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RESUMEN

El objetivo general fue evaluar el efecto de extractos metandlicos de cladodio y epidermis de
cladodio de Opuntia ficus-indica (OFI) y O. atropes (OA) sobre la microbiologia de leche cruda
(LC) bovina. Mientras que, los objetivos particulares fueron los siguientes: 1) Caracterizar y
modelar morfoldgica y bromatolégicamente a OFI y OA durante las épocas de estiaje y lluvias,
2) validar la metodologia de microdilucion y extension en placa (M2) como alternativa para el
andlisis de mesofilas aerobias (MA) y coliformes totales (CT) en leche cruda de bovinos, en
sustitucion de la metodologia establecida por las Normas Oficiales Mexicanas (NOM): NOM-
092-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994 (M1) vy, 3) evaluar la actividad antioxidante de
extractos metandlicos de OFI y OA y determinar su efecto sobre BMA y CT al adicionarse
directamente a LC bovina. Para el primer objetivo particular se obtuvieron cladodios de ambas
especies y épocas del afio, se seleccionaron al azar 30 plantas/especie/parcela (15/época) y se
muestrearon 60 cladodios: 50% por nivel (3er y 4to nivel) se obtuvieron los indicadores
morfolégicos y bromatoldgicos/especie, nivel y época. Para el segundo objetivo particular se
determiné el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) mL™ de MA y CT por M2 y
como referencia de acuerdo a las NOM (M1).El andlisis estadistico para determinar la
concordancia entre métodos (M1 vs M2) consistié principalmente en: comprobar normalidad de
los parametros estudiados por la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov; determinar valores
extremos (outliers) y, 3) establecer el coeficiente de correlacion de concordancia (CC) de Lin.
Para el tercer objetivo particular se extrajeron los extractos metanolicos de cladodios y epidermis
de cladodio de OFI y OA mediante extraccion en equipo Soxhlet y por maceracion. En los
extractos obtenidos se determind la concentracion de fenoles totales (FT), flavonoides (FL) y la
capacidad para inhibir radicales DPPH, ABTS y reducir Hierro. Los extractos se adicionaron a la

LC y 2 h post adicién se determiné el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) mL™ de
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BMA y CT por M2. El andlisis estadistico fue a través de la metodologia de los Modelos lineales
generalizados y las diferencias estadisticas entre grupos se obtuvieron a traves del método de
medias de minimos cuadrados. Se encontr6 que los cladodios de O. atropes presentaron
indicadores morfoldgicos de menor magnitud (P<0.05) que O. ficus-indica. Las caracteristicas
nutricionales de O. atropes fueron similares a O. ficus-indica en el estiaje: proteina cruda, 4.70 y
5.64%; extracto etéreo, 0.53 y 0.57%; extracto libre de nitrégeno, 42.18 y 40.82% para O.
atropes y O. ficus-indica, respectivamente. El peso fresco y la fibra cruda de O. ficus-indica
disminuye en época de lluvias, mientras que el contenido de grasa y carbohidratos se incrementa
en dicha época. No se encontré diferencia (P > 0.05) entre los promedios de UFC mL™ de BMA
y CT obtenidos por la metodologia establecida (M1) y la M2. Los promedios de M1y M2 fueron:
2.4x10° y 2.3x10° UFC mL™ de BMA, respectivamente. Para CT fueron: 4.6x10* y 4.8x10* UFC
mL™, respectivamente. La concentracién de FT y FL fue mayor (P<0.05) en los extractos
obtenidos por maceracion que por Soxhlet, pero se encontrd6 mayor (P<0.05): concentracion,
actividad antioxidante y bacteriostatica (disminuciéon de UFC mL™ de BMA y CT) de dichos
compuestos en extractos de epidermis. OA presentd menor concentracion (P<0.05) de FT y FL
que OFI, pero su efecto bacteriostatico fue igual (P > 0.05). La adicién de extractos metandlicos a
LC permite alcanzar el estandar de calidad para BMA; méas no, para CT. Los extractos de
epidermis de O. ficus-indica poseen mayor capacidad antioxidante, sin embargo,
independientemente de la especie, los extractos metanolicos de epidermis de cladodio muestran

mayor eficacia para disminuir BMA y CT en leche cruda.

