié durante los primeros estados de crecimiento para contar con
cladodios de 16 a 20 cm de largo y de 50 a 100 g de peso, en promedio, por variedad de
nopal. Cladodios con estas medidas corresponden a cladodios de nopal verdura fresco
comercializados como “nopalitos” para consumo en fresco (Rodriguez-Garcia et al.,
2007). La cosecha de cladodios dependié principalmente de la época de mayor
produccion de la variedad durante el afio de 2018 en el invernadero. En primavera se
cosecharon y procesaron los cladodios de Milpa alta y Villanueva; en verano-otofio, los

de Atlixco; y en otofio, los de Copena V1.

Independientemente de la variedad, los cladodios se cosecharon por la mafiana (08:00
—08:30 h) con un cuchillo desinfestado con alcohol. Después de la cosecha los cladodios
se transportaron en charolas de plastico limpias al laboratorio de Enfermedades en
Postcosecha, del Edificio de Fitosanidad-Fitopatologia para ser procesados durante las

siguientes 24 h.

Una vez en el laboratorio se estimo el peso en gramos y la longitud en centimetros de
cada uno de los cladodios cosechados para seleccionar aquellos con las caracteristicas
mas cercanas a las de nopalitos (Figura 5.2). También se midi6 el pH del tejido de los

cladodios con un medidor portatil Mettler Toledo, SevenGO™ pH.
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Atlixco = Villanueva

ey

Copena V1 — Milpa alta

Figura 5.2. Cladodios de las variedades de nopal verdura fresco con espinas de tres semanas

de crecimiento en invernadero.

Con la finalidad de conocer y detectar diferencias en el pH del tejido que pudieran tener
un efecto en el inéculo de Salmonella se establecié un ensayo preliminar con cladodios
cosechados durante el otofio de 2017. En cada cladodio se midi6 el pH en la parte
inferior, media y superior. Debido a que las determinaciones de pH del tejido fueron
similares en todo el cladodio de las cuatro variedades, se decidi6é que para los ensayos
de evaluacion de sanitizantes el inéculo se iba a depositar en la parte media y solo se
iba a registrar el pH de esa parte del tejido, esto para contar con valores de pH
actualizados y correspondientes al periodo en el que se cosecharon los cladodios de
nopal para su inoculaciéon con Salmonella y tratamiento con sanitizante. Previo a la

inoculacién, los cladodios de nopal se lavaron con agua de la llave, desespinaron con
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cuchillo estéril y enjuagaron con agua destilada estéril. Después se secaron sobre toallas

de papel Sanitas® estéril en charolas de plastico desinfestadas con alcohol absoluto.

5.3. Reactivaciéon de cepas de Salmonella

Se utilizaron cuatro cepas de Salmonella enterica subespecie enterica (S. enterica) de
los serotipos Javiana, cepas N4 y N14, y Typhimurium, cepas N16 y Sal4. Las cepas N4,
N14 y N16 se aislaron de cladodios de nopal verdura fresco cosechados en la region
productora de Tlanepantla, Morelos, México (Hernandez et al., 2009); y Sal4 corresponde
a una cepa de laboratorio del serotipo Typhimurium ATCC23564, donada por el Dr.
Cristébal Chaidez Quiroz del Centro de Investigacion y Desarrollo A. C., Culiacan,
México. Después de un periodo de 2 afios y 6 meses de almacenamiento en solucion de
agua-glicerol (50:50) a -26 °C, las cepas N4, N14, N16 y Sal4 de Salmonella se
reactivaron por separado en tubos de ensaye (14 x 2.5 cm) con 5 mL de caldo soya
tripticaseina (CST, BD BIOXON®) se incubaron por 18 h a 35 + 2 °C, sin agitacién, en
una incubadora Imperial IV Lab-line Instrument, Inc. De los tubos con crecimiento
bacteriano se tomaron 100 pL para la induccién de resistencia al antibiotico Kanamicina
(SIGMA-ALDRICH®) A, referido solo como Kanamicina (Km) por mutaciéon espontanea
como se describe a continuacion. La Kanamicina es un antibiético producido por
Streptomyces kanamycetus, del grupo de los aminoglucésidos, de amplio espectro,
bactericida, y activo sobre bacterias Gram positiva, Gram negativa y Mycobacterium. El
contar con cepas con resistencia a éste antibiotico permitio cuantificar y dar seguimiento
del tamafio de la poblacion de Salmonella in vivo del presente estudio en nopal verdura

fresco.
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5.4. Induccion de resistencia a Kanamicina

Cien pL de cada una de las suspensiones de las cepas N4, N14, N16 y Sal4 de
Salmonella se depositaron por separado en tubos de ensaye con 5 mL de CST
adicionados con 12.5 pg/mL de Km e incubados por 22 h sin agitacion a 25 = 2 °C.
Posteriormente de los tubos con crecimiento se tomaron 100 pL y se depositaron en
nuevos tubos con 5 mL de CST adicionados con 25 pg/mL de Km e incubaron sin
agitacion a 29 = 2 °C por 22 h. Transcurrida la incubacion se tomaron 100 pL de
suspension bacteriana y se depositaron en nuevos tubos de ensaye con 5 mL de CST
adicionados con 50 pug/mL de Km e incubaron por 18 h sin agitacion a 32 + 2 °C.
Simultdneamente, conforme se iba avanzando en la generacion de resistencia, se
prepard una coleccion de cepas de Salmonella (“cultivos stock”) con resistencia a 12.5,
25 y 50 pg/mL de Km (Km'25 Km?> y Km0, respectivamente). Para esto de cada tubo
con crecimiento en CST+Km se tomaron 600 pL y se depositaron por separado en
microtubos SARSTEDT® de 2 mL con 400 uL de glicerol al 50 % (p/p). Todos los “cultivos
stock” se almacenaron a -20 °C, pero solamente los cultivos con resistencia Km®° se

utilizaron para preparar el inéculo de Salmonella.

5.5. Preparacion de indculo de Salmonella

El in6culo de Salmonella consisti6 de una mezcla preparada a partes iguales con
suspensiones bacterianas con 8.6 Logio UFC/mL de las cepas N4, N14, N16 y Sal4. Para
preparar esta mezcla se procedié como se describe brevemente a continuacion. Con la
ayuda de un asa estéril se transfirié por separado suspension bacteriana de cada uno de
los “cultivos stock” Km®® a cajas Petri con medio agar soya tripticaseina (AST, BD

BIOXON®) adicionado con Km® (AST+ Km®%). Después de 72 h de crecimiento, las
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células bacterianas se resuspendieron en agua peptonada amortiguada (APA, DIFCO™)
estéril al 0.1 % y se ajusto el nivel de indculo a 8.6 Logio UFC/mL adicionando mas masa
bacteriana o diluyendo con APA al 0.1 %. El nivel de inéculo se determiné por densidad
Optica a 560 nm en un espectrofotometro (Génesis ® UV, Thermo Spectromic)
considerando una lectura de 0.520 de absorbancia equivalente a 8.6 Logio UFC/mL,
previamente establecida (Landa et al., 2013). Una vez ajustado el nivel de indculo, de
cada cepa se tomaron 2 mL de suspension bacteriana, se depositaron en un solo tubo
de ensaye esterilizado y se agitd por unos segundos en un agitador vortex (MIXER ®)

para formar la mezcla bacteriana.

5.6. Inoculacion de cladodios con Salmonella

Inmediatamente después de preparar la mezcla con las cepas N4, N14, N16 y Sal4 de
Salmonella se procedié a la inoculacion de los cladodios. Para esto se seleccionaron 24
cladodios frescos, con caracteristicas de nopalitos, cortados ese mismo dia, previamente

lavados, desespinados y secados como se describié anteriormente.

En el centro de cada cladodio se delimité superficialmente una seccion (‘rodaja”) de 4.5
cm de diametro (5 g de peso, aproximadamente) y en el centro de esa seccion del
cladodio se depositaron 100 yL de mezcla bacteriana (8.6 Logio UFC/mL) o 100 pL de
APA 0.1 % (Figura 5.3). En total se inocularon 21 cladodios con mezcla de cepas de
Salmonella y tres cladodios con APA al 0.1 %. Después de la inoculacion los cladodios
se mantuvieron en una camara de bioseguridad clase Il (Thermo forma) a temperatura
ambiente (22 + 2 °C en promedio) por 18 h para permitir el secado del in6culo y la

adherencia de las células bacterianas al tejido. (Figura 5.4)
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Figura 5.3. Descripcion grafica de la seccion delimitada para la aplicacién del inoculo y
distribucion del mismo. El indculo (100 L) consistié de una mezcla de cuatro cepas de

Salmonella enterica.

