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EXTRACCION DE FITOCOMPUESTOS DE CUATRO DIFERENTES
PLANTAS Y SU EFECTO COMO AGENTES ANTIMICROBIANQS in vitro Y
EN MANGO “Ataulfo” (Mangifera indica L.)

EDGAR REYES OREGON, MC.

COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2015

RESUMEN

En este trabajo se evalud el potencial de la actividad antimicrobiana in vitro del
aceite esencial de Juglans regia y Schinus molle, del extracto metandlico de Tagetes
erecta, y los extractos etandlico, metandlico, acetonico y de acetato de etilo de
Hibiscus sabdariffa, genotipos “Alma Blanca” y “Criolla de Oaxaca” sobre Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC 19115), Shigella
flexneri (ATCC 12022), Staphylococcus aureus (ATCC 89213) y Escherichia coli
0157:H7, mediante el Método Kirby-Bauer. Asi mismo, se comprobé la actividad
antimicrobiana sobre mango “Ataulfo” de los extractos etandlico, metandlico,
acetonico y de acetato de etilo de H. sabdariffa genotipos “Alma Blanca” y “Criolla de
Oaxaca” frente L. monocytogenes, E. coli y S. Typhimurium. Se formul6 un
sanitizante del cual se determiné su Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por
dilucion. El aceite esencial de Juglans regia y Schinus molle y el extracto metandlico
de Tagetes erecta no presentaron efecto contra ningin patégeno. Sin embargo, E.
coli fue més susceptible a los extractos acetonicos de los genotipos de H. sabdariffa
“‘Alma Blanca” (ABA) y “Criolla de Oaxaca” (COA), ya que mostraron halos de
inhibicion de 20.5 mm y 19.0 mm respectivamente. En las pruebas sobre mango
“Ataulfo”, el extracto etandlico de H. sabdariffa genotipo “Criolla de Oaxaca” tuvo
mayor efecto antimicrobiano contra S. Typhimurium reduciendo 4.17 Log UFC/cm?.
El sanitizante formulado logré reducir 4.45, 4.13 y 4.42 Log UFC/cm? contra S.
Typhimurium, E. coli y L. monocytogenes respectivamente. La CMI del sanitizante

fue de 0.1 mg/mL.




PHYTOCOMPOUNDS EXTRACTION FROM FOUR DIFERENT PLANTS
AND THEIR ANTIMICROBIAN EFECT /N VITRO AND "Ataulfo" MANGO
(Mangifera indica L.)

EDGAR REYES OREGON, MC.

COLEGIO DE POSTGRADUADOS, 2015

ABSTRACT

Potential of in vitro antimicrobial activity of essential oil of Juglans regia and Schinus
molle, the methanol extract of Tagetes erecta, and ethanol extracts, methanol,
acetone and evaluated ethyl acetate of Hibiscus sadbariffa genotipes “Alma Blanca”
and “Criolla de Oaxaca” over Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Listeria
monocytogenes (ATCC 19115), Sigella flexnieri (ATCC 12022), Staphylococcus
aureus (ATCC 89213) and Escherichia coli O157: H7 by the Kirby-Bauer method.
Likewise, the antimicrobial activity of ethanol, methanol, acetone and ethyl acetate
extracts of Hibiscus sadbariffa genotipes “Alma Blanca” and “Criolla de Oaxaca”
against L. monocytogenes, E. coli and S. Typhimurium in ‘Ataulfo’ mango was
determined. A disinfectant and its minimum inhibitory concentration (MIC) by dilution
was formulated. Essential oil of Juglans regia, Schinus molle and Tagetes erecta
methanol extract showed no effect against any pathogen. However, E. coli was more
susceptible to the compounds of the genotypes of H. sabdariffa “Alma Blanca” (ABA)
and “Criolla de Oaxaca” acetone (COA) as it showed 20.5 mm and 19.0 mm
inhibition halos, respectively. Assays on ‘Ataulfo’ mango, the H. sabdariffa ethanolic
extract genotype CO (COE) had greater antimicrobial effect against S. Typhimurium
reducing to 4.17 log CFU / cm?. The sanitizer formulated reduced to 4.45, 4.13 and
442 log CFU / cm2 against S. typhimurium, E. coli and L. monocytogenes
respectively. Sanitizer MIC was 0.1 mg/mL.




1. INTRODUCCION GENERAL

El mango es el cuarto producto fruticola mas producido en México después de la
naranja, el platano y el limén, con un volumen de produccion de 1, 451,890.39
toneladas y un valor de produccién de 4, 847,989.57 miles de pesos. (SIAP, 2014).
Durante 2013, el valor de las exportaciones de mango mexicano se incrementd 16
por ciento, las ventas internacionales realizadas a 22 destinos alcanzaron los 273
millones 491 mil délares, con un volumen de produccion de alrededor de 312.5 mil
toneladas, los principales destinos de exportacion son Estados Unidos, Canada,
Japon, Reino Unido y los Paises Bajos (SAGARPA, 2013).

El mango se produce en 23 estados, de los cuales, diez contribuyen con el noventa
y ocho por ciento del total de la produccién nacional; los principales Estados
productores son: Chiapas, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Sinaloa y
Veracruz (SIAP, 2014).Las principales variedades que México produce son: Kent,
Keitt, Tommy Atkins, Haden y Ataulfo (SAGARPA, 2013).

La calidad e inocuidad de los alimentos es uno de los aspectos cada vez mas
importantes y exigido por los consumidores (Lépez, S/A; Flint et al., 2005). Las
causas mas comunes de enfermedades ocasionadas por alimentos, se derivan por
la contaminacién microbiolégica, que pueden introducirse en la cadena alimentaria
en cualquier punto de la misma (Autio et al.,, 1999; Fonnesbech et al., 2001). El
problema de las enfermedades transmitidas por los alimentos no se limita al dafio
fisico que causan, si bien en algunas ocasiones puede ser fatal, sino también al
impacto socioecondmico negativo que conlleva implicitamente, por esto debe ser
considerado en un ambito de caracter social, tecnologico, econdémico, cultural y
politico (Kopper, et al., 2009).

El 24 y 29 de agosto del 2012 la Agencia Canadiense de Inspeccion de Alimentos de
Canada (CFIA por sus siglas en inglés) y la Agencia de Alimentos y Drogas (FDA
por sus siglas en ingles), respectivamente, sefalaron al mango mexicano
procedente de la empresa Agricola Daniela por una supuesta contaminacion de
Salmonella braenderup publicandola en la lista de alertas de importacion, negando el
ingreso de mangos provenientes de esta empacadora a EUA y Canada, derivado de
esto, los centros para el control y la prevencion de enfermedades informaron sobre

un brote de Salmonella braenderup que infecté a 105 personas en 16 estados de




EUA (CFIA, 2012; FDA, 2012). El Departamento de Salud Publica de California
rastred varias enfermedades del brote de la cepa de Salmonella braenderup a lo
largo de la cadena de abastecimiento hasta llegar a Agricola Daniella (FDA, 2012).
En la actualidad la salud y la vida de las personas dependen en gran parte de la
calidad nutricional de los alimentos que consumen diariamente, la cual a su vez
depende de la calidad higiénica y sanitaria a que éstos son sometidos en toda la
cadena productiva, desde el campo hasta la mesa del consumidor, debido a la
incidencia de enfermedades transmitidas por estos alimentos contaminados con
patégenos (Francis y O'Beirne, 1999;Cheng-Hsunet al.,2002;Bibek, 2005; Adams y
Moss, 2005; Kopper, et al.,, 2009). Las técnicas modernas como la trazabilidad
permiten poder recuperar la historia del alimento, su utilizaciéon y localizacion por
medio de los cbdigos de registros, lo que hace posible poder disponer rapidamente
de informacion sobre el mismo a lo largo de toda la cadena alimentaria (Kopper, et
al.,, 2009). Por lo tanto, es necesario implementar alternativas de soluciones
practicas que permitan a los productores, procesadores y distribuidores de
alimentos, utilizar métodos préacticos de facil interpretacion y aplicacion, ya sea para
prevenir o para corregir las principales causas que dan origen a la presencia de
enfermedades transmitidas por los alimentos (Kopper, et al., 2009). El interés de
conocer compuestos antimicrobianos de origen natural, es una de las alternativas
para asegurar la inocuidad de los alimentos (Morales-Cabrera, et al., 213).

Para reducir los riesgos de salud y las pérdidas econdémicas debidas a
microorganismos transmitidos por los alimentos, se podrian utilizar compuestos
antibacterianos naturales (Conner y Beuchat, 1984; Dorman y Deans, 2000).
Recientemente, especial atencidén se ha centrado en compuestos antimicrobianos de
origen vegetal (Jeevan, 2004). Existen mas de 1300 plantas conocidos por ser una
fuente potencial de agentes antimicrobianos, por lo tanto, un nimero considerable
de estudios han sido realizados en extractos de planta y aceites esenciales para
examinar su actividad antimicrobiana y su uso potencial en la conservacion de
alimentos (Brandi et al., 2006). Varias de estas moléculas que tienen actividad
antimicrobiana son sintetizados por la planta en respuesta a un ataque microbiano y
se pueden encontrar en los tallos, raices, hojas, cortezas, flores o frutos (Burt, 2004;
Brandi et al., .2006; Tajkarimi et al., 2010).




1.1. Objetivo general

Extraer fitocompuestos de cuatro especies vegetales y evaluar su potencial

como agente antimicrobiano in vitro y en mango “Ataulfo” (Mangifera indica L.).

1.1.1.1. Objetivos especificos

. Obtencidén de fitocompuestos de nogal (Juglans regia L.), cempasuchil (Tagetes
erecta L.), pirul (Schinus molle L.) y 2 genotipos de jamaica (Hibiscus sabdariffa

L:); "Alma Blanca" y "Criolla de Oaxaca" por diferentes métodos de extraccion.

. Evaluacion in vitro de la susceptibilidad bacteriana de los microorganismos
patégenos: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,

Salmonella Typhimurium y Shigella flexneri, frente a los extractos obtenidos.

. Determinar la actividad antimicrobiana en mango “Ataulfo” de los extractos que

presenten mayor rendimiento e inhibicién de bacterias in vitro.

. Formular un sanitizante con los extractos que disminuyan mayor carga
bacteriana en mango “Ataulfo” y determinar su Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI).
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CAPITULO .

EFECTO ANTIMICROBIANO in vitro DE FITOCOMPUESTOS SOLOS Y
EN COMBINACION OBTENIDOS POR DIVERSOS METODOS DE
EXTRACCION

1Reyes Oreg6n Edgar, 1Anaya Rosales Socorro, “Castro Rosas Javier, "Hernandez Morales Javier.