Palabras Clave: Opuntia spp, bromatologia, microbiologia, validacion, fenoles.
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ABSTRACT

The general objective was to evaluate the effect of methanol extracts of cladode and epidermis of
cladode of Opuntia ficus-indica (OFI) and O. atropes (OA) on the microbiology of bovine raw
milk (RM). Whereas the particular objectives were the following: 1) characterize and to model
morphological and bromatological OFI and OA during the dry and rainy seasons. 2) validate the
methodology of microdilution and spread in plate (M2) as an alternative to the analysis of aerobic
mesophilic bacteria (AMB) and total coliforms (TC) in raw milk of bovine, in replacement of the
methodology established by the Mexican official standards (NOM) (NOM-092-SSA1-1994 and
NOM-113-SSA1-1994 (M1). 3) evaluate the antioxidant activity of methanol extracts from OFI
and OA and determine their effect on AMB and TC when added directly to bovine RM. For the
first particular objective cladodes of both species were obtained during both seasons of the year,
30 plants/species/parcel (15/season) 60 cladodes were selected and sampled randomly: 50% per
level (3 and 4™ level) were obtained morphological and bromatological indicators species™,
level™ and season™. For the second particular objective it was determined the number of colony
forming units (CFU) mL™ of AMB and TC per M2 according to the referenced NOM (M1). The
statistical analysis to determine the concordance between methods (M1 vs M2) consisted mainly
of checking the normality of the parameters studied by the statistical test of Kolmogorov-
Smirnov; to determine extreme values (outliers) and determine the coefficient of correlation of
concordance (CC) of Lin. For the third particular objective methanol extracts were extracted from
cladode and epidermis of cladode from OFI and OA in Soxhlet equipment and by maceration
extraction. In the extracts were determined the concentration of total phenols (TF), flavonoids
(FL) and ability to inhibit radical DPPH, ABTS, and reduce iron. The extracts were added to the
RM and 2 h post addition it was determined the number of colony forming units (CFU) mL™ of

AMB and TC per M2. The statistical analysis was through the methodology of generalized linear
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models and statistical differences between groups were obtained by the method of least square
means. Found that the cladodes O. atropes presented morphological indicators of lesser
magnitude (P< 0.05) that O. ficus-indica. The nutritional characteristics of O. atropes were
similar to O. ficus-indica in the dry seasons: crude protein, 4.70 and 5.64%; ethereal extract 0.53
and 0.57%; nitrogen-free extract, 42.18 and 40.82% for O. atropes and O. ficus-indica,
respectively. Fresh weight and crude fiber of O. ficus-indica decreases in rainy season, while the
content of fat and carbohydrate is increased at this time. No difference was found (P > 0.05)
between averages of CFU mL™ of AMB and TC obtained by the established methodology (M1)
and the M2. The averages of M1 and M2 were: 2.4x10° and 2.3x10° CFU mL™ of AMB,
respectively. TC were: 4.6x10* and 4.8x10* CFU mL™, respectively. TF and FL concentration
was higher (P < 0.05) to the extracts obtained by maceration that by Soxhlet, but most was found
(P < 0.05): concentration, bacteriostatic and antioxidant activity (decrease of CFU mL™ AMB
and TC) of these compounds in extracts of epidermis. OA presented lower concentration (P <
0.05) of FT and FL that OFI, but its bacteriostatic effect was equal (P > 0.05). The addition of
methanol extracts to RM allows to reach the quality standard for AMB; but not for TC.
Epidermis extracts of O. ficus-indica possess greater antioxidant capacity, however, regardless of
the species, the methanol extracts of epidermis from cladode show greater efficiency to decrease

AMB and TC in raw milk.

Key words: Opuntia spp, bromatology, microbiology, validation, phenols.
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INTRODUCCION