Figura 5.4. Aplicacion de mezcla bacteriana en nopal verdura en camara de bioseguridad

clase Il (Thermo forma).

5.7. Sanitizantes

En total se probé el efecto de cinco sanitizantes: tres extractos (acetonico, acuoso y
metandlico) de jamaica (Hibiscus sabdariffa variedad criolla de Oaxaca), una mezcla de
vinagre blanco de alcohol de cafia (La Costefia®) y jugo de limén (Citrus latifolia Tanaka)

1:1 (v/v) y una solucién de acido lactico (FERMONT® 85 %) al 1.5 % (Cuadro 5.1)
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Cuadro 5.1. Relacion de tratamientos aplicado al nopal verdura fresco sin espinas.

# Tratamiento Tratamiento* Concentracion pH* Tiempo

min

Con Salmonella Km3°t

T1 Acido lactico 1.5 % 2.2 10

T2 Extracto metandlico de calices 1.0% 2.1 10
de jamaica

T3 Extracto aceténico de calices 1.0% 2.1 10
de jamaica

T4 Extracto acuoso de calices de 1.0% 2.5 10
jamaica

T5 Mezcla de vinagre + jugo de 1:1 (viv) 2.3 10
limén

T6 Agua destilada estéril 6.5 10

T7 Sin  sanitizante ni  agua

destilada estéril

Sin Salmonella Km?*°

T8 Sin  sanitizante ni  agua
destilada estéril

18.6 Logio UFC/mL
¥Los sanitizantes o agua destilada estéril se aplicaron por inmersion en el tiempo indicado.
*Potenciémetro portable HANNA Instruments, modelo 213 HI 98230.

Los extractos de jamaica los proporcioné el Dr. Javier Castro Rosas, Profesor-
Investigador de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, del Area Académica de
Quimica Microbiologia e Inocuidad Alimentaria. Originalmente los extractos de jamaica
se prepararon con la finalidad de desinfectar zanahoria (Daucus carota) y cilantro
(Coriandrum sativum) contaminados con Salmonella. En el Anexo 2 se da mayor
informacion del contenido de cada extracto de jamaica. El vinagre blanco y los limones

se adquirieron en un centro comercial de Texcoco y la mezcla se preparé minutos antes

28



del tratamiento. El vinagre blanco de alcohol de cafia (La Costefia®) contiene agua,
vinagre de alcohol de cafa al 5 % de acidez, y metabisulfito de sodio como conservador.
En México el vinagre blanco se utiliza para preparar vinagretas o para marinar carnes.
La solucion de acido lactico se prepard también al momento de su utilizacién. Para esto
se diluy6é un volumen de acido (FERMONT ® 85 %) en un volumen de agua destilada

estéril para tener la solucion al 1.5 % de concentracion final.

Los valores de pH registrados por cada sanitizante y el agua destilada estéril se indican
en el Cuadro 5.1. La lectura de pH se determin6 en un volumen de 100 mL de sanitizante
o de agua destilada estéril con un potenciometro portable, marca HANNA Instruments

(pH/°C meter with GCP; Modelo 213 HI 98230, Rumania)

5.8. Tratamiento de cladodios

Transcurridas 18 h después de la inoculacion con la mezcla de cepas de Salmonella o
con APA al 0.1 %, se procedi6 a aplicar los tratamientos (Cuadro 5.1). Para esto de cada
cladodio se extrajo (cortd) la rodaja donde se aplico el inéculo y se sumergio
individualmente en un recipiente de plastico de 100 mL (Bosco® México) con 45 mL de
solucién sanitizante (tratamientos T1 a T5) o agua destilada estéril (tratamiento T6) por
10 min. Inmediatamente después, cada rodaja se transfirié a un nuevo recipiente con 45
mL de agua destilada estéril para enjuagar el tejido tratado y detener la reaccion del
tratamiento. El volumen de sanitizante o agua destilada usado fue suficiente para cubrir
la rodaja completa de tejido. Entre cada tratamiento y repeticion, el sacabocado y las
pinzas utilizadas se sumergieron en alcohol absoluto y pasaron por la flama de un
mechero con alcohol para su esterilizacion. Por cada tratamiento se establecieron dos

repeticiones; cada repeticion consto de una rodaja de cladodio.

29



5.9. Evaluacion microbiana

Para evaluar el efecto de los tratamientos con sanitizante en la poblacion de Salmonella,
se procesaron primero los tres cladodios inoculados con APA 0.1 % (T8, testigo),
después los tres cladodios restantes inoculados con Salmonella (T7, testigo), seguidos
de los cladodios del tratamiento T6 (testigo) (Cuadro 5.1) como se describe a
continuacion. Cabe sefialar que los tratamientos T7 y T8 se incluyeron como referencia
para determinar el efecto del tejido de nopal y del proceso de extraccion en el numero
total de células de Salmonella y para detectar la presencia natural de células de

Salmonella resistentes a Km en los cladodios de nopal, respectivamente.

Inmediatamente después del tratamiento, cada rodaja de tejido se colocd en una bolsa
de plastico Ziploc® (17.7 x 19.5 cm) con 45 mL de APA al 0.1%, y se macer6 en un
Stomacher (SEWARD ® 400 circulator) a 300 unidades g por 120 s. Previamente las
bolsas de plastico se habian esterilizado con luz UV por 30 min. De cada macerado de
tejido se tomaron dos voliumenes: un volumen de 100 uL para siembra directa en agar
entérico Hektoen (BD BIOXON®) adicionado con Km®° (AEH-Km®%) y otro de 1000 L
para hacer diluciones seriales. De cada dilucién se tomaron 100 uL y se depositaron en
una caja Petri con AEH-Km®°, Todas las cajas sembradas se mantuvieron a 33 + 2 °C
por 72 h'y después de la incubacion se examinaron para determinar y cuantificar colonias

presuntivas de Salmonella (Colonias con centro oscuro y halo transparente) (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Colonias tipicas de Salmonella en Agar entérico Hektoen con Km®® de 72 h de

crecimiento. La flecha indica colonia tipica con centro oscuro y halo transparente.

5.10. Efecto del sanitizante en el color del nopal verdura

Con la finalidad de determinar el efecto del tratamiento en el color del cladodio se registro
el color del tejido antes y después de aplicar cada tratamiento con sanitizante o con agua
destilada estéril (testigo) con un colorimetro HunterLab, MiniScan™ (serie 5348, modelo
XE Plus No. 45/ O-L USA). El sistema de clasificacion de color Hunter se basa en evaluar
las variables L*, a* y b*; donde L* indica el indice de oscurecimiento o luminosidad, a* el
color rojo y b* el amarillo. Los valores de L* varian de 0 a 100 donde un valor de 0 indica

blanco y el de 100 negro (McGuire, 1992; Carvajal et al., 2011).

5.11. Andlisis estadistico

Se realizé un analisis de correlacion entre las variables peso, longitu y pH. En el analisis
estadistico para la evaluacién de carga microbiana se realizé una regresién de Poisson
y la comparacion de efectos de tratamientos (p<0.05); también se usé la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis para conocer la existencia de diferencias significativas en
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el pH de las variedades; y un andlisis de varianza para un disefio estadistico
completamente al azar y prueba de comparacion de medias Tukey (p<0.05) para conocer
el efecto de los sanitizantes en el color de los cladodios de nopal. Para todos los analisis
se empleo el software estadistico R x64 3.4.1. Los datos de carga microbiana empleados
en el analisis estadistico para conocer diferencias entre tratamientos fueron analizados
en UFC posteriormente las medias de las en los tratamientos y variedades se

trasformaron en Logio UFC/mL.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. pHy caracteristicas fisicas

Valores similares de pH se registraron en la parte inferior, media o superior de los
cladodios de Atlixco, Copena V1, Milpa alta y Villanueva, cosechados durante el otofio
de 2017. Los valores de la media de pH oscilaron entre 4.1 a 4.4 (Cuadro 6.1). Cuando
el pH se determinoé Unicamente en la parte media del cladodio se observaron diferencias
en los valores de las variedades de nopal verdura cosechadas durante el 2018. En ese
afo los cladodios registraron valores de pH entre 4.1 y 5.3 (Cuadro 6.2). Los resultados
anteriores coinciden parcialmente con los reportados por Aguilar et al. (2007) quienes
registraron valores de 4.28 para Atlixco, 4.33 para Copena V1, 4.1 para Milpa alta y

4.42 para Villanueva.