'Colegio de Postgraduados-Programa de Fitosanidad, Carretera México-Texcoco KM. 36.5,
Montecillo, Edo. de México.edgar.reyes@colpos.mx
“Centro de Investigaciones Quimicas, Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria, Universidad Auténoma
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RESUMEN

Se evalud el rendimiento de trece extractos, la influencia de diferentes solventes y
métodos de extraccidn en el potencial de la actividad antimicrobiana in vitro de
Juglans regia, Schinus molle, Tagetes erecta e Hibiscus sabdariffa genotipos "Alma
Blanca" y "Criolla de Oaxaca", extractos solos y en combinacion. La actividad
antimicrobiana se evalu6 sobre patégenos Gram positivos: Listeria monocytogenes
(ATCC 19115) y Staphylococcus aureus (ATCC 89213) asi como en Gram
negativos: Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Shigella flexneri (ATCC 12022),
y Escherichia coli O157:H7, mediante el método Kirby-Bauer. Asi mismo, se
midieron los pH de los extractos obtenidos. Los extractos de H. sabdariffa genotipos
"Criolla Oaxaca" y "Alma Blanca" extraidos con metanol obtuvieron rendimientos
mas altos en comparacion a los demas extractos (42% y 24% respectivamente). El
pH de los extractos fue de 1.53 a 7.44. Los extractos obtenidos con disolventes
organicos mostraron menor pH que los aceites esenciales. El extracto que mostro
mayor efecto inhibitorio fue "ABA" con 17.2 mm sobre el grupo de las Gram positivas
y 15.7 mm para las Gram negativas. Los extractos de las plantas S. molle, T. erecta
y J. regia no mostraron efecto inhibitorio contra ningin grupo de bacterias. La
combinacion mas efectiva fue la de COAE/COM, provocando halos de 21 mm, 20

mm y 20.3 mm para S. aureus, L. monocytogenes y S. flexneri, respectivamente.
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ABSTRACT

Yields of the extracts, the influence of different solvents and extraction methods were
evaluated in the potential of in vitro antimicrobial activity of Juglans regia, Schinus
molle, Tagetes erecta, and genotipes “Alma Blanca” and “Criolla de Oaxaca” of
Hibiscus sadbariffa; simple and combined extracts. The antimicrobial activity was
evaluated on Gram positive pathogens: Listeria monocytogenes (ATCC 19115) and
Staphylococcus aureus (ATCC 89213) as well as Gram negatives: Salmonella
Typhimurium ATCC 14028), Shigella flexnieri (ATCC 12022), and Escherichia coli
0157: H7, by Kirby-Bauer method. Thereby, pH of extracts obtained were measured.
Genotypes “Alma Blanca” and “Criolla de Oaxaca” methanol extracted of H.
sabdariffa obtained higher yields compared to other extracts (42% and 24%
respectively). The pH of the extracts were between 1.53 and 7.44. Extracts obtained
with organic dissolvents were lower pH than the essential oils. Higher inhibitory effect
was performed by ABA, in order to 17.2 mm for Gram positive group and 15.7 mm for
Gram negative group. Extracts of plants S. molle, T. erecta and J. regia showed no
inhibitory effect against any group of bacteria. Most effective combination was
COAE/COM, performing 21 mm, 20 mm and 20.3 mm inhibition halos for S. aureus,

L. monocytogenes and S. flexnieri, respectively.
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1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas se ha observado una tendencia creciente hacia el uso de
sustancias naturales en lugar de los sintéticos. Se sabe que las sustancias sintéticas
son mas complejos en comparacion con las sustancias naturales, por este motivo,
tardan mucho tiempo para que puedan completar sus ciclos naturales y volver a la
naturaleza; por tanto, causan contaminacion ambiental. (Tseng et al., 1998; Pulido et
al., 2000; Silva et al.,, 2004). Los extractos naturales provenientes de plantas
medicinales, ejercen una accidén antimicrobiana, por lo que en México se han hecho
investigaciones probando la efectividad de los extractos de varias plantas que se
encuentran en nuestro territorio, y han demostrado una actividad antimicrobiana
(Amaya-Gutiérrez et al., 2008).

La familia Anacardiaceae comprende unos 70 géneros y 600 especies, dentro de
estos se encuentra el pirul (S. molle), tiene usos tradicionales para aliviar malestares
estomacales y antidiarreicos, debido a la presencia de taninos y resinas (Duarte et
al, 2006). El "molle", fue el arbol sagrado de los Incas, quienes hacian la siembra y
riego, los plantaban en los contornos de sus palacios, templos y edificios publicos.
Desde la resina exudada del tronco se obtiene un caucho liquido que sirve para
embalsamar (Mendonca-Rocha et al., 2012). Hay varios informes de los aceites
esenciales de S. molle sobre su uso como insecticida (Chantraine et al., 1998) y
repelente de mosquitos (Wimalaratne et al., 1996). Alrededor del 60% de los aceites
esenciales tienen actividad anti fungica y el 35% tienen propiedades antibacterianas
(Silva, et al., 2010). Aunque la actividad antimicrobiana puede ser activado por un
anico compuesto quimico, por lo general parece resultar de una sinergia entre varios
productos quimicos en el extracto (Burt, 2004).

El género Juglans de familia Juglandaceae comprende varias especies y es
ampliamente dispersos por todo el mundo. El nogal (J. regia) es el arbol de nuez
mas extendido en el mundo (Pereira et al., 2008). Hay una gran diversidad de
genotipos que difieren en la silvicultura como: la productividad, la fisiologia y
quimicos de las nueces, (Martinez et al., 2010). La semilla de la nuez es un hueso
de alto interés econémico para la industria alimentaria y es mundialmente popular y
valorado por su nutricion, la salud y los atributos sensoriales (Martinez et al., 2010).
Muchas partes de las nueces verdes como conchas, hueso, semillas, corteza y hojas

se utilizan en la industria farmaceéutica y la belleza (Stampar et al., 2006; Pereira et
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al., 2007). Se ha evaluado el potencial antimicrobiano de los extractos acuoso del
follaje y la nuez, mostrando actividad antimicrobiana, sin embargo, la accion de cada
extracto es diferente segun el microorganismo ensayado (Gram positivas 0 Gram
Negativas), (Pereira et al., 2007; Pereira et al., 2008).

T. erecta es una planta ampliamente cultivada con potencial ornamental,
comunmente conocida como caléndula, es nativa de México y América del Sur,
naturalizado en otras partes de los trépicos y subtropicos e introducido a la India por
los portugueses (Janakiram y Rao, 1996). El aceite esencial de las partes aéreas de
T. erecta ha demostrado eficacia antimicrobiana contra varias cepas de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, y hongos (Grover y Rao, 1978; Garg y Dengre,
1986). Los extractos de las partes aéreas de T. erecta también han demostrado
actividad antimicrobiana significativa frente a varias cepas de bacterias y hongos
(Nanir y Kadu, 1987; Penna et al., 1994).

El género Hibiscus (Malvaceae) incluye mas de 300 especies de hierbas, arbustos o
arboles (Wang et al., 2012). Es comunmente conocido como roselle, hibiscus,
jamaica, sorrelo, red sorrel (ingles) y en Arabe, karkadeh (Ali et al., 2005; Ross,
2003). Hay dos variedades principales de H. sabdariffa, var. altissima, cultivado por
su fibra de yute y el segundo var. sabdariffa ha sido ampliamente utilizada como
medicamentos locales, en la India, Africa y México, las infusiones de las hojas o los
calices se utilizan tradicionalmente para uso diurético, colerético, febrifugo y efectos
hipotensores, disminuyendo la viscosidad de la sangre y estimulando la peristalsis
intestinal. También se recomienda como hipotensor en Senegal (Morton, 1987). Otro
de los usos mas reconocidos es el que reportan Liu, et al., (2005), de la inhibicion
con extracto de H. sabdariffa de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii resistente a meticilina. Los
extractos crudos de H. sabdariffa (200 mg/l) también mostraron efecto
antimicrobiano contra tres tipos de bacterias Gram negativas (Salmonella, Shigella y

Enterobacter) (Nwaiwu et al., 2012).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Origen de las muestras vegetales

Las muestras de material vegetativo de T. erecta, S. molle y J. regia, fueron
recolectadas en agosto de 2013en el predio “La Cruz”, Trinidad, Texcoco, Estado
de México.

Los ejemplares de los dos genotipos de calices de H. sabdariffa (“Alma blanca y
Criolla de Oaxaca"), se obtuvieron de la localidad de San Francisco Cozoaltepec,

Santa Maria Tonameca, Oaxaca, en noviembre del 2013.

2.2. Sitio experimental

La extraccion de compuestos se realizd en dos fases: la primera se llevo a
cabo en el laboratorio de fitoquimica del Colegio de Postgraduados, Texcoco,
México. En esta primer fase se obtuvieron los compuestos de T. erecta, S. molle
y J. regia.

La segunda fase se llevd a cabo en el laboratorio de fisicoquimica de la
Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH), México. Esta consistié en
la obtencién de fitocompuestos de los dos genotipos de H. sabdariffa y las
pruebas de susceptibilidad de los microorganismos patébgenos a los
fitocompuestos in vitro, se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia de

alimentos de la UAEH.

2.3. Obtencion de los Patégenos

Para las pruebas, se trabajé con cinco bacterias patdégenas: S. Typhimurium
(ATCC14028), L. monocytogenes (ATCC19115), S. flexneri (ATCC 12022), S.
aureus (ATCC 89213) y E. coli 0157:H7 (E09 donada por el Dr. E.F. Escartin de
la Universidad Autébnoma de Querétaro). Las bacterias utilizadas en los
experimentos fueron cepas resistentes a Rifampicina (R*) (Gruppolepetit, Italia)

(Castro-Rosas y Escartin, 2000).
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2.4. Activacion de los indculos

Las cepas de los microorganismos patdégenos se mantuvieron en refrigeracion
(4-7°C) en tubos inclinados con Agar para Métodos Estandar (AME) (Bioxon,
México), éstas cepas eran activadas en caldo de soya tripticaseina (CST)

(Bioxon, México) e incubadas a 37 °C/24 horas previo a cada estudio.

2.5. Extraccién de fitocompuestos
2.5.1. Extraccién de aceite esencial de Juglans regia

Para la obtencion del aceite esencial de nogal (J. regia), se utilizé el método
de hidrodestilacion (Fig. 1), para lo cual se maceraron 500g de material fresco
(hojas), posteriormente se colocé dentro de un matraz y se agregé agua
destilada hasta cubrir la muestra, mediante una parrilla eléctrica (Termolyne
Cimarec, U.S.A.) se proporcioné calor hasta provocar su ebullicion durante 3
horas aproximadamente. El aceite fue recolectado y separado de las particulas
de agua con diclorometano, posteriormente se evapord el diclorometano con
ayuda de rotavapor (Buchi R-205) a 45°C/100rpm. El extracto se guardé en un
frasco &mbar entre 4-6°C hasta su utilizacion.

