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Resumen

La Salmonella choleraesuis puede contaminar una gran variedad

de alimentos, incluso productos almacenados a temperaturas

entre 2 °C a 4 °C. El objetivo de este trabajo fue evaluar

la inhibicidon de la Salmonella choleraesuis utilizando un

disefio de punto central: las combinaciones y repeticiones

fueron para los valores de pH 5, 6 6 7, las temperaturas de

5°C, -5°C 0 -15°C y las concentraciones de aceite esencial

de citral de 0 Qg/mL, 1000 Qg/mL y 2000 Qg/mL. Se

obtuvieron modelos matematicos cuadraticos y 2 Fl para

la inhibicion de Salmonella choleraesuis a los tiempos de

almacenamiento de O dias y 8 dias, respectivamente. Se

observd una disminucion significativa en el crecimiento

- en la bacteria control a los 8 dias de almacenamiento en

las condiciones de combinacion de aceite esencial de citral,

temperatura y pH. El mayor efecto en inhibicidn se observd a la
temperatura de -15° C y en pH acido.

Abstrac

The Salmonella choleraesuis can contaminate a wide variety of foods, even
stored products at temperatures of 2 °C to 4 °C. The objective of this study
was to evaluate the inhibition of this bacteria using a design central point:
combinations and repetitions were for pH values of 5, 6 or 7, temperatures
of 5°C-5°C and -15 °C and concentrations of essential oil of citral: 0 Qg/
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mL, 1000 Qg/mL and 2000
Qg/mL. Mathematical models
were obtained: quadratic and
2FI for inhibition of Salmonella
choleraesuis to times of storage
O days and 8 days respectively.
There was a significant reduction
in bacteria growth control to
8 days of storage with the
combination of essential oil
of citral, temperature and pH
conditions. The greatest effect
on inhibition was observed at
the temperature of -15 °C and at
acid pH.

1.0 Introduccion

Salmonella choleraseuis es una

bacteria que puede contaminar

diversos alimentos. Las bacterias
del género de Sa/lmonella sp., pueden tener o desarrollar mecanismos de
resistencia a diferentes factores ambientales tales como las altas o bajas
temperaturas usadas en los procesos de conservacion de alimentos.
Las bacterias de este grupo pertenecen a la familia Enterobacteriaceae
(Brenner,1984), son bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos, de forma
bacilar, con flagelos periféricos y no desarrollan capsula (excepto la especie
Salmonella typhi) ni esporas. Son bacterias mdviles que producen acido
sulfhidrico (H,S) y emplean glucosa, por poseer una enzima especifica para
metabolizarla; no utilizan lactosa, no producen ureasa, ni tienen metabolismo
fermentativo (Sofos, 2013).

El habitat natural de esta especie normalmente son los intestinos de animales 'y
seres humanos. El género Salmonella se caracteriza por causar infecciones en
el tracto gastrointestinal, debido a la ingesta de alimentos o agua contaminada
(ICMSF, 1996).

Se tienen las siguientes especies: Salmonella bongori, Salmonella choleraesuis,
Salmonella entérica, Salmonella enteritidis, Salmonella nyanza, Salmonella
paratyphi, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium y Salmonella virginia.

La Salmonella typhi, Salmonella choleraesuis y la Salmonella enteritidis, son las
especies que se reconocen como patdgenas. Estas bacterias estan clasificadas
en mas de 2,200 serotipos con base a los antigenos flagelares H (proteicos)
y antigenos somaticos o (fraccion polisacarida del lipopolosacarido bacilar)
(Rodriguez y col., 2013).

Este género microbiano lleva el nombre del cientifico que las descubrid, el
Dr. Daniel Salmon. La mayoria de los componentes de estas bacterias son
similares, y a nivel del ADN, son entre 95% y 99% idénticos (Rodriguez y col.,
2013).

El pH es un parametro utilizado para el control microbiano de diversas
bacterias patdgenas encontradas en los alimentos. Los valores cercanos
a la neutralidad son los mas favorables para el crecimiento de Sa/monella
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choleraesuis. Es dificil definir el pH minimo de crecimiento, debido a que la
proliferacidon de la bacteria esta en relacion con diversos factores, tales como
la naturaleza del acido empleado para bajar el pH del medio, el serotipo
microbiano o la temperatura de incubacién, entre otros. Algunos valores
seflalados como limites para el desarrollo del microorganismo son de 4.1 a
9.0. (Rodriguez y col, 2013). Cuando el pH excede el dptimo, el crecimiento
se detiene e incluso se puede provocar la muerte microbiana.