El pH de los cladodios de nopal se ve afectado por diversos factores. En un estudio
realizado por Betancourt et al. (2006) se sefiala que el pH esta relacionado con la
variedad y el tamafio del cladodio. Nopalitos de 14, 17 y 22 cm registraron valores de pH
entre 4.05 a 4.55 con el valor mas alto registrado en los cladodios de 17 cm de largo.
Similarmente Barazarte et al. (2017) indicaron que el pH se ve afectado
significativamente por la edad del cladodio. Estos investigadores reportaron que
cladodios de Opuntia ficus-indica de 1 a 4 meses, cosechados antes de las 10:00 h,
registraron pH mas alto (promedio de 4.52) que los de 5 a 8 meses (promedio 4.08). Los

estudios anteriores concuerdan parcialmente con lo reportado en esta investigacion.
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Cuadro 6.1. Valores comparativos de pH de tejido de cladodios evaluados de las
variedades Atlixco, Copena V1, Milpa alta y Villanueva. Los cladodios se obtuvieron de

plantas crecidas en invernadero durante la estacion de otofio de 2017.

Variedad / cladodio pHT en posicién del cladodio Media de pH por cladodio

Inferior Media Superior

Atlixco
1 4.1 4.2 4.3 4.2
2 4.1 4.1 4.2 4.1
3 4.1 4.1 4.1 4.1
4 4.4 4.3 4.1 4.2
5 3.9 3.9 3.9 3.9
6 4.1 4.0 4.1 4.1
7 4.3 4.3 4.1 4.2
Media posicién 4.1 4.1 4.1 4.1
Copena Vvl
1 4.6 4.3 4.5 4.4
2 4.2 4.1 4.4 4.2
3 4.0 4.0 4.1 4.0
Media posicion 4.3 4.1 4.3 4.2
Milpa alta
1 4.3 4.2 4.2 4.2
2 4.1 4.0 4.0 4.0
3 4.0 4.0 4.1 4.0
Media posicién 4.1 4.1 4.1 4.1
Villanueva
1 4.4 4.3 4.3 4.4
2 4.3 4.4 4.5 4.4
3 4.4 4.2 4.0 4.2
4 4.4 4.3 4.6 4.4
5 4.4 4.3 4.3 4.4
Media posicién 4.4 4.3 4.3 4.3

tValores determinados con un medidor portatil Mettler Toledo, SevenGo™ pH.
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Por otra parte, Flores et al. (2004) concluyeron que el pH en los cladodios depende de la
hora de la cosecha debido al metabolismo de las cactaceas, en el cual los valores se
incrementan a medida que aumentan las horas del dia. Alvarado et al. (2016) sefalan
que el tipo de suelo donde se produce el nopal verdura también tiene un efecto directo
en los valores de pH de los nopalitos ya que se encontr6 que cladodios de plantas
cultivadas con composta y estiércol fresco muestran un pH menor (4.7) que los de plantas

sin composta y regadas con agua de pozo (pH 5.1).

Las caracteristicas de longitud y peso de los cladodios de las cuatro variedades de nopal
verdura aqui estudiadas tienen sus diferencias y particularidades. La variedad Atlixco
presento el mayor peso mientras que Copena V1 y Villanueva el menor. Atlixco presentd
cladodios de longitud entre 16.5 y 20 cm con peso de 124 g como maximo y 78 g como
minimo, en comparacion con las variedades Copena V1, Milpa alta y Villanueva que con
el mismo rango de longitud alcanzaron un peso maximo de 80.5, 87.0 y 94.0 g y un peso

minimo de 55.0, 58.5y 61.5 g, respectivamente (Cuadro 6.2).

Estos resultados concuerdan con lo descrito por Apodaca et al. (2016) quienes, en un
estudio de descripcion de los cladodios de Atlixco, Copena F1, Copena V1 y Villanueva
de O. ficus-indica encontraron que los cladodios de Copena V1 eran discoides y con
pocas espinas. Estos autores mencionan que los cladodios de Milpa alta y Atlixco de la
misma edad al corte presentan longitudes similares. Atlixco y Copena V1 en el estudio
resultaron ser variedades con el mayor y el menor peso respectivamente. El grosor de

los cladodios de Copena V1 fue mayor y el de los de Milpa alta fue el menor.
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Cuadro 6.2. Valores minimo, maximo y promedio de variables fisicas y pH de cladodios de

variedades de nopal verdura después de la cosecha.

Variable

Variedad* Longitud (cm) Peso (g) pH?

min. max. media® min. méax. media min. max. media

Atlixco 16,5 200 186 78.0 1240 100.1 42 51 4.5ab
CopenaVl 155 200 175 550 805 682 46 53 4.9a
Milpa alta 16,5 200 180 515 870 756 41 42 4.2bc

Villanueva 17.0 20 18.0 615 94.0 95.0 4.0 4.3 4.1c

¥ Cosechada durante el verano-otofio (Atlixco), otofio (Copena V1) y primavera (Milpa
alta y Villanueva).

T Del centro del cladodio estimado con medidor portatil Mettler Toledo, Seven GO™ pH.
SRepresenta la media de 12 repeticiones.

El analisis de correlacion entre longitud y pH o peso y pH de los cladodios, de las
variedades Atlixco, Copena V1, Milpa alta y Villanueva de nopal verdura, mostré que no

existen correlaciones altas entre esas variables (Cuadro 6.3).

Cuadro 6.3. Andlisis de correlacion de longitud, peso y pH de los cladodios de las variedades

Atlixco, Copena V1, Milpa alta y Villanueva de nopal verdura, crecidas en invernadero.

Longitud Peso pH
Longitud 1.08 0.6 0.1
Peso 0.6 1.0 0.3
pH 0.1 0.3 1.0

S8Valor cercano a 1.0 indica alta correlacion positiva entre variables.
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6.2. Efecto microbicida de sanitizantes en nopal verdura fresco

A continuacion, se describen los resultados obtenidos de la evaluacion de la efectividad
de los extractos metandlico (T2), acetdnico (T3) y acuoso (T4) de jamaica, del acido
lactico al 1.5 % (T1) y de la mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v) (T5) para eliminar
a Salmonella enterica en cladodios de las variedades Atlixco, Copena V1, Milpa alta y

Villanueva de nopal verdura, sin espinas, tratados por inmersion.

6.2.1. Variedad Atlixco

Los sanitizantes evaluados redujeron la poblacion de la mezcla de los serotipos S.
Typhimurium y S. Javiana, resistentes a Km® (Figura 6.1). Los extractos T2, T3y T4 de
jamaica disminuyeron entre 1.8 y 2.1 Logio UFC/mL la poblacion bacteriana, siendo el T3
extracto acetonico de jamaica el de mayor efecto. Sin embargo, de todos los sanitizantes
utilizados en este ensayo el T1 acido lactico al 1.5 % fue el que mayor reduccion tuvo en
la poblacién de Salmonella entérica (2.2 Logio UFC/mL). El testigo T7 sin sanitizante ni
agua destilada estéril se diferencio estadisticamente del testigo T6 agua destilada estéril
el cual se distinguié del grupo de sanitizantes (Cuadro 6.4). Entre los extractos T2
metandlico, T3 acetdnico y T4 acuoso de jamaica (1 %), el T1 &cido lacticoal 1.5% y T5
mezcla de vinagre y jugo de limoéon 1:1 (v/v) no existieron diferencias significativas
(P<0.05). En la Figura 6.1 se ilustra el nimero de colonias de Salmonella recuperadas

en AEH-Km®°, después del tratamiento.
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Cuadro 6.4. Poblacion de Salmonella enterica’ en cladodios de nopal variedad Atlixco tratados

por inmersion.

Tratamiento

Poblacion# Reduccion
Logio
UFC/mL Logio
UFC/mL

Con Salmonella Km?%

T7

T6

T2

T5

T4

T3

T1

Sin sanitizante ni agua destilada estéril
Agua destilada estéril

Extracto metandlico de jamaica 1.0%
Mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v)
Extracto acuoso de jamaica 1.0 %
Extracto acetonico de jamaica 1.0 %

Acido lactico 1.5 %

Sin Salmonella Km>3°

T8

Sin sanitizante ni agua destilada estéril

17250.0 a 4.2

10400.0 b 4.0 0.2
250.0c 24 1.8
250.0c 24 1.8
166.7 c 2.2 2.0
1333 ¢ 2.1 2.1
100.0c 2.0 2.2

0.0c

TJaviana N4, N14 y Typhimurium N16, Sal4. Inéculo inicial: 8.6 Logio UFC/mL.
*Los valores representan la media de dos experimentos establecidos por variedad;
cada experimento constd de tres repeticiones (tres cladodios) por tratamiento.
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Extractos
jamaica

Vlnagre + limon  Ac. lactico

‘ 1%

Figura 6.1. Efectividad de tratamientos en la poblacién de Salmonella en variedad Atlixco de

Agua

Numerosas UFC

nopal verdura sin espina. Los niumeros y letras en rojo indican las UFC desarrolladas en AEH-

Km®° por caja.