Los sistemas de produccion de leche de bovinos a escala familiar, tienen como objetivo el
autoconsumo y la venta de excedentes, puesto que opera con mano de obra familiar y utiliza
granos, forrajes y esquilmos, producidos también por la familia, para la alimentacién del ganado
(Murillo et al., 2009; Flores y Reveles, 2010); por ello, este tipo de sistemas tienen el potencial
de incrementar los ingresos del hogar, reducir pérdidas y generar empleo tanto con la
comercializacion de leche como con la venta de subproductos lacteos (Bennett et al., 2008;
Moreno et al., 2012). En México, los sistemas familiares de produccién de leche aportan el 28%
de la produccién de leche a nivel nacional. Sin embargo, estos sistemas enfrentan una serie de
problemas como: productividad baja (9 a 10 L cabeza™ dia™), falta de organizacién e integracion
econOmica, debido a: escasa o nula tecnificacion (Castelan et al., 2008), comercializacion de sus
productos en mercados locales. Ademas, el ordefio y la elaboracion de subproductos lacteos se
realizan bajo condiciones de poca higiene. Por lo anterior, existe riesgo para la salud de los
consumidores de leche y sus derivados provenientes de este tipo de sistemas (Moreno et al.,
2012), puesto que la leche y sus derivados por si solos son una fuente potencial para el desarrollo
de microorganismos patogenos para los humanos, mismos que se incrementan ante la falta de
higiene de la ubre, de los utensilios o recipientes para la leche e incluso por contacto directo con
fuentes de contaminacién (polvo) proveniente del entorno del sistema ( granja) o, por la

excrecion de este tipo de patégenos por un animal infectado (Oliver et al., 2005).

En Meéxico, las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) marcan los valores estandar de unidades
formadoras de colonia (UFC) mL™ de bacterias mesofilas aerobias (BMA) y coliformes totales
(CT) para que se considere apta para el consumo humano: 6 y 2 (logio) UFC mL™ para BMA y
CT, respectivamente. No obstante, en Michoacan, especificamente en el Noroeste del estado, la

leche cruda proveniente de sistemas familiares de produccién de bovinos present6 entre 6.7 a 7.9
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(1og10) UFC mL™ de BMA y entre 2.3 a 3.5 (Iog;0) UFC mL™ de CT (Carrién et al., 2007). En el
Municipio de Sahuayo, Michoacéan, los estudios determinaron que la leche cruda contenia de 8.0
a 9.0 (logy) UFC mL™ de BMA y de 5.7 a 8.0 (logy) UFC mL™ de CT (Flores et al., 2009).
Valores que superan los estandares y por ello, este tipo de leche no puede considerarse apta para
el consumo humano (NMX-F-700-COFOCALEC, 2004; Zamora et al., 2012). No obstante, esta
problematica no es exclusiva del estado de Michoacan, se presenta en todas las zonas rurales del
pais donde se han establecido los sistemas de produccion de leche a escala familiar (Alvarez et

al., 2012).

Ante esta problematica, diversas investigaciones se han enfocado a evaluar diferentes
tratamientos o procesos para incrementar la calidad e inocuidad de la leche retrasando o
eliminado el crecimiento de microorganismos que alteren su composicién o que sean potenciales
vectores de infecciones para los humanos (Vera et al., 2009). Las principales estrategias
recomendadas por la FAO para evitar el deterioro de la leche son: a) almacenamiento en frio (4
°C) después del ordefio o b) hervir la leche (Muehlhoff et al., 2013). Asimismo, existe la
pasteurizacion: la leche se somete a una temperatura de 62.8°C por 30 min y se enfria
rapidamente a menos de 10°C. Sin embargo, se ha evidenciado que los brotes de enfermedades
en humanos, relacionados con el consumo de leche, fueron provocados por leche no pasteurizada,
asi como también por el consumo de leche pasteurizada (Oliver et al., 2005). No obstante, el
mayor consumo de leche no pasteurizada, por parte de la poblacion en general, es a través de
quesos fabricados con este tipo de leche. Mientras que los productores, empleados del sistema de
produccion, familia y vecinos consumen directamente la leche no pasteurizada (Rojas et al.,
2014). Por ello, es necesario establecer estrategias que coadyuven a reducir la contaminacion

bacteriana de la leche y sus subproductos y acercar a este tipo de productores a los estandares de

Facultad de Agrobiologia “Presidente Judrez”-UMSNH 6



MVZ. Lauro Antonio Delgado Sanchez

calidad que exigen las NOM para evitar que sigan siendo una fuente de riesgo para la salud

publica.

Ante este reto, un grupo de investigadores de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (UMSNH), evaluaron el nopal (Opuntia ficus-indica) como parte de las dietas de vacas
productoras de leche. Asi, una dieta complementada con 12 kg d™* de O. ficus-indica cabeza™,
produjé: a) incremento de la produccién lactea, b) mejoréd la calidad bacterioldgica y
organoléptica de la leche y, c) se incrementd el rendimiento del queso fresco. En relacion a la
calidad bacterioldgica de leche cruda esta contenia menores cuentas bacterianas (-1.0 UFC logig
mL™") para BMA y CT (-0.4 UFC log;p mL™) con respecto al nimero de UFC mL™ encontrados
en leche cruda proveniente de vacas que no consumieron nopal, como complemento de su dieta

(Ortiz et al., 2012).