La temperatura dptima de crecimiento para Sa/monella sp. es 37 °C aunque
pueden crecer a temperaturas de 54 °C y algunas cepas tienen o desarrollan
capacidad psicroétrofa, por lo que pueden contaminar alimentos almacenados
a temperaturas de 2 °C a 4 °C (Beucat, 2009).

La capacidad para crecer a bajas temperaturas dependera del serotipo
microbiano y de las condiciones de almacenamiento de los alimentos, debido
a que frecuentemente, en estos la temperatura minima es de 2 °C (Morris y
col. 2013; Doyle, 1989; ICMSF, 1996).

Muchos aceites esenciales de vegetales tienen actividad antimicrobiana, por
lo presentan alto potencial para aplicarse en la conservacion de alimentos.
Uno de estos aceites esenciales, es el de Cymbopogon citratus, una planta
comunmente conocida como lemongrass (Plazas-Tovar y col. 2010). Es
originaria del este de la India y el aceite esencial tiene una alto contenido
de citral (>70%), (Paranagama, 1991), un aldehido monoterpeno compuesto
por la mezcla de dos isdmeros, el geranial y el neral (Longyuan y col, 2010).
El citral contribuye al sabor y aroma a limdn. El objetivo de este estudio fue
evaluar el crecimiento/inhibicion de Sa/monella choleraseuis ATCC 43890
con la combinacién de aceite esencial de citral (O Qg/mL, 1000 Qg/mL y
2000 Qg/mL, a las temperaturas de 5 °C,-5°Cy-15°CyelpHde 5 6y 7.
Se empled el disefio de punto central para determinar los tratamientos de
estudio y obtener las gréficas de superficie de respuesta, asi como los modelos
matematicos que describan este fendmeno.

2.0 Metodologia

2.1 Aceite esencial de citral

El aceite esencial de citral se adquirid en la empresa “Herbalise and Essence
Oils, S.A. de C.V.”, México, con el que se prepard una solucidn stock de 10,000
Qg/mL y 100,000 Qg/mL en agua.

2.2 Soluciones amortiguadoras de citrato-fosfato a pH
deb5,6y7

Se prepararon soluciones amortiguadoras con diferentes concentraciones
de acido citrico y fosfato dibasico para obtener los pHs de 5,6 y 7. Se ajustd
el pH con soluciones de HCI 0.1 N o NaOH 0.1 N, en un potencidmetro (pH
2700 OAKTON, EUA).

2.3 Microorganismos y condiciones de crecimiento

Salmonella choleraesuis ATCC 43890 fue proporcionada por el Laboratorio de
Biotecnologia y Fermentaciones del Instituto Tecnoldgico de Sonora (ITSON,
México). Durante este estudio la cepa control se conservd en crioviales a -80 2C.
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El microorganismo se activo con una siembra por estria en medio TSAYE
(Tryptic Soy Broth, Bioxon, México) adicionado 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 horas. Una
colonia de la bacteria se utilizé para inocular en caldo TSBYE
(Tryptic Soy Broth, Bioxon, México) adicionado con 0.6% de
extracto de levadura (w/v Bioxon, México) y se incubd a 37
2C por 12 h. Se tomaron 100 QL de este precultivo para ser
inoculados en 5 mL de TSBYE. La muestra se incub6 durante

24 h, a 37 °C para obtener el cultivo de estudio.

2.4 Tratamientos

Todas las combinaciones y repeticiones se obtuvieron para los
valores de pH 5, 6 o0 7, las temperaturas de 5 °C, -5 °C 6 -15°C
y las concentraciones de aceite esencial de citral de O Qg/mL,
1000 Qg/mL y 2000 Qg/mL de acuerdo con el disefio de punto
central (Design Expert). Los tratamientos de 1000 Qg/mL de aceite
esencial de citral se prepararon utilizando volumenes de 800 QL de la
solucién amortiguadora citrato-fosfato (con pH de 5, 6 o0 7) mas 100 QL de
cultivo de Salmonella choleraseuis previamente diluido en una solucidn de
agua peptonada y 100 QL de la solucién stock de aceite esencial de 10,000
Qg/mL. Para la concentracién de 2000 Qg/mL se utilizaron 880 QL de las
diversas soluciones amortiguadoras citrato-fosfato, mads 100 QL de inoculo de
Salmonella choleraseuis y 20 QL de aceite esencial stock de 100,000 Qg/mL.
El control fue un tratamiento sin aceite esencial de citral. Estos tratamientos
fueron almacenados a las temperaturas de 52 C, - 52C y -15°C.