6.2.2. Variedad Copena V1
En la variedad Copena V1 el T2 extracto metandlico de jamaica y T5 mezcla de vinagre
y jugo de limén 1:1 (v/v) obtuvieron el mejor efecto en la reduccion de la poblaciéon de
Salmonella (2.4 Logio UFC/mL), seguido del T3 extracto acetdnico de jamaica (2.1 Logio
UFC/mL), T1 acido lactico al 1.5 % (1.8 Logio UFC/mL) y el T4 extracto acuoso de
jamaica (1.6 Logio UFC/mL). La comparacion de efectos de tratamientos mostré que el
testigo T7 sin sanitizante ni agua destilada estéril se diferenci6 del testigo T6 con agua
destilada estéril y a su vez este ultimo se distinguié de los dos grupos conformados por
los sanitizantes (Cuadro 6.5). En la Figura 6.2 se ilustran las colonias de Salmonella

desarrolladas en AEH-Km®°, después del tratamiento.
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Cuadro 6.5. Poblacion de Salmonella enterica’ en cladodios de nopal variedad Copena V1

tratados por inmersion.

Poblacién# Reduccién
Tratamiento Logio
UFC/mL Logio
UFC/mL
Con Salmonella Km>°
T7 Sin sanitizante ni agua destilada estéril 17800.0 a 4.3
T6 Agua destilada estéril 11700.0 b 4.1 0.2
T4 Extracto acuoso de jamaica 1.0 % 483.3 C 2.7 1.6
T1 Acido lactico 1.5 % 350.0¢c 2.5 1.8
T3 Extracto aceténico de jamaica 1.0 % 150.0d 2.2 2.1
T2 Extracto metandlico de jamaica 1.0 % 83.3d 1.9 2.4
T5 Mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v) 83.3d 1.9 2.4
Sin Salmonella Km>°
T8 Sin sanitizante ni agua destilada estéril 1.0d

TJaviana N4, N14 y Typhimurium N16, Sal4. In6culo inicial: 8.6 Logio UFC/mL.

*Los valores representan la media de dos experimentos establecidos por variedad:;

cada experimento constd de tres repeticiones (tres cladodios) por tratamiento.
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Extractos
jamaica

Sin Salmonella Ac. lactico

Sin tratamiento

Vinagre + limén

tratamiento Agua

Numerosas UFC

Figura 6.2. Efectividad de tratamientos en la poblacion de Salmonella en variedad Copena V1
de nopal verdura sin espinas. Los nimeros y letras en rojo indican las UFC desarrolladas en
AEH-Km®° por caja.

6.2.3. Variedad Milpa alta
El tratamiento T5 mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v) y el T4 extracto acuoso de
jamaica fueron los sanitizantes con el mayor (2.9 Logio UFC/mL) y menor (1.9 Logio
UFC/mL) efecto inhibitorio de la poblacion de Salmonella enterica en los cladodios de
nopal verdura de la variedad Milpa alta después del tratamiento. Los extractos T3
acetonico y T2 metandlico de jamaica y el T1 acido lactico al 1.5 % resultaron en

reduccion de 2.1 a 2.7 Logio UFC/mL en la poblacion de Salmonella (Cuadro 6.6).

El testigo T7 con Salmonella, sin sanitizante ni agua destilada estéril fue diferente
(P<0.05) del testigo T6 con Salmonella con agua destilada estéril. T6 a su vez se
distinguié del grupo de sanitizantes, esto de acuerdo con la prueba de comparacion de
efectos de tratamientos. En la Figura 6.3 se ilustran las colonias de Salmonella

desarrolladas en AEH-Km®°, después del tratamiento.
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Cuadro 6.6. Poblacion de Salmonella enterica’ en cladodios de nopal variedad Milpa alta

tratados por inmersion.

Poblacion# Reduccion
Tratamiento Logio
UFC/mL Logio
UFC/mL
Con Salmonella Km*°
T7 Sin sanitizante y ni agua destilada estéril 14600.0 a 4.2
T6 Agua destilada estéril 3716.7 b 3.6 0.6
T4 Extracto acuoso de jamaica 1.0 % 183.3¢c 2.3 1.9
T1 Acido lactico 1.5 % 116.7 ¢ 2.1 2.1
T3 Extracto acetdnico de jamaica 1.0 % 83.3¢c 1.9 2.3
T2 Extracto metandlico de jamaica 1.0 % 33.3¢c 1.5 2.7
T5 Mezcla de vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v) 16.7 c 1.2 2.9
Sin Salmonella Km>°
T8 Sin sanitizante ni agua destilada estéril 0.0c

TJaviana N4, N14 y Typhimurium N16, Sal4. Inéculo inicial: 8.6 Logio UFC/mL
*Los valores representan la media de dos experimentos establecidos por variedad;

cada experimento constd de tres repeticiones (tres cladodios) por tratamiento.

42



Extractos
jamaica

Sin Salmonella /iratamiento Vinagre + limén  Ac. lactico
Sin tratamient 1:1 1%

—~

Numerosas UFC

Figura 6.3. Efectividad de tratamientos en la poblacion de Salmonella en variedad Milpa alta de
nopal verdura sin espina. Los niumeros y letras en rojo indican las UFC desarrolladas en AEH-
Km®° por caja.

6.2.4. Variedad Villanueva
La mayor reduccion de la poblacién de Salmonella (4.3 Logio UFC/mL) en la variedad de
nopal Villanueva se registr6 con el T5 mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 (v/v); y la
menor con el T3 extracto aceténico de jamaica (2.5 Logio UFC/mL). La prueba de
comparacién de medias de efectos de tratamientos del ensayo de sanitizacion de los
cladodios, de ésta variedad, separ6 tres grupos diferentes (Cuadro 6.7). El nimero de
colonias de Salmonella fue minimo, menor al intervalo cuantificable de 14 UFC, segun la

NOM-210-SSA1-2014, con los tratamientos con sanitizante (Figura 6.4).
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Cuadro 6.7. Poblacion de Salmonella enterica’ en cladodios de nopal variedad Villanueva

tratados por inmersion.

Poblacién# Reduccion
Logio
Tratamiento
UFC/mL UFC/m Logio
L
Con Salmonella Km>°
T7 Sin sanitizante ni agua destilada estéril 18733.3 a 4.3
T6 Agua destilada estéril 11883.3 b 4.1 0.2
T3 Extracto acetdnico de jamaica 1.0 % 66.67 c 1.8 2.5
T1 Acido lactico 1.5 % 50.0 ¢ 1.7 2.6
T4 Extracto acuoso de jamaica 1.0 % 33.3c 15 2.8
T2 Extracto metandlico de jamaica 1.0 % 16.7c 1.2 3.1
T5 Mezcla de vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v) 0.00c 4.3
Sin Salmonella Km>°
T8 Sin sanitizante ni agua destilada estéril 0.0c

TJaviana N4, N14 y Typhimurium N16, Sal4. Indculo inicial: 8.6 Logio UFC/mL.
*Los valores representan la media de dos experimentos establecidos por variedad; cada

experimento consto de tres repeticiones (tres cladodios) por tratamiento.
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Extractos
jamaica

Sin tratamiento/ tratamiento : Vinagre + limén
: 1:1

Numerosas UFC /

Figura 6.4. Efectividad de tratamientos en la poblacion de Salmonella en variedad

Villanueva de nopal verdura sin espina. Los nameros y letras en rojo indican las UFC
desarrolladas en AEH-Km® por caja.

6.3. Efecto microbicida de sanitizantes en variedades de nopal verdura

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que los extractos T2 metandlico,
T3 acetdnico y T4 acuoso de célices de jamaica, el T1 acido lactico al 1.5 % y T5 mezcla
de vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v) tuvieron efecto microbicida significativo (P<0.05) en

los cladodios de nopal verdura fresco sin espinas (Cuadro 6.8).

La poblacion de Salmonella conformada por la mezcla de S. Javiana (cepas N4y N14) y
S. Typhimurium (cepas N16 y Sal4), resistentes a Km®°, registré reduccion significativa
(P<0.05) entre 2.1 y 2.8 Logio UFC/mL en promedio, después de que los cladodios,
inoculados con la bacteria, se trataron con los sanitizantes (Cuadros 6.8 y 6.9). Es decir,
después de la inmersion del tejido de los cladodios en los tratamientos T1 a T5 con

sanitizante resulté en la recuperacion de 2.0 Logio, en promedio, en la poblacién de
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Salmonella, en comparacion a las recuperadas con los controles T6 con agua destilada
estéril y T7 sin sanitizante ni agua destilada estéril, 3.9 Logioy 4.2 Log10, respectivamente

(Cuadro 6.8).

