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RESUMEN

En el presente trabajo se investigd los efectos de la extraccién con ultrasonido de los
compuestos bioactivos de xoconostle con actividad inhibitoria de bacterias patégenas
(Salmonella spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus). Las
condiciones de la extraccion fueron: tiempo 10 minutos; concentracion de metanol 80%;
relacion g/mL 1/10. Se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre todos los
tratamientos (0, 10, 20, 30, 62.5, 125y 150 mg de extracto de xoconostle obtenido mediante
ultrasonido). En Escherichia coli se observo la menor inhibicién. En Salmonella spp., Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus existieron diferencias significativas (p<0.05) entre
todos los tratamientos, encontrando en estas tres bacterias mayor inhibicion con los
extractos de xoconostle obtenidos por ultrasonido.

ABSTRACT
In this paper were researched the effects of ultrasound extraction of bioactive compounds

of xoconostle with inhibitory activity of pathogenic bacteria (Salmonella spp., Escherichia
coli, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus). The extraction conditions were:
time 10 minutes; methanol concentration of 80%; ratio g/mL 1/10. Significant differences
(p<0.05) among all treatments (0, 10, 20, 30, 62.5, 125 and 150 mg of extract obtained by
ultrasound xoconostle were found). The less inhibition was observed in Escherichia coli. In
Salmonella spp., Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus significant differences
(p<0.05) among all treatments, finding in these three bacteria with greater inhibition with
xoconostle extracts obtained by ultrasound.
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INTRODUCCION

El xoconostle (Opuntia joconostle Web.), es una cactacea resistente a la sequia que
contiene polifenoles solubles. Estos compuestos organicos presentan efecto
antibacteriano, anticancerigeno, anti-inflamatorio, antioxidante y propiedades
antivirales (Corrales et al., 2008). Lo podemos encontrar silvestre en varios
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lugares del altiplano mexicano y cultivado en los estados de Jalisco, Querétaro,
Michoacan, Estado de México e Hidalgo (Filardo et al., 2001).

El efecto antimicrobiano de las frutas ha sido asociado con el contenido de
compuestos fendlicos, los cuales constituyen un grupo diverso en el xoconostle,
incluyendo taninos, acidos fendlicos de bajo peso molecular, flavonoides,
antocianinas, por mencionar algunos (Osorio et al.,, 2011). Cuatro diferentes
especies fueron usadas para probar la posible actividad antimicrobiana de los
extractos de xoconostle, de las especies usadas Staphylococcus aureus es una de
las bacterias Gram-positivas mas comunes que causan intoxicacion alimentaria. No
se encuentran en los alimentos, pero al ser procesados por los humanos, éstos son
contaminados. Listeria monocytogenes otra bacteria Gram-positiva, es un patégeno
que puede causar listeriosis, con sintomas tales como vomitos, nduseas y diarrea.
La infeccion puede conducir a septicemia, meningitis, encefalitis, e infecciones
intrauterinas o cervicales en las mujeres embarazadas, lo que puede resultar en
aborto o mortinato (Rocourt et al., 2003). En 1999, un brote de listeriosis se tradujo
en 97 casos de enfermedad, 6 aborto involuntario, y 14 muertes (Song and Yang,
2010).

Las bacterias Gram-negativas son representadas por Escherichia coli, la cual
pertenece a la flora natural de los humanos. Sin embargo una cepa de E.coli ha
causado serios casos de envenenamiento por alimentos y compuestos
antimicrobianos para eliminar este crecimiento son necesarios (Rauha et al., 2000).
También se utilizara Salmonella spp. el cual es otro patdgeno alimentario comun e
importante que puede causar fiebre, diarrea, vomitos, y dolor abdominal. Los
sintomas suelen ser leves, sin embargo, en nifios pequefos, personas débiles o
pacientes de edad avanzada, los sintomas pueden dar lugar a complicaciones
potencialmente mortales (Srikanth and Cherayil, 2007).

El uso de tecnologias emergentes como nuevas técnicas de extraccion, ha venido
a beneficiar la cantidad extraida de compuestos bioactivos, los tiempos de
extraccién han disminuido en comparacidén con extracciones convencionales. Una
de estas tecnologias es la extraccion asistida por ultrasonido, donde una fuente
vibrante (transductor) produce una onda ultrasénica (Raso et al., 1999). El
movimiento de vibracién de dicho cuerpo se comunica a las particulas del medio
gue le rodean, las cuales comienzan a oscilar, comunicando la energia de forma
también oscilante a las particulas vecinas (Mason et al., 1996). De esta forma, se
generan ciclos de alta y baja presion, lo que da origen al fendémeno de cavitacion,
donde las burbujas en la extraccion sélido/liquido pueden colapsar explosivamente
y generar altas temperaturas y presiones, que causan la ruptura de tejidos vegetales
y mejora la liberacién de sustancias intracelulares en el disolvente, incrementando
asi la transferencia de masa (Knorr et al., 2002).

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de los extractos asistidos con ultrasonido
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Los xoconostles se seleccionaron por madurez fisioldgica, se cortaron en rodajas y
se metieron a liofilizar por 3 dias. Después este tiempo el xoconostle se tritur6 y fue
pasado por un tamiz del numero 100. El polvo obtenido se coloc6 en un vaso de
plastico y se sometio a la extraccion asistida por ultrasonido, con un procesador
ultrasénico modelo VCX 130 (Sonics Vibracell, USA) con un poder ultrasénico de
130 W y 20 KHz, a temperatura ambiente y bajo las siguientes condiciones:
concentracion de metanol 80%; tiempo en minutos 10; relacion peso del xoconostle
en gramos de polvo/mL de metanol 1/10.

