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Introduccién
Las tunas acidas o xoconostles (Opuntia matudae) se distinguen de entre otras tunas por su cascara

gruesa, elevada acidez, piel delgada y semillas en el centro del fruto. Estos frutos son una rica fuente
de vitaminas y minerales, como Ca, K, ademas de azlcares, fibra dietética, acido ascoérbico y
compuestos como polifenoles, carotenoides, betacianinas y betaxantinas [1]. Algunas investigaciones
han reportado que este fruto tiene diversos compuestos bioldgicos, como los compuestos fendlicos, que
pueden tener la capacidad de inhibir el crecimiento microbiano, incluyendo microorganismos patégenos
presentes en los alimentos [2,3]. Es de aqui donde surge la idea de utilizar el xoconostle como
conservador alimentario, combinado de manera sinérgica con otros factores como la temperatura y el
pH. Para evaluar la eficacia de los conservadores naturales en alimentos, es necesario realizar pruebas
in vitro [4]. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto combinado de la cascara de xoconostle (CX)
a pH 3,5, 7y 9 sobre el control de Listeria monocytogenes NCTC 11994 a una temperatura de
subpasteurizacion de 55°C para su posible aplicacion en el disefo de alimentos y tratados a estas
tempeaturas.

Metodologia

*Preparacion de la cascara de Xoconostle. Las muestras de cascaras se sometieron a un proceso de
secado a 40°C en un horno de charolas (Felisa FE-294AD, México) durante 48 h. Las CX fueron molidas
en una licuadora y tamizadas con una malla niumero 40 para obtener un tamafio de particula promedio
final de 0.42 mm.

*Listeria monocytogenes NCTC 11994 y condiciones de crecimiento

Listeria monocytogenes NCTC 11994 pertenece a la coleccion microbiana de la Universidad de Murcia,
Espafia. Durante este estudio la cepa se conservo en crioviales a -20°C. Esta se sembro por estria
cruzada en medio TSAYE (Tryptic Soy Broth, Bioxon, México) suplementado con 0.6% de extracto de
levadura (w/v Bioxon, México) y 1.5% de agar bacterioldgico (w/v Bioxon, México). La muestra se incubd
a 37°C por 24 h. Una colonia de la bacteria control se utilizé para inocular en caldo TSBYE (Tryptic Soy
Broth, Bioxon, México) con 0.6% de extracto de levadura (w/v Bioxon, México) y se incubé a 37°C por
12 h. Se tomaron 100 pL de este pre-cultivo para ser inoculados en 5 mL de TSBYE y la muestra se
incubo durante 24 h 37°C para obtener el cultivo de estudio.
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*Analisis microbiolégico El cultivo de Listeria monocytogenes se diluyd en agua peptonada y se vacié
un volumen de 100 uL en tubos Eppendorf con 900 uL de una solucion amortiguadora de citrato-fosfato
a los diferentes valores de pH. Los valores de las variables fijas analizadas fueron: pH 3, 5, 7y 9,
concentraciones de CX: 0 g/mL, 0.05 g/mL y 0.1 g/mL y temperatura de 55°C (TSP). Todos los
tratamientos se mantuvieron en agitacion a 350 rpm en un vortex (Labnet, EUA) durante 1 min. Las
cuentas microbianas se realizaron a los tiempos de 0 min, 7.5 min, 15 min, 22.5 min y 30 min. Se emple6
la técnica de la gota [5] para cuantificar las poblaciones microbianas.

*Analisis estadistico. Se realizd un Analisis de Varianza (ANOVA) y una comparacién multiple de medias
con la prueba de Duncan, utilizando el paquete estadistico SAS System, WindowsTM Version 6.12, USA.
Ademas, de una prueba de comparacién de medias con la prueba de Bonferroni con el paquete
estadistico de GraphPad PRISM, Version 5.00, 2017. San Diego, California, USA. En esta prueba se
utilizé un nivel de significancia a=0.05.