Figura 1. Esquema general de un hidrodestilador de laboratorio
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2.5.2. Extraccion de aceite esencial de Schinus molle

El aceite esencial de pirul (S. molle), se obtuvo con el método de
hidrodestilacion, para lo cual se trituraron 500g de material foliar aéreo fresco
(hojas y frutos), se pusieron dentro de un matraz, después se agregd agua
destilada hasta cubrir la muestra, con ayuda de una parrilla eléctrica se
proporciono calor hasta provocar su ebullicion durante 3 horas aproximadamente.
Pasado este tiempo, el aceite fue recolectado y separado de las particulas de
agua con diclorometano, posteriormente este se evapor0 con ayuda de un
rotavapora 45°C/100 rpm. El extracto se guardd en un frasco &mbar entre 4-7 °C

hasta su utilizacion.

2.5.3. Extraccion de fitocompuestos de Tagetes erecta

De manera aséptica se pesaron 100g de cada parte seca y macerada de la

planta (hojas, raiz, flores y tallos) (Cuadro 1).

Cuadro 1 Listado de partes de la planta utilizados y su porcion.

Parte vegetal Peso (gr)
Flor 100
Hoja 100
Tallo 100
Raiz 100

Total 400

Se mezclaron homogéneamente las partes de la planta y se adicioné metanol:
agua en proporcion 3:1, hasta cubrir por completo la muestra. Posteriormente se
dejé reposar durante 3dias a temperatura ambiente con periodos de agitacion
cada 24 horas; al finalizar este tiempo se filtr6 la fase liquida y con ayuda de un
rotavaporador 45°C/100 rpm, se evaporo el metanol, concentrando de esta
manera la fase acuosa. Consecutivamente, para separar la fraccion acuosa de la
fraccion organica, se utiliz6 un embudo de separacién, adicionando
hexano:cloroformo (2:1). Finalmente se evaporaron el hexano y cloroformo, y el

extracto se dejo 24horas en una estufa a 40 °C para eliminar por completo los

17



residuos de los disolventes. El compuesto se guardé en un frasco ambar entre 4-

7 °C hasta su utilizacion.

2.5.4. Extraccién de fitocompuestos de Hibiscus sabdariffa

De cada genotipo de Jamaica ("alma blanca"” y "criolla de Oaxaca"), se
pesaron 25¢g de célices deshidratados y fueron colocados inmediatamente por
separado en frascos de vidrio estériles, a cada serie de dos frascos se agrego
etanol al 96% (Sigma-Aldrich, México), en otra serie de dos se adicion6é metanol
(Sigma-Aldrich, México), a otra serie acetato de etilo (Sigma-Aldrich, México), y
finalmente a otra serie acetona (Sigma-Aldrich, México). Se agregaron 400 mL de
cada disolvente. Los frascos fueron cerrados herméticamente y se almacenaron
en oscuridad a temperatura de laboratorio por siete dias, agitando los frascos en
forma manual una vez cada 24 horas. Al final de cada extraccion, la fase liquida
se filtré a vacio con papel Whatman® No.41 con tamafio del poro de 20-25 um.
Los extractos filtrados se concentraron en un rotavapor, y se dejaron 24horas en
una estufa a 40°C para eliminar por completo los residuos de los disolventes.
Finalmente los compuestos se guardaron en un frasco ambar entre 4-7 °C hasta

su utilizacion.

2.6. Preparacion de los extractos para su evaluacion

Todos los extractos de las diferentes plantas fueron mezclados con tween 80
(Sigma-Aldrich) al 20% en una relacion 1:10 (extracto-tween), previo a su
evaluacion. En el caso de las pruebas con mezcla de extractos fueron

preparados en proporciones 1:1:1 extracto-extracto-tween 80 al 20%.

2.7. Medicién de pH

Los pH de los fitocompuestos fueron medidos con un potenciémetro Orion
DUAL STAR™ en dilucion 1:10 p/v con tween 80 al 20%.
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2.8. Disefio experimental

Para la evaluaciéon de la actividad antimicrobiana in vitro se realizé mediante

un diseflo experimental completamente al azar con 32 tratamientos y tres

repeticiones por las cinco bacterias de estudio (Cuadro 2). Los resultados obtenidos

fueron analizados mediante un andlisis de varianza de una sola via (ANOVA)

comparando las medias con la prueba de Tukey, con un nivel de significancia de

p=0.05. Para esto se utilizé el programa estadistico SPSS version 16.0.

Cuadro 2. Lista de tratamientos utilizados en la evaluacién antimicrobiana in vitro.

Tratamiento Planta Parte dela Tipo de Clave
planta extraccion
1 Nogal Hojas Hidrodestilacion ~AEN
Nogal Hojas Hidrolato HN
3 Pirul Hojas y Hidrodestilacion AEP
Frutos
4 Pirul Hojas y Hidrolato HP
Frutos
5 Cempasuchil Hojas, Raiz, metanol: agua TEM
Flores y
Tallos
6 Criolla de Céliz Metanol COM
Oaxaca
7 Criolla de Céliz Etanol COE
Oaxaca
8 Criolla de Céliz Acetona COA
Oaxaca
9 Criolla de Caliz Acetato de etilo COAE
Oaxaca
10 Alma Blanca Cadliz Metanol ABM
11 Alma Blanca Cadliz Etanol ABE
12 Alma Blanca Cadliz Acetona ABA
13 Alma Blanca Caéliz Acetato de etilo  ABAE
14 Criolla de Caliz Metanol/Etanol
Oaxaca- COM/ABE
Alma Blanca
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29
30

31

32

Criolla de
Oaxaca-
Alma Blanca
Criolla de
Oaxaca-
Alma Blanca
Criolla de
Oaxaca-
Alma Blanca
Criolla de
Oaxaca
Criolla de
Oaxaca
Criolla de
Oaxaca
Criolla de
Oaxaca
Criolla de
Oaxaca
Criolla de
Oaxaca
Criolla de
Oaxaca

Alma Blanca

Alma Blanca

Alma Blanca

Alma Blanca

Alma Blanca

Alma Blanca

Alma Blanca

Tween 80 al
20%

Céliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Caliz

Céliz

Céliz

Céliz

Céliz

Céliz

Metanol/Acetona

Acetona

Etanol

Metanol/Etanol/

acetona

Metanol/Acetona

Etanol/Metanol

Etanol/Acetona

Acetato de
Etilo/Etanol
Acetato de
Etilo/Metanol
Acetato de
Etilo/Acetona
Metanol/Etanol/
Acetona

Metanol/Etanol

Metanol/Acetona

Acetato de
Etilo/Etanol
Etanol/Acetona
Acetato de
Etilo/Metanol
Acetato de

Etilo/Acetona

COM/ABA

COA/ABA

COE/ABE

COM/COE/COA

COM/COA

COE/COM

COE/COA

COAE/COE

COAE/COM

COAE/COA

ABM/ABE/ABA

ABM/ABE
ABM/ABA

ABAE/ABE

ABE/ABA

ABAE/ABM

ABAE/ABA

Tween
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2.9. Pruebas de susceptibilidad bacteriana mediante el Método
Kirby-Bauer

Las pruebas de efecto antimicrobiano fueron realizadas por el método de
difusién en agar usando discos de papel (método de Kirby-Bauer).
Sobre una placa de Agar Método Estandar (AME) (Bioxon, México), adicionada
con rifampicina (1mL/100mL de AME) (AME R"), se colocaron 100uL de
suspensién de inéculos con una concentraciéon aproximada 1x10° UFC/mL
previamente activado y con ayuda de una varilla de vidrio (forma de "L"), se
distribuy6é de forma homogénea sobre la placa, seguido a esto se colocaron
discos de papel filtro de aproximadamente 5 mm de diametro. Posteriormente se
adiciono 10uL de extracto diluido con tween 80 al 20% (1:9 p/v), para asegurar la
absorcion del extracto por el disco se dejéo 5 min en campana de flujo laminar,
posteriormente las placas fueron incubadas a 35°C/24 horas. Finalmente se
midieron los halos de inhibicién de los extractos que presentaron actividad.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencién de compuestos

Siguiendo la metodologia previamente descrita, se lograron obtener rendimientos
de 0.02% - 0.97% con el método de hidrodestilacién de S. molle y J. regia, y de
0.35% - 42% usando disolventes organicos de distintas polaridades de T. erecta, H.
sabdariffa genotipos "Alma Blanca" y "Criolla de Oaxaca" (Cuadro 3).

Vale la pena resaltar el rendimiento de la extraccion de H. sabdariffa genotipos
"Alma Blanca” y "Criolla de Oaxaca" con metanol, estos fueron de 42% vy
24%respectivamente siendo los mas altos, seguidos de la extraccion con etanol,
para los genotipos "Alma Blanca" y "Criolla de Oaxaca" los rendimientos fueron de
12% y 22% respectivamente. Mientras tanto, la obtencion de aceite esencial por
hidrodestilacion dio un rendimiento de 0.02% para J. regia y 0.37% para S. molle.
Rendimientos parecidos con caliz de H. sabdariffa son obtenidos realizando
infusiones a 55°C durante 2 horas para obtener 28.3% de extracto. (Alarcon et al.,
2012).

Se ha reportado que los extractos metandlicos de los calices H. sabdariffa tienen
menor efecto antimicrobiano contra una serie de bacterias en comparacion con
extractos etanolicos y acuosos, pero el extracto metanodlico fue mas eficaz contra
Streptococcus pneumoniae (Hatil and Moneer, 2006), lo que sugiere el estudio de
posibles combinaciones entre extractos entre especies con el fin de encontrar
posibles sinergismos y ampliar su espectro. Los resultados indican que el método de
extraccion es un factor importante a considerar para obtener altos rendimiento de los
compuestos secundarios de interés (Muthuvelan y Balaji, 2008).

La comparacion de los resultados de esta etapa con otros trabajos publicados
resulta dificil, debido a las distintas metodologias utilizadas y que gran parte de los
investigaciones se basan en extractos acuosos, y en este sentido pocas reportan los
rendimientos obtenidos con el uso de diferentes disolventes organicos o con el

método de hidrodestilacion.
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Cuadro 3. Lista de rendimientos obtenidos de cada planta estudiada

Planta Rendimiento
ABM 24%
ABE 22%
ABA 2.58%

ABAE 0.45%
COM 42%
COE 12%
COA 1.2%

COAE 0.35%
AEP 0.02%

HP 0.12%
TEM 0.42%
AEN 0.37%

HN 0.97%

3.2. Medicién de pH y su relacién con el efecto antimicrobiano

Los pH de los fitocompuestos fueron medidos en dilucion 1:10 p/v con tween 80
al 20%. Las mediciones de pH muestran que los compuestos de los calices de H.
sabdariffa obtenidos con solventes organicos son mas 4cidos, ya que se encontraron
en un rango de 1.53 - 2.41 siendo estadisticamente diferentes (a, < 0.05), de los
aceites esenciales de J. regia y S. molle que muestran pH de 6.42 y 7.44
respectivamente. El pH del extracto de "Criolla de Oaxaca" con acetato de etilo y
"Alma Blanca" aceténico arrojaron mediciones de 1.53 y 1.62 respectivamente,
siendo los pH de menor valor (Cuadro 4). Los valores de pH obtenidos para los
genotipos A. blanca y C. Oaxaca con etanol y metanol son similares a los reportados
por Morales-Cabrera et al., (2013), pero inferiores a los reportados por Fasoyiro et
al., (2005) y Prenesti et al., (2007) quienes reportan valores de 3.10 y 2.76 en
extractos metandlicos respectivamente. Ramirez-Rodriguez et al., (2011), reportaron
pH (2.45) similares a los COM de esta investigacion mediante la extraccion con agua
caliente de caliz de H. sabdariffa a 75° C durante 15 segundos. Los valores de pH
observados en los extractos acuosos por Salinas-Moreno et al., (2012) de jamaica

variaron de 2.4 a 2.65.
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Cuadro 4. Variacion de los pH de las diferentes plantas y los diferentes tipos de

extractos.