El extracto obtenido por ultrasonido se concentré en un rotavapor BUCHI R-
210/215, hasta separar la mayor cantidad de solvente, después se liofilizaron dichas
muestras, para tener los extractos secos.

Activacion de las cepas.

Las sepas proporcionadas por la Universidad Autonoma de Querétaro, que se
encontraban en congelacion (-10°C) en una mezcla 50:50 glicerol-caldo nutritivo,
fueron activadas agregando 1mL de la bacteria a un frasco que contenia 99mL de
caldo nutritivo estéril. Este caldo fue incubado 36+1°C, para Escherichia coli se dejo
incubar por 5 horas, en cuanto Salmonella spp. el tiempo de incubacion fue de 22.5
horas, referente a Staphylococcus aureus se incub6 por 9 horas y L. monocytogenes
se dejo en un lapso de 24-37 horas. En todos los casos fue hasta obtener una
densidad bacteriana de 10%-108 UFC/mL.

Método de microdilucion en caldo.

La metodologia que se siguié fue de acuerdo a Klancnik (2010), con algunas
modificaciones. Dicha metodologia se describe a continuacion:

Se prepararon los medios de cultivo especificos con agar eosina y azul de metileno
para Escherichia coli O157:H7, agar Salmonella-Shigella para Salmonella spp., para
Staphylococcus aureus se usé agar para Staphylococcus y para Listeria
monocytogenes agar nutritivo (todos los agares usados fueron de la marca Bioxon)
llevandose a cajas petri de 6 cm de diametro. Las cajas se dejaron solidificar a
temperatura ambiente (20°C). Se probaron las concentraciones 0, 10, 20, 30, 62.5,
125 y 150 mg de extracto obtenido por ultrasonido. Un vez que se activé cada
bacteria hasta obtener una densidad microbiana de aproximadamente, 106-108
UFC/mL en caldo nutritivo, se realiz6 una dilucion 1:10, agregando en un frasco
estéril un mililitro de bacteria mas nueve mililitros de la solucion de extractos de
xoconostle y solucion salina, esto se agitd durante diez minutos. Después de ese
tiempo se hicieron las diluciones microbioldgicas necesarias y se inoculé (25uL) en
los respectivos agares para cada bacteria. La incubacién se llevé a cabo en una
estufa a 37°C en un lapso de tiempo de 18-24 horas y posteriormente se hizo el
conteo en placa. El control positivo fue una solucién salina y como control negativo
agua.

Andlisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar. Cuando se encontraron diferencias
significativas (p<0.05), se utilizé la técnica de Tukey para comparacién de medias.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION
En la figura 1, se muestra el comportamiento de Salmonella spp. frente a las

diferentes concentraciones del extracto de xoconostle asistido con ultrasonido, los
resultados expresan que existe diferencias significativas (p<0.05) para todos
tratamientos. Encontrando un efecto inhibitorio significativo (p<0.05) desde los 10
mg. Coté (2011) encontro una fuerte inhibicién de Salmonella typhimurium cuando
probd los extractos no polares de ardndano.
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Figura 1.- Comportamiento de Salmonella spp.
frente a diferentes concentraciones de extracto
obtenido mediante ultrasonido.
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Figura 2.- Comportamiento de Escherichia coli
0157:H7 frente a diferentes concentraciones de
extracto obtenido mediante ultrasonido.

La figura 2 indica que Escherichia coli O157:H7, es poco inhibida por el extracto
obtenido mediante ultrasonido, este efecto inhibitorio se encuentra desde los 10 mg,
mostrando diferencias significativas (p<0.05) entre todos los tratamientos.
Resultados similares muestra Rauha (2000), donde al probar la inhibicién de
extractos fendlicos de 29 plantas frente a Escherichia coli, encontré un efecto muy
pequefio con algunos extractos y nulo con otros.

Es posible observar en la figura 3, que Listeria monocytogenes fue inhibida
considerablemente por los extractos de xoconostle obtenidos mediante ultrasonido,
existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre todos los tratamientos y
encontrando la mayor inhibicion a los 150 mg. Estos resultados se asemejan con
los que reporta C6té (2011), donde se prueba el efecto antimicrobiano de jugo de
arandano y sus extractos, encontrando que Listeria monocytogenes es fuerte
inhibida.
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Figura 3.- Comportamiento de Listeria Figura 4.- Comportamiento de Staphylococcus
monocytogenes frente a diferentes aureus frente a diferentes concentraciones de

concentraciones de extracto obtenido mediante extracto obtenido mediante ultrasonido.
ultrasonido.

La figura 4, se puede el comportamiento de Staphylococcus aureus frente a las
diferentes concentraciones del extracto de xoconostle hecho con ultrasonido, los
resultados muestran diferencias estadisticas (p<0.05) entre los tratamientos con 0,
10 y 20 mg, mas no fue asi entre los tratamientos con 20, 30, 62.5, 125 y 150 mg
de extracto de xoconostle obtenido por ultrasonido. Los resultados obtenidos en
esta investigaciéon son semejantes a los obtenidos por Stanisavljevi¢ (2009), donde
los compuestos que son extraidos por ultrasonido de Echinacea purpurea L. fueron
probados en la inhibicion de Staphylococcus aureus, encontrando una zona de
inhibicién de 11.0 mm, siendo est4 mayor al control presentado.

CONCLUSIONES

El extracto de xoconostle inhibié a todas las bacterias patdégenas del estudio y su
efecto no tiene correlacion con el Gram de las bacterias.

Los resultados sugieren que en la extraccién asistida por ultrasonido es posible
obtener compuestos bioactivos que inhiben a Salmonella spp., Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus.
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