Aunque se registr6 menor poblacion promedio de Salmonella con los tratamientos T2
extracto metandlico de jamaica y T5 mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v), no se

observaron diferencias (P<0.05) entre los tratamientos con sanitizante (Cuadro 6.8).

Por otra parte, cuando se comparo el efecto de la interaccion sanitizante-variedad de
nopal verdura fresco en la poblacién de Salmonella se encontré que, con excepciéon de
Copena V1, todos tuvieron el mismo efecto microbicida en las variedades Atlixco, Milpa
alta y Villanueva de nopal verdura fresco sin espinas (Cuadros 6.4, 6.6 y 6.7). Es decir,
en esas variedades de nopal no se registraron diferencias (P<0.05) entre tratamientos
con sanitizante. Sin embargo, en Copena V1 los tratamientos T2 extracto metandlico y
T3 extracto acetdnico de jamaica y T5 mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v)
resultaron diferentes (P<0.05) a los tratamientos T1 &cido lactico al 1.5 % y T4 extracto
acuoso de jamaica (Cuadro 6.5). Al comparar el efecto microbicida de los sanitizantes
por variedad se encontr6 que la mayor reduccién en la poblacion la registraron las
variedades Milpa alta y Villanueva con 2.4y 3.7 Logio de UFC/mL, en promedio (Cuadro

6.9).

Lo anteriormente descrito indica que S. Javiana (cepas N4 y N14) y S. Typhimurium
(cepas N16 y Sal4) fueron sensibles a los extractos acetonico, acuoso y metandlico de
jamaica, acido lactico al 1.5 % y mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 (v/v) en nopal

verdura fresco sin espinas contaminado con la bacteria.
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Cuadro 6.8. Comparacion de la poblacion de Salmonella’ recuperada y del efecto del tratamiento por variedad de nopal.

Tratamiento pH Variedad / pH / Logi0 UFC/mL* Promedio
(T T  Atlixco CopenaVl Milpaalta Villanueva T
4.5 4.9 4.2 4.1

T1 Acido lactico 1.5 % 2.2 2.0 2.5 2.1 1.7 2.1+0.3c¥
T2 Extracto metandlico de jamaica 1.0 % 2.1 2.4 1.9 15 1.2 1.8+0.5¢c
T3 Extracto aceténico de jamaica 1.0 % 2.1 2.1 2.2 1.9 1.8 2.0£0.2c
T4  Extracto acuoso de jamaica 1.0 % 2.5 2.2 2.7 2.3 15 2.2+0.5c
T5 Mezcla de vinagre y jugo de limén 1:1 (viv) 2.3 2.4 1.9 1.2 - 1.8+0.6¢c
T6 Agua destilada estéril 6.5 4.0 4.1 3.6 4.1 3.9+0.2b
T7 Sin sanitizante ni agua destilada estéril 4.2 4.3 4.2 4.3 4.2+0.05a
Promedio poblacion variedad 2.8+0.9a8 2.8t1.0a 2.4+£0.8b 2.4+1.4a

TS. Javiana (cepas N4 y N14) y S.Thyphimurium (cepas N16 y Sal4). Inéculo inicial: 8.6 Logio UFC/mL

*Promedio de dos experimentos; cada uno con tres repeticiones.

- Sin valor, sin registro de células de Salmonella en AEH-Km>°. SPromedio de 12 repeticiones.

8 Letras iguales en la fila o columna no son estadisticamente diferentes (Comparacién de efectos de tratamiento , 0.05)
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Cuadro 6.9. Comparacion del efecto de la interaccion sanitizante-variedad de nopal verdura en la reduccién de la poblacion de

Salmonella’.
Tratamiento pH¥ Variedad / pH / Reduccion Logio* Reduccion
(T Atlixco CopenaV1l Milpaalta Villanueva Promedio
Concentracion
T
4.5ab* 4.9a 4.2bc 4.1c
T1 Acido lactico 1.5 % 2.2 2.2 1.8 2.1 2.6 2.240.3
T2 Extracto metanolico de Jamaica 1.0% 2.1 1.8 2.4 2.7 3.1 2.5+0.6
T3 Extracto acetonico de Jamaica 1.0% 2.1 2.1 2.1 2.3 2.5 2.2+0.2
T4 Extracto acuoso de Jamaica 1.0% 2.5 2.0 1.6 1.9 2.8 2.1+0.5
T5 Mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 (vIv) 2.3 1.8 2.4 2.9 4.3 2.8+1.0
Promedio poblacion variedad 2.0£0.3c® 2.1+0.2c 2.4+0.3b 3.0+0.3a 2.4

TJaviana N4, N14 y Typhimurium N16, Sal4. Inéculo inicial: 8.6 Logzo.

*Los valores representan la reduccion promedio en la poblacién respecto a la poblaciéon promedio (4.2 Log1o) registrada
en el control T7 sin sanitizante ni agua destilada estéril.
¥Media de pH de 12 repeticiones, Medias con letras iguales en la fila no son estadisticamente diferentes (Kruskal wallis,

0.05)

SMedias con letras iguales en la fila no son estadisticamente diferentes (Comparacion de efectos de tratamiento, 0.05)
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En la variedad Milpa alta, se recuperd la menor poblacién de Salmonella enterica
(2.4 Logio UFC/mL), en comparacion a lo registrado en las variedades Atlixco,
Villanueva y Copena V1 (Cuadro 6.8). Es posible que la reduccion significativa
(P<0.05) en la poblacién en Milpa alta y la reduccion de la poblacion en la variedad
Villanueva estén relacionadas con el pH del tejido (4.2 y 4.1), respectivamente
(Cuadros 6.2 y 6.9). Alfaro (2019) reporté que el pH afecta la viabilidad de las
bacterias. En Salmonella la inhibicion completa de la poblacion ocurre a pH 3.8y a
pH 4.0 la bacteria (S. Typhimurium) puede sobrevivir durante largos periodos de
tiempo (Rychlik y Barrow, 2005; Andino y Hanning, 2015). Sin embargo, para que
ocurra lo anterior la bacteria debi6 de haberse adaptado primero a un pH é&cido
moderado (de 4 a 5) antes de exponerse a un pH menor a 4.0. Esto debido a la
capacidad que tiene Salmonella de activar el complejo “respuesta de tolerancia al
acido” (ATR por sus siglas en ingles) que aumenta el potencial de sobrevivencia en
pH extremadamente bajo. En este estudio, aparentemente, la bacteria tuvo
oportunidad de adaptarse al pH del tejido durante las 18 h que transcurrieron
después de la inoculacion y tolerar posteriormente los tratamientos con los
sanitizantes 4cidos (pH de 2.1 a 2.5) aplicados al nopal verdura (Cuadros 6.8, 6.9).
Aparentemente el pH del tejido no tuvo un efecto significativo (P<0.05) en la
reduccion de la poblacion de Salmonella en las variedades de nopal verdura
(Cuadros 6.8, 6.9). Esto se sustenta en que la poblacion recuperada de las
variedades Atlixco y Copena V1, con pH de 4.5y 4.9, respectivamente, fue similar

estadisticamente (P<0.05) a la de Villanueva con pH de 4.1.
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Otros factores probablemente también involucrados en la reduccion de la poblacion
de Salmonella, ademas de los sanitizantes, son los compuestos organicos en el
tejido del nopal, como el mucilago. Los compuestos organicos forman cubiertas o
matrices que impiden el contacto microorganismo-sanitizante, o se combinan con el
agente activo formando compuestos inertes o con efectividad menor (Vignoli, 2006).
Pefa et al. (2012) reportaron que el contenido de mucilago en la variedad Atlixco es
mayor que en las variedades Copena V1 y Milpa alta. Lo anterior puede ser una
posible explicacién de por qué en la variedad Atlixco se tuvo la menor reduccién de
la poblacion de Salmonella (2.0 Logio UFC/mL) respecto a lo registrado en Copena
V1 y Milpa alta (Cuadro 6.9). Asevaracion que concuerda con lo descrito por
Hernadndez y Landa (2016) quienes sefialaron que el mucilago (heteropolisacarido
soluble en agua) pudo haber afectado la actividad de los santizantes Microdin®,
Citrik Agro®, acido lactico (1.5 x 10* ppm) e hipoclorito de sodio (150 ppm) en la
eliminacién de Salmonella enterica en la variedad Milpa alta de nopal verdura fresco

sin espinas.