Planta pH
ABM 1.83+0.02?
ABE 1.73+0.02?
ABA 1.62+0.012

ABAE 1.74+0.02?
COM 2.41+0.01°
COE 1.73+0.012
COA 1.70+0.00?

COAE 1.53+0.012
AEP 6.42+0.01¢

HP 6.35+0.02¢
TEM 4.93+0.32°
AEN 7.44+0.02°

HN 7.20+0.00°

Medias con distinta letra entre filas son diferente estadisticamente (Tukey, < 0.05).

La acidez que presentan los extractos esta directamente relacionada con la cantidad
de acidos presentes, en la jamaica los dominantes son el oxalico y el succinico
(Fasoyiro et al., 2005), el acido citrico, ascorbico, malico y estearico (Hirunpanich et
al., 2005) y el acido hibiscus en sus formas libre y glucosada (Ramirez-Rodriguez et
al., 2011).El pH es un factor importante en los extractos de las plantas, ya que puede
favorecer directamente la eficacia de la actividad antimicrobiana, aunque también,
depende de factores tales como: el origen vegetal, el método dela extraccién de los
compuestos secundarios, concentracion de inoculo, la fase de crecimiento de la
planta, medio de cultivo utilizado, etc. (Brandi et al.,2006; Tajkarimi et al.,2010;
Salinas-Moreno et al., 2012). En este sentido, Abu-Tarboush (1994), ha estudiado la
relacion que existe entre el pH de los extractos de jamaica con su grado de
inhibicion que presentan, concluyendo que los bajos niveles de pH proporcionan las
condiciones iddneas para auto-eliminar ciertos componentes bacterianos que
necesitan un pH mayor para sobrevivir. Pero los estudios con mayor peso sugieren
gue son otros compuestos los responsables de la inhibicidn bacteriana presentes en

estos extractos, pero aun no se han confirmado con claridad, sin embargo, la
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presencia de estos inhibidores puede ser afectada por el pH (Morales-Cabrera et al.,
2013).

Las células adaptadas a pH &cidos pueden ocasionar disminucion de la poblacion
celular activa hasta tres logaritmos, ademas, de ser mas pequefias a diferencia de la

cepa original. (Mayorga-Reyes et al., 2009).

En el caso de E. coli O157:H7 Bautista (2011), no reporta crecimiento a pH 4.0 en
caldo de cultivo. El pH minimo de desarrollo es de 4.0 y 4.5, aunque depende de la
interaccidon con otros factores (temperatura, actividad de agua), (Montville y
Matthews, 2005).Aunque se ha observado una tolerancia excepcional de cepas de
E. coli 0157:H7 a valores de pH extremos (2 y 12), comportamiento mas notable a 4
°C que a 25 °C (Miller and Kaspar, 1994).

3.3. Pruebas de susceptibilidad bacteriana ante los extractos solos mediante
el método difusidn en agar usando discos de papel (Kirby-Bauer).

De los fitocompuestos obtenidos mediante los diferentes métodos de extraccién, en
general, solo los extractos crudos de célices de los dos genotipos de jamaica (A.
blanca y C. Oaxaca), mostraron efecto inhibitorio en los bioensayos frente a las
bacterias Gram negativas (E. coli, S. flexneri y S. Typhimurium) y Gram positivas(L.
monocytogenes, y S. aureus), mostrando diferencias significativas (a=0.05) entre
estos: Los extractos de ABM y COM fueron los que menor efecto tuvieron con
medias de halos de 5.7 mm y 7.7 mm respectivamente para las bacterias Gram
negativas y de 4.8 mm y 5.8 mm respectivamente para las Gram positivas, el
extracto que mostré mayor efecto inhibitorio fue ABA con 17.2 mm para el grupo de
las Gram positivasy15.7 mm para las Gram negativas. En contraste, los extractos de
las plantas S. molle, T. erecta y J. regia no mostraron efecto inhibitorio contra ningun
grupo de bacterias in vitro, por ello y su bajo rendimiento su estudio fue interrumpido
en las siguientes pruebas (Cuadro 5).

Cabe mencionar que en todas las pruebas se adicion6 rifampicina al medio de

cultivo (AME) para evitar la contaminacién de otros microorganismos.
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Cuadro 5.Lista de halos frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas

Gram negativas**

Gram positivas**

Tratamientos Halos.(mm) Halos.(mm)
ABM 5.7+2.8° 4.8+0.8°
ABE 9.6+0.7" 11.1+0.6°
ABA 15.7+2.6° 17.2+1.5¢

ABAE 11.5+0.4° 12.0+1.7°
COM 7.7+0.6%" 5.8+1.3%
COE 9.4+1.1° 12.1+0.5°
COA 14.742.2° 14.6+1.6°
COAE 14.7+1.5° 15.3+1.0°
AEP SIA* SIA*
HP SIA* SIA*
TEM SIA* SIA*
AEN SIA* SIA*
HN SIA* SIA*
Tween 80 S/IA* S/A*

Medias con distinta letra entre filas son diferente estadisticamente (Tukey, < 0.05).
*S/A: Sin actividad antimicrobiana.
**Gram negativas: E. coli, S. Typhimurium, S. flexneri

*Gram positivas: L. monocytogenes. S. aureus

Anteriormente se habia demostrado que el contenido natural de polifenoles entre
ellos los flavonoides, (3-O-glucosil-gosipetina), aislado de las flores de H. sabdariffa
posee una potente actividad antibacteriana contra E. coli, S. aureus, Bacillus
pumpilus, Pseudomonas aeruginosa, (Mounnissamy et al., 2002; Morales-Cabrera et
al., 2013; Borras-Linares et al., 2015). Hatil y Moneer (2006), reportan que las
especies de H. sabdariffa tienen un amplio espectro de actividad.

Generalmente las bacterias Gram negativas son menos susceptibles a los
antimicrobianos de origen vegetal porque tienen una membrana externa que rodea
la pared celular y restringe la difusion de compuestos hidrofobos. Sin embargo, esto
no significa que las bacterias Gram positivas son las mas susceptibles (Burt, 2004;
Stefanello et al., 2008). Asi mismo, existen estudios donde no se observa diferencias

significativa entre los grupos Gram positivos y Gram negativos donde se miden los
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halos a las 24 horas (Ouattara et al., 1997), tal es el caso del presente estudio,
donde solo con el extracto COE, se pudo observar diferencias significativas a las 24
horas, donde se midieron halos de 9.4 mm y 12.1mm para Gram negativas y para
Gram positivas respectivamente. Resultados que concuerdan con los reportados por
Borras-Linares et al., (2015), que demuestra que los extractos etanodlicos de H.

sabdariffa fueron mas eficaces contra las bacterias Gram positivas.

Asi mismo, se observé que la respuesta inhibitoria de los fitocompuestos fue distinta
para cada una de las bacterias, esto segun la variedad y el tipo de disolvente
utilizado. En los bioensayos realizados con los extractos, los halos de inhibicion méas
grandes a las 24 horas contra S. Typhimurium, se observaron con los compuestos
de COAE (17.66 mm), COA (14.00 mm) y ABA (13.0 mm), en comparacion, el
extracto COM solo obtuvo halos de 7.70 mm, siendo el que menor efecto de
inhibicion mostré para esta bacteria (Cuadro 6). El patogeno E. coli fue mas
susceptible a los compuestos de ABA y COA ya que mostro halos de inhibicibn méas
grande en todo el estudio con una media de 20.5 mm y 19.0 mm respectivamente,
resultados no reportados por otros investigadores hasta el momento. Los

compuestos de ABM no mostraron efecto inhibitorio contra S. aureus y S. flexneri.

Los extractos TEM, AEN, HN, AEP y HP no presentaron efecto contra ningun
patdgeno. Sin embargo, esas plantas podrian tener un efecto terapéutico contra las
infecciones bacterianas a través de otros mecanismos, tales como la estimulacion
del sistema inmune (Cortes-Lopez et al., 2014). Para identificar estos posibles
mecanismos, es necesario ahondar mas en las investigaciones, enfocadas a los
distintos mecanismos de la actividad antimicrobiana, otros métodos de extraccion o

evaluar distintas partes de las plantas que no exhibieron efecto antimicrobiano.

Otros autores han encontrado mayor actividad antimicrobiana en los extractos
metandlicos y etandlicos, que los reportados en la presente investigacion. Tal es el
caso de Boras et al., 2015, donde reportan halos con el extracto metandlico de H.
sabdariffa de 16 mm a 22 mm contra S. aureus y de 10 mm a 16 mm para E. coli con
el mismo extracto. Esta actividad antimicrobiana esta relacionado con los diferentes
métodos de extraccion, las condiciones de variedades (tipo de disolvente, la

concentracion, la hora y la temperatura) pueden afectar el potencial antimicrobiano
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(Prenesti et al.,, 2007: Segura-Carretero et al.,, 2008). Por ejemplo, la actividad
antimicrobiana en los extractos etandlicos es mayor por la concentracion de
contenido de polifenoles en comparacion con los extracto acuosos, (Jung et al.,
2013).

Higginbotham et al., (2014), reportan que los extractos de H. sabdariffa son mas
eficaces contra E. coli O157:H7 y S. aureus, después de un tratamiento térmico
(121° C, 30 min) en comparacion a los extractos filtrados. Puede ser que en el
tratamiento de los extractos con autoclave se pudieron haber producido compuestos
mas pequefios o adicionales que los presentes en los extractos que solo son

filtrados.

Cuadro 6.Listado de actividad antimicrobiana de los extractos contra cada patégeno.