El hallazgo de la disminucion de BMA 'y CT en leche cruda por efecto de la dieta complementada
con nopal, produjo nuevas investigaciones con el fin de evaluar si la disminucién era producida
por los componentes del nopal o por la interaccion del metabolitos producidos por el animal
durante la digestion y los componentes de la cactacea. Por ello, se evalud el efecto de la adicién
directa (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0% con base a 100 mL de leche) de nopal molido, mucilago, y epidermis
de nopal a la leche cruda, sobre las UFC mL™ de BMA y CT. Esta investigacion arrojé resultados
similares a los obtenidos con la dieta complementada con nopal: se redujo significativamente (P
< 0.05) el nimero de UFC mL™ de dichas bacterias 2 h después de la adicién directa de nopal (O.
ficus-indica) a la leche cruda, ello en comparacién con el testigo (leche cruda sin adicion de
nopal) (Ortiz et al., 2013). Ortiz et al. (2013) concluyen que la adicion de nopal a la leche cruda
puede constituir una alternativa potencial para aumentar la vida atil y reducir el riesgo de

infecciones transmitidas por la leche y sus derivados.
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No obstante, ain se desconoce que compuestos quimicos del nopal son los que realmente tienen
efecto sobre los microorganismos que demeritan la calidad bacterioldgica de la leche cruda. El
efecto antibacteriano del nopal, pudiera asociarse a las defensas quimicas (metabolitos
secundarios) que poseen este tipo de plantas y que son parte constitutiva de las mismas.
(Morrissey et al., 1999; Nimchuk et al., 2003; Mysore et al., 2004; Glazebrook, 2005; Thatcher
et al., 2005; Wiermer et al., 2005). Los metabolitos secundarios que se han identificado en
algunas cactaceas y en otro tipo de plantas son los sesquiterpenos, lactonas, cetonas, acidos
fenolicos, flavonoides y taninos; mismos que presentan actividad antimicrobiana, ya que inhiben
el crecimiento de bacterias y hongos (Gonzales, 2014). Tanto en flores como en cladodios y
frutos de O. ficus-indica se han identificado fitoquimicos con propiedades funcionales (Stintzing
y Carle, 2005; Livrea y Tesoriere, 2006) como los fenoles (Scalbert et al., 2005); entre los que se
encuentran los acidos fenolicos, flavonoides y taninos, (Manach, et al., 2004). Dichos

compuestos fendlicos son parte de la resistencia al ataque de patégenos (Daglia, 2012).

Existen evidencias de que los acidos fendlicos (cumarico, protocatecuico, ferulico,
hidroxibenzoico y salicilico) juegan un papel importante en la resistencia al estrés y ataque de
patdgenos; el acido hidroxibenzoico, presenta actividad antimicrobiana (provoca la muerte de los
microorganismos), mientras que el acido galico posee actividad bacteriostatica (inhibe el
crecimiento bacteriano) (Guevara, et al., 2010). Estos fenoles ya han sido identificado también en
O. ficus-indica (en variedades comerciales y silvestres). Independientemente de su origen
biosintético (plantas, algas, bacterias y hongos) se han demostrado que las moléculas citadas
anteriormente tienen funciones biologicas similares; por ejemplo, antioxidantes, antivirales,
antibacteriana (Kahdem y Marles, 2010). Por lo que posiblemente, los compuestos fendlicos

presentes en el nopal sean los responsables de la disminucion de BMA y CT, en leche cruda de
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bovinos; tanto cuando se alimenta a las vacas con una dieta complementada con nopal, como