Resultados y discusién

Los resultados del Analisis de Varianza (ANOVA) (Tabla 1,2 y 3) muestran que el modelo lineal
propuesto tuvo un efecto significativo (P<0.0001) sobre la variable respuesta (Log UFC/mL de Listeria
monocytogenes NCTC 11994). Los modelos describen la influencia de los factores investigados en
forma independiente: tiempo (T) y la concentracion de CX, y el efecto de las interacciones (T*CX). Se
observd un efecto significativo del tiempo (T), concentracién de céascara de xoconostle (CX) y la
interaccion T*CX en los tratamientos evaluados (Tabla 2). El coeficiente de determinacion para el modelo
lineal de estudio a 55°C indica que el 0.73 de la variacion total en la respuesta no puede ser de estudio
explicado por el modelo desarrollado. Los valores Fo para los parametros de cada modelo fueron utiles
para explicar el grado de significancia de los efectos de las variables y sus interacciones (Tabla 2). A la
temperatura de 55°C el parametro que tuvo un mayor efecto significativo fue el tiempo. El segundo
parametro mas significativo fue la concentracion de la CX. Esto significa que los cambios de
concentracion de CX a la temperatura de 55°C tienen un efecto significativo de inhibicién sobre Listeria
monocytogenes NCTC 11994. Este comportamiento puede ser explicado debido a que conforme la
cepa control es expuesta durante mayor tiempo a la temperatura de 55°C posiblemente tenga dafio de
estructuras celulares como su membrana, lo cual provoca inactivacion. Las Figuras 1a, b, c y d muestran
graficamente los resultados sobre inhibicion de Listeria monocytogenes NCTC 11994 con la
combinacion de las variables de estudio, a una temperatura de 55°C. En la Figura 1a (pH 3), se observa
una disminucién de Log UFC/mL de Listeria monocytogenes NCTC 11994, de acuerdo con los datos de
la Tabla 1, esta disminucién sélo fue significativa (P<0.001) para las comparaciones (0 g/mL vs 0.1 g/mL)
alos 7.5y 15 min y (0.05 g/mL vs 0.1 g/mL) a los 7.5 y 15 min. La Figura 1b (pH 5), muestra una
reduccion de la concentracién bacteriana, la Tabla 1, indica que esta disminucién es significativa
(P<0.001) en las comparaciones de CX (0 g/mL vs 0.05 g/mL) al tiempo de 15y 30 miny (0 g/mL vs 0.1
g/mL) alos 15y 30 min. En la Figura 1c (pH 7) existe una reduccion de Log UFC/mL y la Tabla 1, marca
esta reduccion como significativa (P<0.001) para las comparaciones de los tratamientos (0 g/mL vs 0.05
g/mL) al tiempo de 15, 22.5 y 30 min y (0 g/mL vs 0.1 g/mL) a los 15, 22.5 y 30 min. La Figura 1d (pH 9)
marca una disminucion en la concentracion de Log UFC/mL de Listeria monocytogenes NCTC 11994,
la Tabla 1 indica esta disminucion como significativa (P<0.001) para la comparacion de los tratamientos
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(0 g/mL vs 0.05 g/mL) en 30 min, (0 g/mL vs 0.1 g/mL) a los 7.5y 30 min y (0.05 g/mL vs 0.1 g/mL) al
tiempo de 7.5 min.
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Figura 1. Efecto de la combinacion del pH (1a: pH3, 1b: pH5, 1c: pH7 y 1d: pH9), y la concentracion de
cascara de xoconostle (CX, Opuntia matudae), (0, 0.05 y 0.1 g/mL) a una temperatura de 55°C sobre
Listeria monocytogenes. (*) El limite de deteccién para la cuenta en placa es 2 ciclos logaritmicos.

Tabla 1. ANOVA para el efecto de las variables fijas: tiempo (0.0 min, 7.5 min, 15 min, 22.5 min y 30
min). Concentracién de cascara de xoconostle (0 g/mL, 0.05 g/mL y 0.1 g/mL) y pH (3,5,7 y 9) sobre la
variable respuesta: Log UFC/mL de Listeria monocytogenes NCTC 11994 a 55°C.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F P>F
variacion libertad cuadrados medios
Modelo 59 824.67472009 13.97753763 138.74 0.0001
Error 60 6.04484550 0.10074742
Total 119 830.71956559
R-Square= 0.992723

*Los valores de “P > F” menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son significativos

Tabla 2. ANOVA para el efecto de las variables fijas: tiempo (0. min, 7.5 min, 15 min, 22.5 min y 30 min).
Concentracion de cascara de xoconostle (0 g/mL, 0.05 g/mL y 0.1 g/mL) y pH (3,5,7 y 9) y las
interacciones sobre la variable respuesta: Log UFC/mL de Listeria monocytogenes NCTC 11994 a 55°C.
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Fuente de variacion Valor de F P>F
A-Tiempo 310.66 0.0001
B-Concentracion de muestra 413 0.0209
C-pH 1606.02 0.0001