Tratamientos  S. Typhimurium E.coli S. aureus L.monocytogenes S.flexneri
ABM 9.00+0.57%" 7.66+0.52*" SIA 9.60+0.88" SIA
ABE 9.33+1.52*" 11.00+0.57*" 10.46+0.29" 11.60+0.67"° 8.50+0.28%
ABA 13.00+1.00%¢ 20.50+2.00° 15.66+1.20° 18.66+0.88° 12.33+0.88%°

ABAE 12.20+0.34°° 10.66+0.66*" 10.33+0.88*" 13.66+0.88"°¢ 11.66+0.33"°
COM 7.70+2.04% 6.56+0.32% 6.53+0.35% 7.06+0.58% 8.66+0.33"
COE 11.33+0.57*" 7.46+0.29*" 11.60+0.30" 12.60+0.87"%¢ 9.50+0.28"
COA 14.00+1.00¢ 19.00+1.72° 13.000.57"¢ 16.33+0.88"¢ 11.330.33"¢
COAE 17.66+2.30° 12.33+0.88" 16.30+1.40° 14.33+0.88%¢ 14.33+0.88°
TEM SIA SIA SIA SIA SIA
AEN SIA SIA SIA SIA SIA
HN SIA SIA SIA SIA SIA
AEP SIA SIA SIA SIA SIA
HP SIA SIA SIA SIA SIA
Tween 80 S/IA S/IA S/IA SIA SIA

Medias de tratamientos con diferentes letras en columnas son estadisticamente diferentes (Tukey P<
0.05).
S/A: Sin actividad

Numerosos compuestos de H. sabdariffa han sido identificados, de muchos de estos
se sabe que tienen actividad antimicrobiana, aunque no esta claro que compuestos
especificos son responsables o si puede haber un efecto sinérgico entre todos o
algunos de los compuestos presentes (Ramirez-Rodriguez et al., 2011).

Con base en estos resultados podemos afirmar que los compuestos obtenidos con

acetato de etilo y acetona, son los que presentan mayor efecto antimicrobiano pero
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menor rendimiento lo que podria limitar su uso en la agroindustria. A diferencia de
los compuestos obtenidos con metanol y etanol que fueron los que presentaron
menor efecto pero mayor rendimiento, lo que podria sugerir realizar combinaciones
de disolventes al momento de hacer las extracciones o entre extractos. De igual
forma los resultados sugieren que los dos genotipos de H. sabdariffa contienen
diversos compuestos con actividad antimicrobiana con distinta polaridad, lo que
puede llegar afectar su solubilidad en agua, o en este caso con los disolventes
etanol y metanol. Esto puede explicar porque los extractos de acetona y acetato de
etilo fueron los que mostraron mayor efecto antimicrobiano, indicando que los
compuestos antimicrobianos con mayor efecto presentes en el céliz de la planta son
menos polares, descartando que solo los polifenoles presentes que los célices son

los que tienen efecto antimicrobiano.

3.4. Pruebas de susceptibilidad bacteriana contra las combinaciones de
extractos mediante el método difusidn en agar con discos de papel
(Kirby-Bauer).

Es posible que el efecto biologico de los extractos no sea exclusivamente a sus
compuestos mayoritarios (alcaloides, acido ascérbico, anisaldehido, antocianinas, —
caroteno, PB-sitosterol, acido citrico, acido malico, galactosa, mucopolisacaridos,
pectina, acido protocatecuico, polisacaridos, quercetina, acido esteéarico y cera),
(Hirunpanich et al., 2005; Duke et al., 2003; Li-Thomas, 2002), y que otros
compuestos acompafantes estén involucrados. Asi, la acciébn combinada de los
compuestos presentes en el extracto podria ser mas beneficiosa que la observada
por los compuestos aislados. Es por esto que en el presente estudio se considerd
realizar la mezcla de los extractos obtenidos previamente mediante los distintos
métodos de extraccion, las combinaciones de extractos entre genotipos de “Alma
Blanca” y “Criolla de Oaxaca” de H. sabdariffa, se hicieron considerando su
rendimiento y el nivel demostrado como agentes antimicrobianos en las pruebas
anteriores.

Las combinaciones entre genotipos y disolventes (COM/ABA, COE/ABE, COM/ABE
y COA/ABA) mostraron halos de inhibicion menores con respecto a los extractos
solos (Figura Il). Los halos obtenidos con estas primeras combinaciones, resultaron
poco beneficiosas, ya que en lugar de existir un sinergismo entre ellos, resultdé un

efecto antagonista. Tal es el caso de COM/ABA que obtuvo halos de 6.3 mm a 7.5
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mm, (Cuadro VII). En este caso el efecto de COM no se vio beneficiado ni
perjudicado, pero redujo los obtenidos por ABA, que llego a mostrar halos de hasta
12.3 mm a 20.5mm.Otro ejemplo es COA/ABA, en este particular, el efecto
antimicrobiano que mostraron los dos por separados fue mayor (11.3 - 19 mmy 13 -
20.5 mm respectivamente), que los que mostraron al mezclarse, (7.3 mm a 11.0

mm) (Figura I1).
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Figura 1. Comparacion de halos de inhibicién de extractos solos y combinados entre

especies.

La combinacion que mostré mayor grado de inhibicion, fue entre un mismo genotipo
en combinacion con los extractos obtenidos con acetato de etilo, tal es el caso de
COAE/COM gque mostré halos de 21.0 mm, 20.0 mm y 20.3 mm para S. aureus, L.
monocytogenes y S. flexneri respectivamente (Cuadro 7). En este caso los
resultados muestran que la combinacion de estos dos extractos es prometedora, ya
que se potencio el efecto de los dos, en comparacién a su efecto de forma individual.
De igual forma pasoé con la mezcla entre COAE/COE que se obtuvieron medidas de
halos de 14.0 mm-18.3 mm superiores a los que obtuvieron por separado (12.3-17.6
y 7.4-12.6 respetivamente). Algunos estudios han concluido que los extractos como
un todo tienen mucho mayor actividad antibacteriana que una mezcla de los
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componentes principales, lo que sugiere que los componentes de menor importancia
son criticos para esta actividad y pueden tener un efecto sinérgico (Burt, 2004).

Gutiérrez et al. (2008), estudiaron combinaciones de extractos contra B. cereus, E.
coli, L. monocytogenes y P. aeruginosa en pruebas in vitro. La capacidad de la
combinacion de los extractos varia segun su concentracion, sus estudios
preliminares mostraron resultados prometedores para el orégano en combinacion
con la albahaca, el tomillo o mejorana. La mayor parte de las investigaciones sobre
H. sabdariffa no especifican el origen de la variedad y la ubicacion de cosecha del
cultivo, por lo que resulta dificil hacer comparaciones entre el perfil fitoquimico y la

capacidad antimicrobiana de los extractos obtenidos en los diferentes estudios.
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Cuadro 7.Efecto antimicrobiano de los extractos combinados frente a los microorganismos

Tratamientos S. Typhimurium E. coli S. aureus L.monocytogenes S. flexneri
COM/ABA 7.3+£0.3° 6.3+0.3° 7.5+0.3%° 6.7 +0.3°¢¢ 7.0+0.6%
COE/ABE 7.7 £0.32° 7.0 £ 0.6%° 8.7 £ 0.6 ¢ 8.0 + 0.3°¢¢ 11.3 + 0.4Pcd
COM/ABE 8.3 +0.8%° 7.3+0.8*"° 9.3+0.3° 10.3 £ 0.3? 7.3+0.9%°
COA/ABA 9.3 + 0.3%P¢d 7.3+0.3%"° 11.0 £ 0.3%P 10.3+0.7%P 9.2 + 0.32Pcdef

COM/COE/COA 9.0 + 0.720¢ 9.3 +0.32Pcde 17.0+1.2' 9.3 +0.3"¢ 12.7 + 1.5%¢f
COE/COA 10.3 + 0.32Ped 10.0 + 0.72Pcde 11.0 + 0.8%P 12.7 +0.3%P 11.7 + 0.8%Pcd
COM/COA 10.7 + 0.8%Pcd 11.00 + 0.6"cef 8.7 + 0.6 8.7 +0.3%¢ 8.7 + 0.9 cdef
COE/COM 10.3 + 0.8%Pcd 9.0 + 0.7Pcd 8.7 +0.3%° 10.0 + 0.7°¢ 8.0 + 0.62"¢

COAE/COM 18.0 + 0.7° 14.3 + 1.5" 21.0 + 0.6¢ 20.0 +0.7" 20.3+0.9"
COAE/COE 16.3 £ 0.3¢ 18.3+0.3' 14.0 + 0.6%°f 16.3 + 0.8° 15.6 + 0.7""
COAE/COA 17.3 +0.3¢ 15.0 + 1.2 16.0 + 0.6°" 18.0 + 0.7%" 15.0 + 1.2°

ABM/ABE/ABA 11.0 + 0.6"°¢ 13.3+0.8%" 15.3 + 0.7°" 11.3 + 0.6%%¢ 12.9 + 0.5%f
ABM/ABA 10.7 + 0.3%Pcd 11.3 + 0.3%¢%f 10.0 + 0.6*° 13.3+0.3° 10.9 + 0.72Pcde
ABE/ABA 12.3 + 1.5 11.7 + 0.3%°f 13.0 + 0.6%%¢ 13.0 £ 0.7° 12.2 + 1.0%%¢f
ABM/ABE 12.0 + 0.6%% 10.0 + 0.73Pcde 10.0 + 0.6*"° 10.3 + 0.3 7.7 +0.7%°
ABAE/ABM 14.7 + 0.3%"9 11.7 + 0.3%f 14.0 + 0.6%°' 13.7 + 0.3°' 12.7 + 1.2°¢"
ABAE/ABE 12.7 + 0.3%¢ 12.3 + 1.6%°" 13.0 + 1.2¢¢%¢ 11.3 + 0.3%%¢ 12.3 + 0.9%¢%f
ABAE/ABA 16.0 + 1.2"9 15.0 + 0.6" 15.3 + 0.3°' 16.0 + 0.7"9 19.9 + 0.6%"

Medias de tratamientos con diferente letras en columnas son estadisticamente diferentes (Tukey P < 0.05).




4. CONCLUSIONES

. Se lograron obtener mayores rendimientos con los disolventes organicos que
con los aceites esenciales, ademas, los extractos organicos fueron mas

acidos que los aceites esenciales.

De las 4 plantas analizadas y los 13 extractos obtenidos de ellas solo los
extractos de H. sabdariffa genotipos Alma blanca y Criolla de Oaxaca tuvieron

efecto antimicrobiano frente los patégenos evaluados.

Los extractos de los dos genotipos de H. sabdariffa obtenidos con acetato de
etilo y acetona mostraron mayor efecto antimicrobiano que los obtenidos con
metanol y etanol, pero menor rendimiento lo que podria limitar su uso en la

industria alimentaria.

Las combinaciones del mismo genotipo pero diferente disolvente organico
(COAE/COA y ABAE/ABA), presentaron mejor compatibilidad al probarse

sobre los patégenos.