cuando el nopal es adicionado directamente a la leche cruda.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, es importante identificar y determinar los compuestos
fendlicos presentes en el nopal; sin embargo, el logro de dichos objetivos implica técnicas de
extraccion que permitan separar la mayor cantidad o concentracion de compuestos de la materia
orgénica (Cevallos et al., 2009) sin deterioro de sus caracteristicas quimicas para su analisis
(Raaman 2006). En las técnicas de extraccion se utilizan solventes de diferente polaridad
(dependiendo de los compuestos que se quieran obtener) y extracciones sucesivas para la
purificacion parcial de los extractos obtenidos. Asi, primeramente se obtienen lipidos y
terpenoides con solventes no polares (hexano y cloroformo) y, posteriormente, se extraen
compuestos de mayor polaridad (fenoles) con solventes polares como: acetato de etilo, alcohol,
metanol o agua (Raaman 2006; Seth y Sarin, 2010). Para ello, el equipo cominmente utilizado en
la obtencion de compuestos organicos, es el Soxhlet. No obstante, la extraccion en Soxhlet
requiere de temperaturas mayores a 50°C; temperatura que puede originar la pérdida de muchos
compuestos quimicos (Akowuah et al., 2008); por lo que se recurre a la técnica de extraccién por

maceracion, la cual se puede realizar a temperatura ambiente (Raaman, 2006).

Aunado a lo expuesto en el parrafo anterior, la cantidad de compuestos fendlicos presentes en
nopal esta relacionado con su composicion bromatologica, aspecto que debe ser considerado al
determinar dichos compuestos (Giletto et al., 2013); puesto que, las caracteristicas
bromatoldgicas de una especie vegetal, como el nopal, pueden cambiar de una especie a otra y
aun dentro de la misma por razones agroecoldgicas (Valares et al., 2011) y, en consecuencia, la

cantidad y tipo de fenoles puede variar (Copia et al., 2012).
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Actualmente, la determinacion de los compuestos fenolicos en los alimentos es una préactica
relevante, debido a su relacién con los efectos benéficos sobre la salud humana; estos compuestos
se asocian con la actividad antiinflamatoria, antioxidante, hipoglucémica, antimicrobiana y
neuroprotectora (Mostafa et al., 2014). Asi, la correlacion entre el contenido de fenoles y
flavonoides se vincula a la actividad antioxidante y esta Gltima, se asocia con la actividad
antibacteriana (Leyva et al., 2013; Deng et al., 2014). Sin embargo, la actividad antioxidante de
una muestra no puede determinarse basandose en una prueba, se requieren de dos o mas: la
determinacion de la capacidad reductora del radical 2,2" bis-azino (3-etilbenzotiazolinasulfonato)
(ABTS), capacidad captadora del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) y la habilidad
reductora de hierro (siglas en inglés: FRAP; Ferric reducing ability of plasma) (Huang et al.,

2005).

Por otra parte, los métodos comunes para determinar la actividad antimicrobiana de nuevos
compuestos quimicos son las pruebas de sensibilidad antimicrobiana por: diluciéon en caldo,
diluciéon en agar o agar vertido en placa y difusion en disco. Sin embargo, en el analisis
microbioldgico de leche, la metodologia exigida por las NOM para la determinacion del nimero
de colonias de bacterias mesdfilas aerobias y coliformes totales (NOM-092-SSA1 1994 y NOM-
113-SSAL1 1994, respectivamente) se basan en la técnica de agar vertido en placa. Técnica que
Unicamente permite hacer el analisis de pocas muestras y repeticiones si se cuenta con una
campana convencional. Ademas, si se requiere de trabajar con mas muestras, debe hacerse a
intervalos de tiempo. Bajo este escenario, se dificulta la evaluacion del efecto de compuestos
quimicos sobre la microbiologia de leche en donde estén implicados varios tratamientos con sus
repeticiones y, es comun, que dichos tratamientos no se analicen en el mismo tiempo y en las
mismas condiciones. Por ello, y para salvar esta desventaja, las diluciones decimales de la

muestra en solucion salina (0.85%) se pueden hacer con base en microlitros (UL); a esta
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conversion se le conoce como microdilucion. No obstante, la cantidad del indculo también debe
ser en microlitros y para inocularlo en el medio se puede utilizar la técnica de inoculo extendido
en placa (Bozek et al., 2014); en la cual, el indculo se agrega sobre la superficie del agar ya

solidificado y se espera la absorcion del mismo para incubar.