Cabe sefalar que el mucilago contiene proporciones variables de los azucares L-
arabinosa, D-galactosa, L-ramnosa. D-xilosa. Estos azlcares son utilizados como
fuente de carbono por Salmonella entérica. La composicion del mucilago y la
concentracion de los carbohidratos que lo constituyen, difiere entre variedades de
nopal (Corrales, 2011). Las diferencias de recuperacion de UFC en este estudio
pueden estar relacionadas a la disponibilidad y cantidad de los azlicares contenidos

en las variedades aqui analizadas.
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Otro factor posiblemente también relacionado con el tamafio de la poblacién
recuperada de Salmonella, después del tratamiento, es el contenido de pectina en
los cladodios de nopal verdura. Noel et al. (2011) indican que la disponibilidad de
oligdmeros, producto de la degradacion de la pectina por otros microorganismos,
pueden ser una fuente importante de carbono para la poblacién de Salmonella. Al
respecto Lopez et al. (2012) y Pefa et al. (2012) sefialaron que los cladodios de
Milpa alta y Copena V1 registraron menor contenido de pectina, en contraste a
Villanueva y Atlixco. En este estudio Milpa alta registré la menor recuperacion de
UFC con respecto a Villanueva y Atlixco (Cuadro 6.8). Sin embargo, al comparar los
valores de tamafio de la poblacién, registrados con el tratamiento T7 sin sanitizante
ni agua destilada estéril entre variedades, se encontraron diferencias (P<0.05) entre

ellos.

Posiblemente estas diferencias, asi como las pequefas diferencias observadas
entre tratamientos con sanitizante (T1 a T5) se deban a la interaccion especifica
entre la bacteria y la variedad y entre el tratamiento y el complejo de las
caracteristicas fisicas y quimicas del tejido de la variedad de nopal verdura, pero no

al contenido de pectina.

En el analisis estadistico donde se contrastaron los sanitizantes, la regresion de
Poisson y la prueba de comparacion de efectos de tratamientos, encontraron y
diferenciaron estadisticamente tres grupos con los tratamientos. El primer grupo fue
el testigo T7 sin sanitizante ni agua destilada estéril en el que se registraron
numerosas colonias (4.2 Logio UFC/mL) de Salmonella. ElI segundo grupo

constituido por el testigo T6 agua destilada estéril también con numerosas colonias
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(3.9 Logio UFC/mL); y el tercer grupo, compuesto por los tratamientos con los
sanitizantes T1 a T5, donde no existieron diferencias significativas (P<0.05). El
tratamiento T3 extracto acetdnico de jamaica y el tratamiento T5 mezcla de vinagre
y jugo de limén 1:1 (v/v) fueron los de mayor efecto microbicida de la poblacion
bacteriana (2.2 Logio UFC/mL) seguido de los tratamientos T2 extracto metandlico
de jamaica (2.1 Logio UFC/mL), T1 &cido lactico al 1.5 % (2.0 Logio UFC/mL) y T4
extracto acuoso de jamaica (0.9 Logio UFC/mL). Es importante mencionar que no
se detectaron colonias sospechosas de Salmonella en AHE-Km®® en el tratamiento
T8 sin Salmonella, sin sanitizante ni agua destilada estéril (Cuadros 6.4, 6.5, 6.6 y
6.7) como se esperaba. Lo anterior indica que los cladodios producidos en el
invernadero y utilizados para este estudio estaban libres de Salmonella. Este
resultado también sugiere que durante el proceso de inoculacion, incubacién y

tratamiento de los cladodios no ocurrié contaminacién entre tratamientos.

Los resultados obtenidos con el tratamiento T1 &cido lactico al 1.5 % confirman lo
reportado previamente por Hernandez y Landa (2016) sobre la actividad
antimicrobiana de este sanitizante. Estas investigadoras registraron reducciéon de
2.2 Logio UFC/mL, en promedio, en la poblacion de una mezcla preparada con las
cepas N4y Sal4, de S. Typhimurium, y N7 de S. Javiana, en cladodios de la variedad
Milpa alta sin espinas, tratados durante 10 min por inmersion. Cabe sefialar que la
cepa N7 al igual que las cepas N4, N14 y N16, probadas en este estudio, también

se aisl6 de nopal verdura fresco (Hernandez y Landa, 2009).

Por otra parte, el efecto de los tratamientos con los extractos T2 metandlico, T3

acetonico y T4 acuoso de jamaica, en la reduccion de la poblacion de Salmonella
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en nopal verdura fresco sin espinas fue similar al obtenido por Gutiérrez et al. (2016)
y Rangel et al. (2017) cuando probaron esos tratamientos en zanahoria y cilantro,
respectivamente. Estos investigadores reportaron reduccién de 2.0 y 2.5, en
promedio, en la poblacién de una mezcla de los serotipos S. Montevideo, S. Typhi
y S. Typhimurium (resistentes a multiples antibioticos) en rodajas de zanahoria y
hojas de cilantro inoculadas artificialmente con la mezcla y tratadas por 5 min con
dichos extractos. Actualmente se atribuye la actividad microbicida de los extractos
de jamaica a compuestos biolégicamente activos tales como el 4cido protocatecuico

y antocianinas (Liu et al., 2005).

En contraste, los resultados obtenidos con el tratamiento T5 mezcla de vinagre y
jugo de limoén 1:1 (v/v) difieren parcialmente de los obtenidos por Sengun et al.
(2004). De acuerdo a estos autores, la mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v)
ocasiond reduccién en una poblacién de cepas de S. Typhimurium en zanahoria,
inoculada artificialmente con la bacteria, a nivel indetectable después de 30 min de
tratamiento. Aunque en este estudio el tratamiento T5 ocasion6 la mayor reduccion
en la poblacién (2.8 Logio UFC/mL, en promedio) en comparacion a los sanitizantes
T1 a T4, en las variedades Atlixco, Copena V1 y Milpa alta se recuperaron algunas
colonias de Salmonella (Cuadro 6.8). Posiblemente esta diferencia se deba al
tiempo de tratamiento y al tejido tratado; 10 min en tejido de nopal con secrecion de
mucilago en contraste a 30 min en tejido de zanahoria sin secrecién de materia

organica.

Diversos autores como Hernandez y Landa (2016), Pfunter (2017) y Vignoli, (2006)

indican que factores como el contenido de materia organica, el nivel de pH, la
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concentracion del producto y la temperatura, entre otros, interfieren en la efectividad
de los sanitizantes. Asi mismo la concentracién, las mezclas y los tiempos de
exposicion afectan la actividad microbicida del sanitizante. Al respecto Sagong et
al. (2011) sefalaron que la eficacia del acido citrico en hojas de lechuga inoculadas
con S. Typhimurium aumenté conforme se incremento la concentracién del acido
alcanzandose reduccion de 2.03 Logio UFC/g en la poblacién bacteriana a los 10

min.

Otros investigadores como Al-Rousan et al. (2018) observaron que las mezclas de
sanitizantes tienen mayor efectividad que los sanitizantes probados por separado.
Estos investigadores reportaron que las mezclas de acido acético al 0.4 % y acido
citrico al 0.3 % y la mezcla de acido acético al 0.4 % y acido citrico al 1 % fueron
mas efectiva en reducir una poblacién de S. Typhimurium a niveles no detectables
que los acidos probados por separado, en un estudio para tratamiento de una
ensalada conocida como “tabulé”, inoculada artificialmente con la bacteria. Dichas
mezclas fueron igualmente efectivas tanto a 4, 10 y 21°C de almacenamiento. La
ensalada “tabulé” es una ensalada oriunda de Siria y Libano preparada a base de

vegetales frescos.

En este estudio, con excepcion de Villanueva, en todas las variedades se
recuperaron algunas células de Salmonella enterica después del tratamiento con T5
mezcla de vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v) por 10 min. Un incremento en el tiempo
de inmersién con T5 podria ser efectivo para eliminar o reducir la poblacién a niveles
no detectables de la bacteria, pero se tendria que evaluar primero el efecto de dicho

incremento en el color del tejido para no comprometer la calidad del producto.
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6.4. Efecto microbicida de sanitizantes en variedades de nopal verdura

Con excepcién del tratamiento T5 mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v), los
tratamientos con los sanitizantes no afectaron significativamente (P < 0.05) la
luminosidad o el indice de oscurecimiento del cladodio de nopal verdura durante el
tiempo que estuvo en contacto el tejido con el sanitizante. Es decir, la inmersién por
10 min del tejido de los cladodios en los tratamientos T1 a T4 con sanitizante no
afecto significativamente (P < 0.05) la luminosidad del tejido en comparacion con la
luminosidad registrada en el control T6 agua destilada estéril (Figura 6.5). En
contraste el tratamiento T5 mezcla de vinagre y jugo de limoéon 1:1 (v/v) afectd
significativamente (P < 0.05) la luminosidad del tejido en comparacion con la
luminosidad registrada con los tratamientos con sanitizante T1 a T4 y con el testigo

T6 (Figura 6.5).