Los extractos metandlicos, etandlicos, acetdnicos y acetato de etilo de H.
sabdariffa genotipos Alma Blanca y Criolla de Oaxaca de San Francisco
Cozoaltepec, Santa Maria Tonameca, Oaxaca, tienen efecto antimicrobiano in

vitro.
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CAPITULO I

EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA COMBINACION DE FITOCOMPUESTOS Y
COMBINACIONES CON ACIDO ACETICO E HIPOCLORITO DE SODIO EN
MANGO “Ataulfo” (Mangifera indica L.)

1Edgar Reyes-Oregon, 'Socorro Anaya Rosales, ?Javier Castro Rosas, 'Javier Hernandez Morales.

Colegio de Postgraduados-Programa de Fitosanidad-Entomologia y Acarologia, Carretera México-
Texcoco KM. 36.5, Montecillo, Edo. de México. *edgar.reyes@colpos.mx
“Centro de Investigaciones Quimicas, Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria, Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo, Carretera Pachuca-Tulancingo Km 4.5, 42183 Mineral de la
Reforma, Hidalgo, México.

RESUMEN

Se evalué el potencial antimicrobiano de extractos metandlicos, etandlicos, acetonicos
y de acetato de etilo de célices deshidratados de Hibiscus sabdariffa, genotipos “Alma
blanca” (AB) y “Criolla de Oaxaca” (CO) solos y en combinacién contra los patégenos:
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC 19115), y
Escherichia coli 0157:H7 E09 (ATCC 25922), sobre mango “Ataulfo”. Asi mismo, se
formuld un sanitizante con los extractos que disminuyeron mayor carga bacteriana en
mango y se determind su Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). El efecto de los
extractos fue diverso segun el patégeno. El extracto etandlico de H. sabdariffa
genotipo CO (COE), tuvo mayor efecto antimicrobiano contra S. Typhimurium
reduciendo 4.17 Log UFC/cm? Las combinaciones que mostraron compatibilidad
fueron el extracto metanolico y acetonico de CO (COM/COA), reduciendo 4.13 Log
UFC/cm? contra L. monocytogenes, la combinacién que presentd mayor reduccion
contra E. coli fue el extracto metandlico y acetdnico de AB (ABM/ABA) con 3.94 Log
UFC/cm?. Con el sanitizante que se formulé se logré reducir 4.45, 4.13 y 4.42 Log
UFC/cm? contra S. Typhimurium, E. coli y L. monocytogenes respectivamente; la CMI
del sanitizante fue de 1 mg/mL. Con el sanitizante formulado se logr6 aumentar y
homogeneizar el efecto antimicrobiano contra los tres patdgenos, asi mismo se
compenso el bajo rendimiento de algunos extractos combinandolos con extractos que

presentaron mayor rendimiento pero poco efecto antimicrobiano.
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ANTIMICROBIAN EFECT OF PHYTOCOMPOUNDS AND
COMBINATIONS WITH ACETIC ACID AND SODIUM HYPOCLORITE
IN “Ataulfo” MANGO
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ABSTRACT

Antimicrobial potential of methanolic, ethanolic, acetone extracts and ethyl acetate
dried calyx of Hibiscus sabdariffa L., genotypes "Alma Blanca" (AB) and “Criolla de
Oaxaca” (CO) is evaluated alone and in combination against pathogens: Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC 19115), and Escherichia
coli O157: H7 E09 (ATCC 25922) on "Ataulfo" mango. Also, a disinfectant with
extracts increased bacterial load decreased handle and determined its minimum
inhibitory concentration (MIC) was formulated. The effect of extracts was different
depending on the pathogen. The ethanol extract of H. sabdariffa genotype CO
(COE), had greater antimicrobial effect against S. Typhimurium reduced 4.17 log
CFU / cm2. Combinations showed compatibility methanol extract were the CO and
acetone (COM / COA), reducing 4.13 log CFU / cm2 against L. monocytogenes, the
combination showed higher reduction against E. coli was the methanol extract and
acetone AB (ABM / ABA) with 3.94 log CFU / cm?. With sanitizer that was formulated
it was reduced 4.45, 4.13 and 4.42 log CFU / cm2 against S. typhimurium, E. coli and
L. monocytogenes respectively; sanitizer MIC was 1 mg/mL. With sanitizer
formulated was able to increase and standardize the antimicrobial effect against all
three pathogens, also the poor performance of some extracts in combination with
extracts showed higher performance but poor antimicrobial effect.
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1. INTRODUCCION

Las frutas y verduras son importantes componentes de una dieta saludable. Sin
embargo, en afios recientes, la frecuencia de brotes asociados al consumo de estas
se ha elevado (Behorasing et al., 2000; Burnett y Beuchat 2001; Erickson y Doyle,
2007; FDA, 2006).

Existen puntos criticos, en los cuales se puede comprometer la inocuidad de los
alimentos (Castro et al., 2004), tal es el caso del mango “Ataulfo”, que durante su
acondicionamiento para ser exportado o movilizado al interior del pais es necesario
someterlo a un tratamiento hidrotérmico para eliminar especies de moscas de la
fruta del género Anhastrepha (DOF, 1999), y es este punto el que representa un
riesgo de contaminacion con bacterias patdgenas. En este sentido, existen varios
métodos para reducir la flora superficial de frutas y hortalizas.

Los tratamientos con soluciones sanitizantes se hacen en solucion acuosa por
inmersion o aspersion. Dentro de los compuestos sanitizantes utilizados para tratar
frutas y hortalizas se encuentran: compuestos halogenados, acidos, amonios
cuaternarios y compuestos de oxigeno activo (Garmendia y Vero, 2006). Existen
autores que afirman que el lavado de frutas y hortalizas recién cortadas con
soluciones sanitizantes es el Unico paso en la cadena de produccidon que puede
lograr una reduccion de microorganismos y patogenos (Wiley, 1994; Beuchat et al.,
1998; Allende et al., 2004; Allende et al., 2008). Sin embargo, la informacion
cientifica disponible sobre la eficacia de muchos métodos de desinfeccion para
reducir las poblaciones de bacterias patdgenas en las frutas y verduras es limitada
(Lukasik et al., 2003).

Nuevos antimicrobianos de fuentes naturales son herramientas potenciales para
ayudar a asegurar la inocuidad de alimentos, ayudando a disminuir el uso de
antimicrobianos sintéticos (Higginbotham et al., 2014). Mdltiples estudios se han
realizado para demostrar la actividad antimicrobiana de H. sabdariffa contra una

gran lista de microorganismos (Higginbotham et al., 2014).
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Acondicionamiento de los mangos ataulfo y sitio del experimento

En esta etapa se probd el efecto antimicrobiano de los extractos y mezclas de
estos, previamente obtenidos y que mostraron mayor efecto en su evaluacion in
vitro. Los mangos fueron comprados en la central de abastos de la Ciudad de
Pachuca, México, de abril-agosto del 2014. Estos eran trasladados en bolsas al
laboratorio de Microbiologia de alimentos de la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo, donde se llevaron a cabo las pruebas en mango “Ataulfo”. Ya en el
laboratorio, eran lavados con agua del grifo y jabon, guardados en bolsas estériles a
4 °C £ 1 hasta el dia de su uso. Sélo se usaron los mangos libres de defectos

visibles (por ejemplo, magulladuras, cortes, podridos, etc.).

2.2. Lavado de bacterias con Solucidon Salina Isotdnica (SSI)

Para las pruebas en mango “Ataulfo” se utilizaron los tres siguientes
patdgenos: S. Typhimurium (ATCC 14028), L. monocytogenes (ATCC 19115) y E.
coli O157:H7 (E09 donada por el Dr. E.F Escartin de la Universidad Autbnoma de
Querétaro), todas resistentes a rifampicina (R"), (Castro y Escartin, 2000). Estas
eran previamente activadas de forma individual en Caldo Soya Tripticaseina (CST) e
incubadas a 37°C+1/18 h. Posteriormente a la incubacién las cepas fueron lavadas 2
veces con agua peptonada estéril, en una centrifuga digital (Hermlelabnet Z 323 K,
Alemania), a 3500/rpm durante 20 min, y re-suspendidas con agua peptonada

esteéril.

2.3. Inoculacién de mangos “Ataulfo”

Sobre la cascara de los mangos previamente lavados, se delimité un area de
1cm? donde se colocé una suspensién del0 pL (10”7 UFC/mL), de cada bacteria
lavada y se colocaron sobre charolas en una campana de flujo laminar durante
treinta minutos. Este procedimiento se realizé para cada bacteria por triplicado. De
esta prueba se realizaron conteos de bacterias sin aplicacion de tratamientos, para

verificar la adherencia de las bacterias al mango.
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2.4. Preparacion de los tratamientos

Para la evaluacion de los extractos en este experimento, se realizaron diferentes
preparaciones, la primera: extractos solos mezclados con tween 80 (Sigma-Aldrich)
al 20% en una relacion 1:10 (extracto-tween), la segunda: mezcla entre extractos
fueron preparados en proporciones 1:1:1 extracto-extracto-tween 80 al 20% vy la
tercera: mezcla de extractos con sanitizantes en proporciones 1:1:1 en diferentes

concentraciones de cada sanitizante.

2.5. Evaluacién del potencial antimicrobiano

Después de haber transcurrido los treinta minutos en la campana de flujo
laminar, sobre el area inoculada se aplicaban 10 pL de cada tratamiento segun
correspondiera, dejando reposar por 10 minutos. Inmediatamente se cortaron los
pedazos inoculados y fueron lavados con agua destilada durante cinco segundos

para eliminar los residuos de tratamiento.

2.6. Recuento de microorganismos por el Método Vertido en Placa

Después del tratamiento, las areas tratadas, (trozos de 1 cm?), fueron
colocados en bolsas con 10 mL de diluyente de peptona por separado y fueron
frotados manualmente durante un minuto por el exterior. De la bolsa de peptona con
el trozo de mango se tomé una alicuota de 1 mL y se coloco en una caja Petri, este
proceso se repitid tantas veces fueran necesarias para facilitar el conteo de las
bacterias que sobrevivieran, finalmente se vertieron 20 mL de Agar Método Estandar
(AME) con Rifampicina (100 mL/L), se incub6 a 35°C/36 h. Este procedimiento se
realizd por triplicado. Finalmente, se realizd el conteo de microorganismos (se

realizé el conteo de las primeras tres diluciones).

2.7. Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria

La CMI se realizé mediante el método de dilucién (Vanden y Vlietinck, 1991).
Para esto se prepararon tubos con caldo de soya tripticaseina, como medio base, a
los cuales se les agregd la combinacion de COM/COA+A.A+ NaClO en
concentracion de 100 a 1 mg/mL. Los tubos fueron inoculados con una suspension

de S. Typhimurium, E. coli y L. monocytogenes (10° UFC / mL). Todos los tubos
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inoculados se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Considerando como CMI la
dltima dilucién del extracto que inhibié el crecimiento bacteriano después de este

tiempo. Se realizaron cuatro repeticiones por experimento.