La cuenta microbiana se realizd utilizando un volumen 100 QL de los
tratamientos, que se diluyeron en 900 QL de agua destilada contenida en
tubos Eppendorf, los cuales se agitaron en un vortex (Labnet, EUA) a 350
rom durante 10 segundos. Se hicieron diferentes diluciones y se empled la
técnica de gota, reportada por Miles and Misra (1934) para cuantificar las
poblaciones microbianas. Un volumen de 20 QL de las muestras, se vacid en
cajas de petri con medio TSA. Se sembraron cuatro diluciones por cada placa.
Las muestras se incubaron durante 24 h a 37 °C. Se reportan las UFC/mL.

3.0 Resultados y discusion

Los alimentos constituyen una fuente importante en la transmisién de
enfermedades a los humanos. Esta condicidon puede provocar un problema
severo de salud publica. La presencia de bacterias del género Sa/monella
sp. es la segunda causa de enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETA). La bacteria se encuentra principalmente en alimentos como el huevo
crudo o mal cocido, pollo y en general, en carnes mal cocidas o leche cruda.
Debido a sus caracteristicas bioldgicas Salmonella sp. es un microorganismo
que dificulta su control bioldgico. En este estudio se evalud la combinaciéon
de aceite esencial de citral, pH y temperaturas bajas de refrigeracién o
congelacién para inhibir su crecimiento, asimismo, se obtuvieron modelos
matematicos para describir el comportamiento de Salmonella choleraseuis
en estas condiciones de almacenamiento (Sofos, 2013).

Las Tabla 1 muestra el disefio de punto central utilizado para determinar
el efecto y las interacciones de la temperatura, pH y concentracién de
aceite esencial de citral sobre la inactivacién de Sa/monella choleraseuis. Se
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determind la influencia de estos parametros sobre la inactivacion de la bacteria
control durante el tiempo de almacenamiento de O y 8 dias Los resultados
se analizaron aplicando la metodologia de superficie de respuesta (MSR)
mediante una regresion multiple.

Tratamientos y resultados

experimentales para la
inhibicién de Salmonella

choleraseuis ATCC 43890

con la combinacién de

temperatura, pH y aceite
esencial de citral.

. Tiempo O
dias Tiempo 8 dias
Log, Log,o UFC/mL
UFC/mL

-5.0 6.0 0 5.9 6.41
-5.0 6.0 1000 6.51 5.26
-5.0 6.0 1000 6.47 5.24
-15.0 5.0 2000 5.77 2.39
-15.0 5.0 2000 5.19 5
[ 6 | -5.0 7.0 1000 6.73 6.56
-15.0 7.0 2000 4.84 4.41
N -5.0 6.0 1000 6.11 5.33
- o IEE 7.0 2000 4.95 4.21
5.0 6.0 1000 6.38 5.3
-15.0 6.0 1000 6.13 4.47
-15.0 7.0 0 6.58 6.2
5.0 7.0 2000 5.68 3.69
-15.0 5.0 0 5.9 475
-15.0 7.0 0 6.81 6.16
-15.0 5.0 0 5.95 5.07
-5.0 6.0 1000 5.84 5.47
5.0 5.0 2000 4.92 4.21
-5.0 6.0 1000 6.3 5.27
5.0 7.0 2000 5.74 3.17
5.0 5.0 0 5.84 5.47
5.0 7.0 0 6.77 6.42
-5.0 6.0 1000 6.33 4.69
5.0 5.0 0 6 5.69
-5.0 6.0 2000 5.55 4.65
5.0 5.0 2000 4812 5.65
-5.0 5.0 1000 5.8]1 423
5.0 7.0 0 6.27 6.44

aTemperatura (°C)

®pH del medio de tratamiento.

cConcentracidn de aceite esencial de citral (Qg/mL)
4Poblacién microbiana en Log,, UFC/mL