La superficie del tejido de los cladodios tratados con la mezcla de vinagre y jugo de
limén 1:1 (v/v) por 10 min se observé con aspecto blanquecino (Figuras 6.6, 6.7, 6.8
y 6.9). Sagong et al. (2011) y Ramos et al. (2013) sefalan la importancia de
considerar el tiempo de tratamiento con sanitizantes para los productos
hortofruticolas. Tiempos prolongados de sanitizacion (por ejemplo, de 20 min)
pueden afectar negativamente la calidad del producto, como lo es el color, la textura
y el sabor. En este estudio el problema de afectacidén del color del tejido con T5 se
podria superar si se reduce el tiempo de exposicion o bien se prueben otras
concentraciones de la mezcla vinagre y jugo de limén sin afectar su efectividad

microbicida. La mezcla vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v) resultd ser un sanitizante
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natural, practico y de facil preparacion para el tratamiento de los cladodios de nopal

verdura.
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Figura 6.5 Luminosidad del tejido de nopal verdura después del tratamiento con sanitizante
0 agua destilada. Las barras refieren la media de la diferencia (+ D.E) de los valores de L*
en tejido de nopal verdura antes y después de la aplicacion de &cido lactico al 1.5 % (T1),
de los extractos metandlico (T2), acetonico (T3) y acuoso (T4) de jamaica, mezcla de
vinagre y jugo de limoén 1:1(v/v) (T5) y agua destilada estéril (T6). Letra distinta sobre barra

indica diferencias (P < 0.05).
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Color antes de tratamiento

Color después de tratamiento

T

Figura 6.6. Efecto de los tratamientos &cido lactico al 1.5 % (T1), extractos metandlico
(T2), acetodnico (T3) y acuoso (T4) de jamaica, mezcla de vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v)
(T5) y agua destilada (T6) en el color del tejido de nopal verdura variedad Atlixco.
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Color antes de tratamiento

Color después de tratamiento

Figura 6.7. Efecto de los tratamientos acido lactico al 1.5 % (T1), extractos metandlico (T2),
acetonico (T3) y acuoso (T4) de jamaica, mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 (v/v) (T5) y
agua destilada (T6) en el color del tejido de nopal verdura variedad Copena V1.
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Color antes de tratamiento

Color después de tratamiento

T

Figura 6.8. Efecto de los tratamientos acido lactico al 1.5 % (T1), extractos metandlico (T2),
acetonico (T3) y acuoso (T4) de jamaica, mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 (v/v) (T5) y
agua destilada (T6) en el color del tejido de nopal verdura variedad Milpa alta.
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Color antes de tratamiento

Color después de tratamiento

T

Figura 6.9. Efecto de los tratamientos acido lactico al 1.5 % (T1), extractos metandlico (T2),
acetonico (T3) y acuoso (T4) de jamaica, mezcla de vinagre blanco y limén 1:1 (v/v) (T5) y
agua destilada (T6) en el color del tejido de nopal verdura variedad Villanueva.
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7. CONCLUSIONES

1. Las soluciones antimicrobianas de los tres extractos a base de célices de
jamaica (metandlico, acetonico y acuoso al 1 %), la solucion del &cido lactico
al 1.5 % y la de la mezcla de vinagre y jugo de limoén 1:1 (v/v) resultaron
efectivas para eliminar a Salmonella enterica subespecie enterica
(Salmonella) de nopal verdura fresco sin espinas.

2. Las soluciones antimicrobianas anteriores resultaron efectivas para eliminar
a Salmonella en las variedades Atlixco, Copena V1, Milpa alta y Villanueva
de nopal verdura fresco sin espinas, artificialmente inoculadas con una
mezcla de los serotipos Javiana y Typhimurium de Salmonella.

3. Con excepcion de la mezcla de vinagre y jugo de limén 1:1 (v/v), las
soluciones no afectaron el color del tejido de las variedades de nopal verdura
fresco sin espinas cuando se aplicaron por inmersion durante 10 min.

4. La mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v) afectd el color del tejido. La
luminosidad del tejido vari6 después de la aplicacion del tratamiento,
existiendo diferencia (P < 0.05) entre la mezcla de vinagre y jugo de limon
con respecto al resto de los tratamientos. La superficie del tejido de los
cladodios tratados se observé con aspecto blanquecino.

5. Los sanitizantes a base de célices de jamaica al 1 %, la solucion del &cido
lactico al 1.5 % y la mezcla de vinagre y jugo de limon 1:1 (v/v) podrian ser
una alternativa para la inocuidad microbiana del nopal verdura fresco sin

espinas.
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Anexo A: Medios
Agar Entérico Hektoen (AEH, BD BIOXON®) con Kanamicina (Km)
Disolver 76 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar agitando
frecuentemente y hervir hasta obtener disoluciébn completa del medio. Enfriar a 45
°C. Vaciar en cajas Petri estériles y agregar 1000 uL de solucion stock de Km (50
pg/mL) (ver abajo preparacion), agitar y vaciar en cajas Petri estériles.
Agar Soya Tripticaseina (AST, BD BIOXON®) con Kanamicina
Hidratar y disolver de 10 a 15 min 40 g del medio en un litro de agua destilada.
Calentar agitando frecuentemente y hervir por un min para que se disuelva.
Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presién) por 15 min. Enfriar a 45 °C y
agregar 1000 pL de solucién stock de Km (50 ug/mL), agitar y vaciar en cajas Petri
estériles.
Agua Peptonada Buferada a 0.1 % (DIFCO™)
Suspender 0.2 g de Agua Peptonada amortiguada (APA, Difco®) en 1 L de agua
destilada. Mezclar bien y esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.
Caldo Soya Tripticaseina (CST, BD BIOXON®)
Suspender 30 g del medio en un litro de agua destilada. Dejar reposar 5 min.
Calentar con agitacion frecuente y llevar a ebullicién hasta disolver completamente.
Distribuir en tubos de ensaye y esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de
presion) por 15 min.
Preparacion de Solucion Stock de Km (SIGMA-ALDRICH®)
Para preparar una solucion stock de Km a 50 mg/mL, adicionar 250 mg del
antibiotico a 5 mL de agua destilada estéril y mezclar en un vaso de precipitado de

10 mL, previamente esterilizado. Filtrar la solucion de Km a través de un filtro
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Millipore® estéril. Utilizar portafiltro (previamente esterilizado) y jeringa estéril y
recuperar la solucion filtrada de Km (V1) en tubos STARTED® de 2 mL.
Preparacion de CST con Diferente Concentracién de Km

En tubos de ensaye con 5 mL de CST se deposita el volumen V1 correspondiente
a la concentracion a preparar; es decir, 12.5, 25 o 50 pg/mL. El V1 correspondiente
se obtiene con la siguiente ecuacion:

C1V1=C2V2

a) Primera serie de tubos con CST + 12.5 pg/mL de Km

\1=0258a/mDE000M) _q o5y
50000ug/mL

b) Segunda serie de tubos con CST + 25 pg/mL de Km

Vl:(ZSug/mL)(SOOOp.L)ZZ-50 P-L
50000pg/mL

c) Tercera serie de tubos con CST + 50 pg/mL de Km

Vl:(SOug/mL)(SOOOp.L)ZS-O P-L
50000pg/mL

Preservacion de Cepas de Salmonella en Glicerol (ALTA PUREZA®)

Crecer una colonia en tubos con 5 mL de CST suplementados con 50 pg/mL de Km
(Km®?) sin agitacion a 37 °C por 18 h. Después de la incubacion tomar 600 pL de
suspension bacteriana y depositarlos en tubos STARTED® con 400 uL de glicerol

al 50 % (p/p), previamente esterilizado. Almacenar las suspensiones a -20°C.
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Anexo B: Composicién de los extractos a base de céliz de jamaicat

» Extracto acuoso
-Extracto acuoso de calices de jamaica (1%), acido acético (0.5 %), hipoclorito de
sodio (100 mg/L) y polisorbato 80 (2%).
Solicitud de patente: MX/a/2013/014626

» Extracto aceténico
Extracto acetonico de célices de jamaica (1%), acido acético (0.5 %), hipoclorito de
sodio (100 mg/L) y polisorbato 80 (2%).
Solicitud de patente: MX/a/2013/014627

» Extracto metandlico
Extracto metandlico de calices de jamaica (1%), acido acético (0.5 %), hipoclorito
de sodio (100 mg/L) y polisorbato 80 (2%).
Solicitud de patente: MX/a/2013/014628
*Proporcionados por el Dr. Javier Castro Rosas, Profesor-Investigador de la
Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, del Area Académica de Quimica
Microbiologia e Inocuidad Alimentaria durante el periodo de otofio 2017 a primavera

2018).
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Anexo C: Codigos de analisis estadisticos en el programa R.