Las ventajas de la técnica del indculo extendido en placa son: no existe peligro de eliminar
microorganismos cuando se vierte el agar liquido (45°C) sobre el indculo, el conteo de UFC es
facil puesto que las colonias crecen en la superficie del agar y el volumen de indculo para
sembrar es limitado; 0.5 a 0.1 mL o menor, lo que facilita el conteo de UFC; ya que el numero
esperado es de 20 a 200 o menor (Bozek et al., 2014). Por ello, no requiere de un gran volumen
de muestra en el cual aplicar los tratamientos de interés y las diluciones pueden ser en menor
volumen de solucion salina. En este sentido, Wu et al. (2015) determinaron que los resultados
obtenidos por microdilucién son comparables a la macrodilucion (utilizada cominmente en la
técnica inoculo extendido en placa). No obstante, se requiere validar dicha técnica al utilizar

como referente los resultados del analisis microbioldgico de leche de acuerdo a las NOM.

Por todo lo referido en los parrafos anteriores, el objetivo general de la presente investigacion fue
evaluar el efecto de extractos metandlicos de cladodio y epidermis de cladodio de Opuntia ficus-
indica y O. atropes sobre la microbiologia de leche cruda (LC) bovina, mientras que los
objetivos particulares fueron: a) Caracterizar y modelar esquematicamente los indicadores
morfoldgicos (largo, ancho, grueso y peso) y analisis proximal de O. ficus-indica y O. atropes
durante las épocas de estiaje y lluvias, b) Evaluar el efecto de extractos metandlicos de cladodio y
epidermis de cladodio de O. ficus-indica y O. atropes sobre la microbiologia de leche cruda
bovina, ¢) Evaluar el nimero de UFC mL™ de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales
por microdilucion y extendido en placa y comparar con los resultados obtenidos conforme a las

Normas Oficiales Mexicanas NOM-092-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994 vy, d) Evaluar el
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efecto de la adicion de extractos metanolicos de O. ficus-indica y O. atropes a leche cruda bovina
sobre su microbiologia. Mismos que fueron cumplidos y abordados a lo largo del presente trabajo

a en forma de articulos.

En el primer articulo “Caracterizacion, modelacion morfologica y analisis proximales de Opuntia
ficus-indica y O. atropes durante las épocas de estiaje y lluvias” (Publicado en Revista
Electronica Nova Scientia, 2015, N° 15 7(3), 133-152) se establecidé que en O. ficus-indica, el
peso fresco del cladodio disminuye con las précticas culturales y esto se acentta durante época de
lluvias. En estiaje, se incrementa el largo del cladodio y, en lluvias, el ancho del cladodio se
incrementa. Pero, en esta especie, el contenido de grasa y carbohidratos se incrementa durante la
época de lluvias, con o sin practicas culturales. Por su parte, la proteina cruda y la materia seca no
se modifican en O. ficus-indica por efecto de época de afio o por presencia o ausencia de
practicas culturales. Con respecto a O. atropes, ésta cacticea presenta caracteristicas
morfolégicas de menor magnitud que O. ficus-indica, pero sus caracteristicas nutricionales son
similares a ésta en ambas épocas del afio. Sin embargo, presenta serias dificultades para adaptarse

a terrenos de cultivo (parcela).

En el segundo articulo “Efecto de la adicion de extractos de cladodios y epidermis de O. ficus
indica y O. atropes a leche cruda bovina sobre bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales”
se logré determinar que la adicidn de extractos metandlicos de epidermis de cladodio o cladodio
completo de O. ficus indica y O. atropes a la leche cruda, proveniente de sistemas de produccion
con deficiente sistemas de salud de la ubre y ordefio, mejoré la calidad microbioldgica de ésta,
puesto que disminuyd el nimero de UFC mL™ de bacterias meséfilas aerobias y coliformes
totales. Aunque si bien, los extractos metandlicos de O. atropes (epidermis y cladodio) presentan

menor valor de fenoles totales que los extractos metanolicos de O. ficus indica (epidermis y
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cladodio) poseen mayor efecto sobre cuentas bacterianas cundo se adicionan directamente a la

leche cruda.

Para el tercer articulo “Validacion de la metodologia de microdilucion y expansion en placa
como alternativa para el analisis microbiologico de mesoéfilas aerobias y coliformes totales en
leche cruda”, se comprobd que la microdilucion y cultivo por expansion para el andlisis
microbiolégico de leche permiten obtener resultados comparables a los obtenidos bajo la
metodologia indicada por las NOM para el anlisis microbioldgico de leche cruda y permite el

analisis de mas muestras en un unico intervalo de tiempo.