A*B 4.14 0.0005

A*C 156.53 0.0001

B*C 6.35 0.0001

A*B*C 6.96 0.0001

*Los valores de “P > F” menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son significativos

Tabla3. Prueba de Duncan para el efecto de las variables fijas: tiempo (0.0 min, 7.5 min, 15 min, 22.5
min y 30 min). Concentracién de cascara de xoconostle (0 g/mL, 0.05g/mL y 0.1 g/mL)y pH (3,5,7 y 9)
sobre la variable respuesta: Log UFC/mL de Listeria monocytogenes a 55°C.

Promedio de Promedio de Promedio de
: Prueba . Log UFC/mL  Prueba Log UFC/mL  Prueba
Tiemp Log UFC/mL de Concentracion C pH .
c de . de Listeria de de Listeria de
o} Listeria de cascara
! Dunca monocytoge  Duncan monocytogen Duncan
(min)  monocytogenes " (g/mL) NCTC " NCTC *
NCTC 11994 : nes es
11994 11994
0 7.49233 A 0.0 5.80923 A 7 7.32460 A
7.5 6.07079 B 0.1 5.65408 B 9 717737 A
15 5.35617 C 0.05 5.61703 B 5 5.93390 B
22.5 4.90304 D 3 2.33790 C
30 4.64488 E

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes con una a = 0.05

Tabla 1. Resumen de la prueba de Bonferroni para la comparacion del efecto de la concentracion de
cascara de xoconostle (CX) (0 g/mL, 0.05 g/mL y 0.1 g/mL) sobre la variable de respuesta: Log UFC/mL
de la cepa de Listeria monocytogenes NCTC 11994 a 55°C.

Variables Tiempo Tratamientos a comparar con la

fijas (min) prueba de Bonferroni Valor de P Significancia

Cepa control
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Listeria monocytogenes pH 3.0 0 0 g/mL vs 0.05 g/mL P>0.05 ns
NCTC 11994 75 P>0.05 ns
15 P>0.05 ns
225 P>0.05 ns
30 P>0.05 ns
0 0 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
75 P<0.001 e
15 P<0.001 e
225 P>0.05 ns
30 P>0.05 ns
0 0.05 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
7.5 P<0.001 e
15 P<0.001 e
225 P>0.05 ns
30 P>0.05 ns
pH 5.0 0 0 g/mL vs 0.05 g/mL P>0.05 ns
7.5 P>0.05 ns
15 P<0.01 **
225 P>0.05 ns
30 P<0.001 *
0 0 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
75 P>0.05 ns
15 P<0.01 *
225 P>0.05 ns
30 P<0.001 e
0 0.05 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
7.5 P<0.05 *
15 P>0.05 ns
225 P>0.05 ns
30 P>0.05 ns
pH7.0 0 0 g/mL vs 0.05 g/mL P>0.05 ns
75 P>0.05 ns
15 P<0.001 e
225 P<0.001 e
30 P<0.001 e
0 0 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
75 P>0.05 ns
15 P<0.001 e
225 P<0.001 e
30 P<0.001 e
0 0.05 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
7.5 P<0.05 ns
15 P>0.05 ns
225 P>0.05 ns
30 P>0.05 ns
pH 9.0 0 0 g/mL vs 0.05 g/mL P>0.05 ns
75 P>0.05 ns
15 P>0.05 ns
225 P>0.05 ns
30 P<0.001 e
0 0 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
7.5 P<0.001 e
15 P>0.05 ns
225 P>0.05 ns
30 P<0.001 e
0 0.05 g/mL vs 0.1 g/mL P>0.05 ns
7.5 P<0.001 e
15 P>0.05 ns
225 P>0.05 ns
30 P>0.05 ns

*k*

ns: no significativo;
Conclusiones

En las condiciones experimentales evaluadas a pH 3,5,7 y 9 se encontré un efecto significativo sobre la
inhibicion de Listeria monocytogenes NCTC 11994 y a la temperatura de 55°C en presencia de
diferentes concentraciones de CX (g/mL). La mayor inhibicién microbiana se observé a valores de pH

altamente significativo
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acidos de 3, con reduccion aproximada de 5 ciclos logaritimicos con respecto a una poblacion inicial de
7.334 ciclos.
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