El analisis estadistico muestra que los resultados experimentales se
ajustaron a un modelo cuadréatico, al tiempo de almacenamiento de O dias.
Este modelo describe la influencia de los factores investigados en forma
independiente: temperatura (T), pH y aceite esencial de citral (C) en Qg/mL
y el efecto de las interacciones: T*pH, T*C y pH*C. Asi como el efecto de los
cuadrados: T?, pH? y C2 La ecuacion obtenida es Y = 41406 - 0.097266*T +
0.23379*pH +1.43508*10°3*C + 2.99065*10°*T2 + 0.017991*pH? - 5.27009*10"
7*C? + 0.015737*T*pH +4.76250*10°*T*C - 1.38875*10-**pH*C, donde es Y es
la variable respuesta. El coeficiente de determinacion fue de 0.8197.
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Figura 1

Graficas de superficie de respuesta

para la inactivacion de Salmonella
choleraseuis con la combinacion de
temperatura, pH y concentracion de
aceite esencial de citral al tiempo de O d
de almacenamiento. Aceite esencial de
citral (@) 0 Qg/mL, (b) 1000 Qg/mL, (c)
2000 Qg/mL.
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Para el tiempo de almacenamiento de 8 dias, los resultados experimentales
se ajustaron a un modelo 2FI (interaccidn de dos factores). La ecuaciéon que
describe le comportamiento de Salmonella choleraseuis a este tiempo de
almacenamiento es Y = 3.13683 + 0.21597*T + 0.48385*pH + 1.37233*103*C -
0.031687*T*pH -7.06250*10¢*T*C - 3.75625*10**pH*C, donde Y es la variable
respuesta, ciclos logaritmicos de la poblacidon microbiana de Sa/monella
choleraseuis. El coeficiente de determinacion fue de 0.6804.

Los coeficientes de determinaciéon para el tiempo de almacenamiento de O
dy 8dindican que 18.03% y 31.94% respectivamente de la variacion total en
la respuesta no se puede explicar por los modelos desarrollados. Los valores
F-Modelo fueron 9.09 y 7.45 respectivamente, estos valores indican que los
modelos cuadratico y 2F| para los tiempos de O d y 8 d fueron significativos
(p > 0.05). 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. Para los dos tiempos de tratamiento evaluados, el pardmetro
mas significativo fue la concentracion de aceite esencial de citral. Al tiempo
de O d, el segundo parametro mas significativo fue el pH y posteriormente
el cuadrado de la concentracion de citral. A los 8 d de almacenamiento
el segundo pardmetro con mas significancia fue la interacciéon pH*C vy
posteriormente la interaccion T*pH. Esto significa que los cambios en
concentracion de aceite esencial de citral tienen un efecto significativo sobre
la inactivacién de Sa/monella choleraseuis. A los 8 d de almacenamiento, las
interacciones entre el pH y la concentracion de aceite esencial de citral o la
temperatura, también tienen un efecto significativo sobre la inactivacion de
la bacteria control.

Las graficas 1y 2 muestran las superficies de respuesta para los tiempos de
almacenamiento de O d y 8 d de almacenamiento de los tratamientos. En
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Figura 2

Figura 2. Graficas de superficie de
respuesta para la inactivacion de la
Salmonella choleraseuis mediante

la combinacién de temperatura,

pH y concentracién de aceite

esencial de citral al tiempo de 8 d de
almacenamiento. Aceite esencial de

(c) citral (@) 0 Qg/mL, (b) 1000 Qg/mL, (c)
2000 Qg/mL

la primera grafica se observa el efecto que tiene la concentracion de aceite
esencial de citral con una reduccién significativa de la poblacién de Sa/monella
choleraseuis a 2000 Qg/mL. En la Figura 2 se muestra que la interaccién
temperatura*pH tiene una efecto significativo sobre la reducciéon de las
poblaciones de la bacteria control. La temperatura de -15°C y el pH de 5.0
provocan la inhibicidn microbiana mayor. Este comportamiento puede ser
explicado posiblemente por que en la temperatura de -15°C las bacteria de
Salmonella choleraseuis puede sufrir daflo subletal. La bacteria sufre dafos que
no la inactivan pero la hacen tener cambios como alteracién en la membrana
celular vuelven mas sensible a los agentes antimicrobianos (Booth, 2002).
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Conclusiones

A través del efecto de la combinacién de aceite esencial de citral,
temperatura de refrigeracion o congelacién y pH se obtuvieron modelos
matematicos para la inhibicion de Salmonella choleraseuis. Se observd una
disminucion significativa en el crecimiento en la bacteria control a los 8 d de
almacenamiento en las condiciones de almacenamiento, combinando aceite
esencial de citral, temperatura y pH. El mayor efecto en inhibicidon se observa
a la temperatura de -15 °C y en pH &cido.
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