Regresion de Poisson y comparacion de efectos de tratamientos bajo modelo
ajustado para el ensayo con sanitizantes y variedades de nopal verdura

dataSANITIZANTE=read.table("clipboard”, header=T)
ANARES= glm(UFC~Variedad, family="quasipoisson",data=dataSANITIZANTE)
anova(ANARES, test="Chisq")

Compal= Ismeans(ANARES,"Variedad")
Contrasts=list(Atlixco_vs_Copena = c(1, -1, 0, 0))
CATL_COP<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CATL_COP

Compal=Ismeans(ANARES,"Variedad")
Contrasts=list(Atlixco_vs_MilpaAlta = c(1, 0, -1, 0))
CATL_MAL<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CATL_MAL

Compal=Ismeans(ANARES,"Variedad")
Contrasts=list(Atlixco_vs_Villanueva = c(1, 0, 0, -1))
CATL_VIL<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CATL_VIL

Compal=Ismeans(ANARES,"Variedad")
Contrasts=list(Copena_vs_MilpaAlta = ¢(0, 1, -1, 0))
CCOP_MAL<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CCOP_MAL

Compal=Ismeans(ANARES,"Variedad")
Contrasts=list(Copena_vs_Villanueva = c(0, 1, 0, -1))
CCOP_VIL<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CCOP_VIL

Compal= Ismeans(ANARES,"Variedad")
Contrasts=list(MilpaAlta_vs_Villanueva = ¢(0, 0, 1, -1))
CMAL_VIL<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CMAL_VIL

ANARES= glm(UFC~Tratamiento, family="quasipoisson",data=dataSANITIZANTE)
anova(ANARES, test="Chisq")

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=listtACLAC _vs EXTMET=c(1, 0,0, 0, 0, -1, 0, 0))
CT1_CT2<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT1_CT2

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=list(tACLAC_vs EXTACET =¢(1, 0,0, -1,0, 0,0, 0))
CT1_CT3<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT1_CT3

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=list(tACLAC_vs EXTACU =¢(1,0,0,0, -1, 0,0, 0))
CT1_CT4<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT1_CT4

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
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Contrasts=list(tACLAC _vs _VIN _AGUA =¢(1,0,0,0,0,0,0, -1))
CT1_CT5<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT1_CT5

Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=list(tACLAC vs AGUA =c(1,-1,0,0,0,0, 0, 0))
CT1_CT6<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT1_CT6

Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=listtACLAC_vs CONSIN =¢(1,0,-1,0,0,0, 0, 0))
CT1_CT7<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT1_CT7

Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=IlisttACLAC_vs_SBYSA=c¢(1,0,0,0,0, 0, -1, 0))
CT1_CT8<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT1 _CT8

Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=listtAGUA_vs_CONSIN =¢(0, 1, -1, 0, 0, 0, 0, 0))
CT6_CT7<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT6_CT7

Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=listtAGUA_vs_EXTACET =¢(0, 1,0, -1, 0,0, 0, 0))
CT3_CT6<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT3_CT6

Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=IlisttAGUA_vs_EXTACU =¢(0, 1,0, 0, -1, 0, 0, 0))
CT4_CT6<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT4_CT6

Compal= Ismeans(ANARES," "Tratamiento")
Contrasts=IlisttAGUA_vs_EXTMET=¢c(0, 1,0, 0, 0, -1, 0, 0))
CT2_CT6<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT2_CT6

Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=Ilist(AGUA_vs_SBYSA=¢c(0, 1, 0,0, 0, 0, -1, 0))
CT6_CT8<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT6_CT8

Compal= Ismeans(ANARES," "Tratamiento")
Contrasts=listtAGUA_vs_VINAGUA=¢(0, 1,0,0,0, 0, 0, -1))
CT5_CT6<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT5_CT6

Compal=Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=Ilist(CONSIN_vs_EXTACET=c¢(0,0, 1, -1, 0,0, 0, 0))
CT3_CT7<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT3 CT7

Compal=Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=Ilist(CONSIN_vs_EXTACU=c¢c(0, 0, 1,0, -1, 0, 0, 0))
CT4_CT7<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT4 _CT7
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Compal= Ismeans(ANARES," "Tratamiento")
Contrasts=list(CONSIN_vs EXTACU=c(0, 0, 1,0, -1, 0, 0, 0))
CT4_CT7<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT4_CT7

Compal=Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=list(CONSIN_vs EXTMET=c¢(0, 0, 1, 0, 0, -1, 0, 0))
CT6_CT7<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT6_CT7

Compal=Ismeans(ANARES," "Tratamiento")
Contrasts=list(CONSIN_vs_SBYSA=¢(0, 0, 1, 0,0, 0, -1, 0))
CT7_CT8<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT7_CT8

Compal=Ismeans(ANARES, "Tratamiento")
Contrasts=list(CONSIN_vs_VINAGUA=¢(0,0,1,0,0,0, 0, -1))
CT5_CT7<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT5_CT7

Compal= Ismeans(ANARES," Tratamiento")
Contrasts=Ilist(EXTACET vs_EXTACU=¢(0, 0,0, 1, -1, 0, 0, 0))
CT3_CT4<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")

CT3 _CT4

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=Ilist(EXTACET _vs_EXTAMET=c(0, 0, 0, 1, 0, -1, 0, 0))
CT2_CT3<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT2_CT3

Compal= Ismeans(ANARES, " Tratamiento")
Contrasts=Ilist(EXTACET vs_SBYSA=c¢(0, 0,0, 1,0, 0, -1, 0))
CT3_CT8<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT3_CT8

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=Ilist(EXTACET _vs_VINAGUA=¢(0,0,0,1,0,0,0, -1))
CT3_CT5<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT3_CT5

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=list(EXTACU_vs_EXTAMET=c(0, 0, 0, 0, 1, -1, 0, 0))
CT2_CT4<- contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT2_CT4

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=list(EXTACU_vs_SBYSA=¢(0,0,0,0, 1,0, -1, 0))
CT4_CT8<-contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT4_CT8

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=list(EXTACU_vs_VINAGUA=¢(0,0,0,0, 1,0, 0, -1))
CT4_CT5<-contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
CT4_CT5

Compal= Ismeans(ANARES, Tratamiento")
Contrasts=Ilist(EXTAMET _vs_SBYSA=¢(0,0,0,0,0, 1, -1, 0))
CT2_CT8<-contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")
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CT2_CT8
Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")

Contrasts=Ilist(EXTAMET _vs_VINAGUA =¢(0,0,0,0,0, 1, 0, -1))
CT2_CT5<-contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")

CT2_CT5
Compal= Ismeans(ANARES, "Tratamiento")

Contrasts=Ilist(SBYSA_vs_VINAGUA =¢(0,0,0,0,0,0, 1, -1))
CT5_CT8<-contrast(Compal,Contrasts, adjust="sidak")

CT5_CT8

ANAVA 'y comparacion de medias Tukey paraluminosidad antes y después

de los tratamientos
datacolor=read.table("clipboard”, header=T)
attach(datacolor)
datacolor
modelcolor=aov(Luminosidad~Tratamiento)
shapiro.test(modelcolor$residuals)
bartlett.test(Luminosidad~Tratamiento)
Tluminosidad=sqgrt(Luminosidad)
data=cbind(Luminosidad, Tluminosidad)
data
modelcolorl=aov(Tluminosidad~Tratamiento)
shapiro.test(modelcolorl$residuals)
bartlett.test(Tluminosidad~Tratamiento)
summary(modelcolorl)
tukeylum=HSD.test(modelcolorl, Tratamiento")

tukeylum
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Prueba de Kruskal-Wallis para pH de los cladodios de las cuatro variedades
de nopal verdura

dataph=read.table("clipboard",header=T)
attach(dataph)

dataph
kruskal.test(pH~Variedad,dataph)
boxplot(pH~Variedad,data=dataph)
instalar paqueteria “Pgirmess”

kruskalmc(pH~Variedad,data=dataph)
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