2.8. Analisis Estadistico

La evaluacion de la actividad antimicrobiana en mango “Ataulfo” se realizé
mediante un disefio experimental completamente al azar con 15 tratamientos y tres
repeticiones por cada bacteria (Cuadro ). Los resultados obtenidos fueron
analizados mediante analisis de varianza de una sola via (ANOVA) comparando las
medias con la prueba de Tukey, con un nivel de significancia p=0.05. Para esto se

utilizé el programa estadistico SPSS version 16.0.

Cuadro. 1 Lista de tratamientos utilizados en la evaluacién antimicrobiana sobre
mango “Ataulfo”

N°de Antimicrobiano Genotipo Extracto Abreviatura
estudio
1 H. sabdariffa Alma blanca acetonico ABA
2 H. sabdariffa Alma blanca etandlico ABE
3 H. sabdariffa Alma blanca metanolico ABM
4 H. sabdariffa Criolla de Oaxaca acetonico COA
5 H. sabdariffa Criolla de Oaxaca etanolico COE
6 H. sabdariffa Criolla de Oaxaca metanolico COM
7 . Alma blanca metanolico/ ABM / ABA
H. sabdariffa aceténico
8 . Criolla de Oaxaca metanolico/ COM+ COA
H. sabdariffa .
acetonico
9 . Criolla de Oaxaca acetato de COAE+COM
H. sabdariffa . L
etilo/metandlico
10 . Criolla de Oaxaca acetato de COAE + COE
H. sabdariffa . L
etilo/metandlico
11 Criolla de Oaxaca metandlico/acet COM+COA+A.A
H. sabdariffa onico/acido
acético
12 Criolla de Oaxaca metandlico/acet COM+COA+Na
H. sabdariffa onico/hipoclorito ClO
de sodio
13 Criolla de Oaxaca metandlico/acet COM/COA+A.A
: onico/acido +NacClO
H. sabdariffa o . )
acético/hipoclori
to de sodio
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14

15

Hipoclorito

Testigo

NaClO

Testigo
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Adherencia de los patdgenos

La adherencia de patégenos en productos hortofruticolas es el primer paso de
la patogenicidad (Kondo et al., 2006). Debido a esto, se realizaron estudios
preliminares para determinar el nivel de inoculo que podrian retenerse en la
superficie del mango. El nivel inicial de inoculo utilizado para los mangos no tratados
(testigo), fue de 7 Log UFC/cm? de S. Typhimurium, E. coli O157:H7y L.
monocytogenes, sin embargo, la cantidad de patdgenos adheridos a la superficie fue
de 4.62, 4.27 y 4.56 log UFC/cm?, respectivamente, estudios como los realizados por
Castro-Rosas et al., (2011) reportan la adherencia de E. coli y Salmonella en chile
serrano de 3,8 hasta 7,9 log UFC, por su parte , Allende et al., (2009), reportan 7 log
UFC/g de adherencia en cilantro fresco cortado.

3.2. Evaluacidon de la actividad antimicrobiana de los extractos de H.
sabdariffa sobre patégenos en mango “Ataulfo”

Los productos quimicos que contienen grupos -SH como sulfitos y agentes a
base de cloro, son empleados comunmente en el proceso de desinfeccion de
verduras y frutas frescas cortadas, como las papas (Beltran, 2005). Sin embargo,
existe una preocupacion por la aplicacién de estos compuestos en productos recién
cortados, ya que podria afectar la seguridad humana y el medio ambiente, lo que ha
creado la necesidad de investigar alternativas. En este sentido, en esta investigacion
se llevaron a cabo pruebas para medir el grado de efectividad antimicrobiana de
extractos de H. sabdariffa en producto fresco (mango “Ataulfo”), con el fin de brindar

alternativas en la desinfeccion de los frutos y hortalizas.

Durante las pruebas se obtuvieron diferentes resultados segun el extracto y el
patogeno en el que era evaluado. En el estudio uno, se evaluaron extractos solos de
H. sabdariffa contra los diferentes patdgenos. El extracto COE presentd mayor
efecto antimicrobiano contra S. Typhimurium superviviendo solo0.45 Log UFC/cm?
(90.25%) (Fig. 1), este efecto fue mayor al que mostrd el hipoclorito contra este
mismo patégeno el cual solo pudo reducir 2.25 Log UFC/cm? teniendo una eficacia

del 48.70 % (Fig.2). Asi mismo, COE mostr6 mayor efectividad contra E. coli,
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permitiendo una supervivencia de 0.53 Log UFC/cm?®de este patégeno (Cuadro. 2).
L. monocytogenes mostré6 mayor sensibilidad contra COM, reduciendo 4.14 Log
UFC/cm? teniendo una eficacia del 90.78% (Fig. 3). El efecto bactericida de COE y
COM se potencializ6 al utilizarse directamente sobre el alimento en comparacion al
que mostraron in vitro. Con respecto a los demas extractos evaluados en este
estudio, en general, lograron reducir mas de 3 Log UFC/cm? contra los tres
patégenos, superando el promedio de los extractos de plantas y siendo
estadisticamente diferente al testigo (bacterias adheridas sin tratamiento) (Cuadro
2).

Cuadro. 2 Supervivencia de los patégenos (Log UFC/cm? ante los extractos.

Tratamiento  S. Typhimurium E. coli L. monocytogenes
ABA 1.30+0.14° 0.76 + 0.40° 0.61+0.27%
ABE 0.59+0.36  0.83+0.32° 0.98 +0.34°
ABM 0.80+0.17%  0.94+0.12° 0.43 £0.37°
COA 0.56+0.27%  0.92+0.34° 1.06 + 0.26"
COE 0.45+0.34%  0.53+0.30° 0.90+0.13"
COM 1.01 +0.14° 0.66 + 0.21° 0.42 +0.14%

NaClO* 2.37 +0.10° 0.20+0.17° 0.91 +0.24°
Testigo** 4.62 +0.11° 4.27 +0.15° 4.56 + 0.05°

Medias con distinta letra en las fila son diferente estadisticamente (Tukey, < 0.05).

*NaClO: Hipoclorito sédico (200 ppm)

**Testigo: Adherencia de bacterias en 1 hora.
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Figura 1. Porcentaje eficiencia de inhibicion de los tratamientos solos contra S.
Typhimurium.
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Figura 2. Porcentaje eficiencia de inhibicion de los tratamientos solos contra E. coli
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L. moncytogenes
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Figura 3. Porcentaje eficiencia de inhibicién de los tratamientos solos contra L.
monocytogenes.
Los resultados obtenidos, cumplen con lo establecido por la FDA en la norma de
Andlisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (HACCP por sus siglas en inglés),
en la que se afirma que antes del envasado de jugos y frutas los niveles de
microorganismos deben estar por debajo de 5 log'® (Parish, et al., 2003). En este
sentido, algunos investigadores como Lépez et al., (2011), reportan disminucién de 2
Log UFC/g de E. coli al aplicar extractos de semilla de toronja (400 ppm) en lechuga,
de igual forma, Allende y colaboradores (2009), reportan en cilantro fresco cortado
una disminucién de 1 log UFC/g y de mas de 3 log UFC/g de E. coli después de

lavar con acido citrico (6 g/L) y clorito de sodio acidificado (1 g/L) respectivamente.

Comparando los resultados con los obtenidos por Higginbotham et al., (2014), que
probaron extractos acuosos de H. sabdariffa (40 mg/mL) frente a E. coliO157:H7 y S.
aureus, donde reportan una disminucion de 3 y 2.7 Log UFC/mL respectivamente,
después de 24 horas. Podemos afirmar, que los extractos metandlicos, etandlicos,
acetonicos y acetato de etilo son mas eficaces al probarse sobre los alimentos.
Otras medidas que se han probado para reducir significativamente la concentracion
de patdgenos sobre alimentos es lavar con extracto de Citrus x bergamia algunos
alimentos, como las hojas de col, donde se ha comprobado que reduce cargas
microbianas de 5-6 log de bacterias Gram positivas y Gram negativas incluyendo

C.jejuni, L. monocytogenes, B. cereus, y S. aureus (Fisher y Phillips, 2008).
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La aplicacion de clorito de sodio acidificado (1.2 g/L) durante un minuto, en frutas y
verduras frescas, matan al menos el 99,9% de serotipos de Salmonella, E. coli
0157:H7 y L. monocytogenes en zanahorias, col, fresas, tomates, pepinos, lechuga,
melon y manzanas (Conner y Beuchat, 1984 y Caldwell et al., 2003). Sin embargo,
no se recomiendan concentraciones superiores a 0.2 g/L debido a que se ha
observado efectos de deterioro sobre fresas (Allende et al., 2009).

La comparacion de resultados con otros trabajos deja en claro que los extractos
acetonico de H. sabdariffa tienen un gran potencial para usarse en la desinfeccion

de frutas y verduras.

3.3. Evaluacién de actividad microbiana de los extractos combinados sobre
mango “Ataulfo”

A lo largo de este estudio se ha demostrado que los calices de H. sabdariffa
contienen compuestos que exhiben actividad antimicrobiana, pero poca
investigacion se ha realizado sobre su posible utilizacion en sistemas de alimentos
como antimicrobianos. Para conocer, si los compuestos obtenidos mostraban mayor
efecto en combinacién que de forma individual (sinergismo) o si la combinacion de
estos mostraba un efecto menor en comparacién con la aplicacion individual
(antagonismo), en el estudio dos, combinaciones de extractos se probaron contra los
patbgenos antes descritos previamente, de estas las que mostraron mayor
compatibilidad frente a E. coli fueron el extracto ABM/ABA sobreviviendo solo 0.33
Log UFC/cm?; contra L. monocytogenes, la combinacién que mostré mayor actividad
fue COM/COA perdurando 0.43 Log UFC/cm?, finamente, S. Typhimurium mostré
mayor sensibilidad a la combinacion COAE/COM permitiendo una sobrevivencia de
0.63 Log UFC/cm? (Cuadro 3). Por el contrario, frente a L. monocytogenes ABM/ABA
no redujo ni 3 log, lo mismo sucedié con la combinacién COAE/COE frente a este
mismo patégeno. Sin embargo, todas las combinaciones mostraron mayor efecto
con respecto al hipoclorito de sodio. Frente a S. Typhimurium, todos los resultados

obtenidos fueron estadisticamente diferentes que los testigos.

El grado de inhibicion de los extractos sobre los patégenos mostrados en este
estudio, concuerdan con otros trabajos similares, en los cuales se sugiere que el
lavado convencional y métodos de desinfeccion de frutas y vegetales en conjunto

son necesarios para lograr una desinfeccion mas eficaz, ya que ni usando agentes
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sanitizantes nuevos, son capaces de reducir las poblaciones microbianas en mas de
un 90 o 99%, haciéndolos poco confiables para eliminar todo tipo de patégenos de
los tejidos superficiales o internos de alimentos (Beuchat et al., 2001; Sapers, 2001,
Lopez et al., 2011), por lo que se recomienda hacer un manejo integral que incluya
lavado, desinfeccion y un correcto almacenamiento. Esto es apoyado por estudios
realizados por Park y Beuchat, (1999); Gonzalez et al., (2004); Ibarra-Sanchez, et
al.,(2004); Ruiz-Cruz et al., (2007), donde reportan que el tratamiento de lavado con
agua por si solo no logré un cambio significativo en el recuento de patdgenos, ya
que solo logré reducir 0,5 log UFC/g de E. coli O157: H7, Salmonella y L.

monocytogenes en zanahoria picada.

Por otro lado, los resultados obtenidos son ligeramente rebasados por otras
alternativas, como las evaluadas por Knight y McKellar (2007), en la que combinaron
tratamiento térmicos con la adicion de extractos de canela y clavo sobre manzana,
logrando reducir 5 log de E. coli 0157: H7, por el contrario, algunos estudios como el
de Gutiérrez et al.,(2008), afirman que la actividad antimicrobiana de la combinacion
de algunos extractos como orégano y tomillo se incrementan al aumentar la
concentracion de proteina y condiciones de pH moderadamente acido sobre el
alimento.

Cuadro. 3. Supervivencia de los patdgenos ante las combinaciones de extractos.

Tratamiento  S. Typhimurium E. coli L. monocytogenes
ABM/ABA 0.75 +0.08? 0.33 +0.30? 1.71+0.12°
COM/COA 0.71+0.122 0.66 +0.31% 0.43 +0.23?

COAE/COM 0.63+0.05% 1.11+0.18" 1.10+0.17°
COAE/COE 1.43+0.6°  1.20+0.17° 1.60 +0,14°

NaClO 2.37 +0.10° 0.20+0.172 0.91 +0.24%
Testigo 4.62 +0.11° 4.27 +0.15° 4.56 + 0.05°

Medias con distinta letra en las fila son diferente estadisticamente (Tukey, < 0.05).
*NaClO: Hipoclorito sédico (200 ppm). **Testigo: Adherencia de bacterias en 1 hora.
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Se ha demostrado que la efectividad de la actividad antimicrobiana de los extractos
en los vegetales son mas exitosos contra la flora de deterioro natural y patégenos
transmitidos por los alimentos cuando se incorporan al agua con la que son lavados,

debido al bajo contenido de grasa de los productos (Tajkarimi et al., 2010).

El realizar combinaciones de extractos toma su importancia de la hipétesis que
podrian minimizar las concentraciones de aplicacion y, en consecuencia reducir
cualquier impacto adverso sensorial en los alimentos. Sin embargo, su aplicacion
para el control microbiano podria verse afectada por la composicion de los
alimentos, por lo tanto, se requiere una apropiada y cuidadosa seleccion de los
extractos empleados para asegurar la calidad sensorial y composicion del sistema
alimentario (Tai-Ti y Tsung-Shi, 2012).

Eficiencia de las combinaciones frente los tres patégenos
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Figura 4. Eficiencia de inhibicidon extractos en combinacion contra S. Typhimurium,
E. coliy L. monocytogenes.
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3.4. Evaluacion de actividad microbiana de los sanitizantes sobre
mango “Ataulfo”

La sanitizacion es en la actualidad una necesidad que se debe aplicar a todas
las frutas y hortalizas, previo a su consumo para asegurar la calidad e inocuidad de
los productos y con esto no generar enfermedades trasmitidas por los alimentos
(ETA). Debido a que los sanitizantes actian por contacto, su aplicacion debe ser en
sistemas que aseguren mantener dicho contacto para que la accion biocida sea
efectiva (Castro, 2003).

Es por esto que en esta etapa de la investigacion, se desarrollaron 3 diferentes
mezclas entre los extractos COM, COA, A. acético e hipoclorito de sodio, la
combinacion de los dos extractos con A. acético (COM+COA+A. Acético), redujeron
4.03, 3.91 y 3.93 ciclos logaritmicos de UFC/cm? de S. Typhimurium, E. coli y L.
monocytogenes respectivamente. A su vez, la mezcla de los dos extractos con
hipoclorito de sodio (COM + COA + NaClO) disminuyeron 4.21, 4.09 y 4.46 Log
UFC/cm? sobre S. Typhimurium, E. coli y L. monocytogenes respectivamente
(Cuadro 4).

La combinacion que mostré mayor inhibicidn fue la que incluia todos los compuestos
(COM+COA+A.acético+Hipoclorito), logré disminuir 4.45 (99.99 %), 4.13 (99.99 %) y
4.41 (99.99 %) S. Typhimurium, E. coli y L. monocytogenes respectivamente. Todos
los resultados fueron diferente estadisticamente (Tukey, < 0.05), con respecto a los
testigos, ademas, los resultados obtenidos con el sanitizante lograron homogeneizar
el efecto antimicrobiano contra los tres patégenos, asi mismo se compensé el bajo
rendimiento de algunos extractos combinandolos con extractos que presentaron

mayor rendimiento pero poco efecto antimicrobiano.

La CMI mostrada por la formulacion COM/COA+A.A+ NaClO a las 24 h fue de 1
mg/mL.
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Cuadro. 4 Supervivencia de los patdogenos ante las formulaciones.

Tratamiento S. Typhimurium E. coli L. monocytogenes
COM+COA+A. 0.59 + 0.10? 0.36 +0.12* 0.63 +0.272
Acético

COM+COA+NaCIO  0.41+0.03*  0.18 +0.05% 0.10£0.17°
COM/COA+A. 0.17 + 0.15% 0.14 + 0.15% 0.15+0.17°

aceético+NaClO
*NaClO 2.37 +0.10° 0.20+0.172 0.91 +0.24%
Agua 4.62 +0.11° 4.27 £0.15° 4.56 + 0.05°

Medias con distinta letra entre filas son diferente estadisticamente (Tukey, < 0.05).

*NaClO: Hipoclorito de sodio (200 ppm).

Los resultados obtenidos con las mezclas son similares a los reportados por
Ramirez-Sucre et al., (2009), con la combinacion de cloro (100 ppm) y acido lactico
(4%), esta redujo 4.16 y 4.22 log en melon de mesofilos aerobios y coliformes totales
respectivamente, en espinaca, la combinacion de cloro (200 ppm), mas acido lactico
(4%) y acido acético (1%), redujeron 4.37 y 5.45 log de mesobfilos aerobios y
coliformes totales respectivamente. Otros estudios, como los realizados por Ukuku
(2005), reporta disminuciones menores (2.6 log) a las obtenidas en este estudio al
aplicar la combinacién de cloro (200 ppm) y peréxido de hidrogeno (2.5 %), sobre
melones.

Entre los factores que limitan la eficacia de los tratamientos sanitizantes, estan la
adherencia bacteriana a la superficie del producto, la presencia de bacterias en sitios
inaccesibles, la formacion de bio-peliculas resistentes y la internalizacion de
microorganismos en el producto (Salveit, 2001). De igual forma, es importante
considerar que cada tipo de hortaliza o fruta tiene una composicion y caracteristicas
fisicas Unicas y estan expuestas a diferentes condiciones durante su produccion,
almacenamiento y distribucion (NACMCF, 1999), esto puede explicar, porque, en
algunos estudios mismos tratamientos no muestran resultados iguales al probarse
en diferentes productos, por ejemplo, el estudio realizado por Parnell et al., (2005),

solo redujo 1.8 log con una concentracion de 200 ppm de cloro.
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El efecto de soluciones de hipoclorito sobre microorganismos en la superficie de
frutas y hortalizas se tiene bien documentado. (Garmendia y Vero, 2006). Lo
recomendado por FDA, son concentraciones de 50 a 200 ppm. Estudios demuestran
gue ni usando la maxima concentraciéon de hipoclorito reduce mas de 3 ciclos
logaritmicos de patdgenos sobre naranjas y perejil (Winniczuk, 1994; Pao y Davis,
1999; Wu et al, 2000; Parnell et al., 2005).

En México solo existe un estudio sobre desinfeccion en mango, donde Castro-del
Campo y Chaidez-Quiroz (s/a), reportan que el cloro (50 ppm) reduce 4 log de E. coli
al aplicarse en el agua del tratamiento térmico al que es sometido el mango después
de 90 minutos con una turbidez ligera, al aumentar la turbidez del agua el efecto del

cloro se vio afectado demostrando reduccion de 2 log.

La reduccion de efectividad del cloro en las aguas de enjuague de frutas y hortalizas
se debe a la demanda de cloro libre por la materia organica presente en los tanques
de agua, esto reduce significativamente la actividad bactericida del sanitizante
(Block, 2001). En este sentido, se ha demostrado que la inmersién de frutas y
hortalizas en agua caliente reduce significativamente carga microbiana (Castro-del
Campo y Chaidez-Quiroz s/a; Pao y Davis, 1999; Ben-Yehoshua, 2003; Fan et al.,
2008), pero, en caso particular del manejo del tratamiento térmico del mango para
controlar las larvas de la mosca de la fruta es perjudicial, ya que, la calidad
microbiolégica del agua utilizada en el tratamiento presenta bacterias
termotolerantes, las cuales pueden permanecer viables después de los tratamientos
hidrotermales (Alonso et al., 1999; Sivapalasingam et al., 2003), aunado a esto, hay
que considerar la alta capacidad de adherencia de las bacterias al mango
demostrada en este estudio y que por consecuencia podria transmitir enfermedades

a los humanos.

Finalmente, es importante considerar que los extractos de calices de H. sabdariffa
ademas de tener alto potencial como agente antimicrobiano, también se caracterizan
por un grado muy bajo de toxicidad. Badreldin et al., (2005), reportaron una DL 50

del extracto de céliz en ratas por encima de 5000 mg / kg.
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4. CONCLUSIONES

Se demostro el potencial que tienen las bacterias S. Typhimurium, E. coli O157:H7y
L. monocytogenes, para adherirse al mango siendo esto un peligro potencial para el

consumidor si no se desinfecta y maneja adecuadamente.

Se comprobd que los célices de H. sabdariffa genotipos Alma Blanca y Criolla de
Oaxaca tienen efecto antimicrobiano sobre L. monocytogenes, S. Typhimurium y E.
coli, evaluado sobre mango “Ataulfo”, siendo esto un potencial para su uso en la

agroindustria con el fin de garantizar la inocuidad de este.

La combinacion que mostré mayor inhibicion fue la que incluia todos los compuestos

(COM+COA+A.acético+Hipoclorito), la CMI de esta combinacion fue de 1 mg/mL.

Los fitocompuestos se comportan de manera muy diferente sobre los alimentos en
comparacion a las pruebas in vitro, por eso, es importante evaluar en cada tipo de

hortaliza o fruta y asi adecuar a cada sistema de produccion
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