Finalmente, en el cuarto articulo “Analisis de la actividad antioxidante de extractos metandlicos
de Opuntia ficus-indica y O. atropes y su efecto sobre bacterias mesofilas aerobias y coliformes
totales al adicionarlos directamente a leche cruda bovina” se evidencié que la adicion de
extractos metandlicos de O. ficus-indica y O. atropes a leche cruda disminuy6 el nimero de UFC
mL™ de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales. No obstante, aun y cuando la actividad
antioxidante de los extractos no siempre fue equivalente, todos los extractos presentaron la

propiedad bacteriostatica.
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RESUMEN

El objetivo fue caracterizar y modelar esquematicamente los indicadores morfologicos (largo,
ancho y grueso) y andlisis proximal de las especies Opuntia ficus-indica y O. atropes durante la
época de estiaje y lluvias. La investigacion se realizé en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia-UMSNH. Se obtuvieron cladodios de ambas especies y épocas del afio de dos
parcelas: parcela con practicas culturales (PCP) y sin practicas culturales (PSP). Se seleccionaron
al azar 30 plantas/especie/parcela (15/época) y se muestrearon 60 cladodios: 50% por nivel (3er y
4to nivel); 40 de O. ficus-indica (20 en PCP y 20 en PSP), mientras que en O. atropes, fueron 20
cladodios en PSP. Se obtuvieron los indicadores morfoldgicos y bromatoldgicos/especie, nivel y
época. El andlisis estadistico se realiz6 mediante Modelos de Efectos Fijos y las diferencias
estadisticas (0=0.05) entre parcelas, especies y época, se obtuvieron a través de medias ajustadas
por minimos cuadrados. Se encontré que el peso fresco, en estiaje fue mayor (P<0.05) en O.
ficus-indica en PSP (1.59 #0.25 kg) que en lluvias (0.85 +0.18 kg); sin embargo, el valor
nutricional aumento en el estiaje, especificamente en extracto etéreo (2.97 £1.04%) y en extracto
libre de nitrégeno (64.17 £2.36%). Las caracteristicas nutricionales de O. atropes fueron

similares a O. ficus-indica en el estiaje: proteina cruda, 4.70 y 5.64%; extracto etereo, 0.53 y
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0.57%; extracto libre de nitr6geno, 42.18 y 40.82% para O. atropes y O. ficus-indica,
respectivamente. El peso fresco y la fibra cruda de O. ficus-indica disminuye en época de lluvias,
mientras que el contenido de grasa y carbohidratos se incrementa en dicha época. Pero, la
proteina cruda permanece estable en ambas épocas del afio. Por su parte, O. atropes presenta
caracteristicas morfolégicas de menor magnitud que O. ficus-indica. Sin embargo, sus
caracteristicas nutricionales son similares a esta, tanto en época de lluvias como en estiaje.

Palabras clave: Opuntia spp, practicas culturales, analisis proximal, época

ABSTRACT

The aim of this research was to characterize and to model schematically morphological indicators
(long, wide and thick) and the proximate analysis of the species Opuntia ficus-indica and O.
atropes during rainy and dry seasons. This research was made at the Faculty of Veterinary
Medicine-UMSNH. Cladodes from both species and seasons were obtained from two plots: a
plot with cultural practices (PCP) and a plot without cultural practices (PSP). 30
plants/species/plot (15/season) were selected randomly and 60 cladodes were sampled: 50% by
level (3rd and 4th level); 40 of O. ficus-indica (20 in PCP and 20 in PSP) and 20 cladodes of O.
atropes in PSP. The morphological and proximate indicators for each species, levels and seasons
were obtained. The statistical analysis was performed by the Fixed Effect Model and statistical
differences (0=0.05), between plots, species and seasons, were calculated by comparing the least
square means. Results showed that the mean fresh weight was greater during dry season (P<0.05)
in O. ficus-indica in PSP (1.59 +0.25 kg) than in rainy season (0.85 +0.18 kg), however, the
nutritional value increased during dry season, specifically in ether extract (2.97 £1.04%) and in
nitrogen free extract (64.17 +2.36%). Cladodes of O. atropes showed morphological indicators of
smaller magnitude (P<0.05) than O. ficus-indica. In addition to this, nutritional characteristics of

both species were similar during dry season as follows: crude protein, 4.70 and 5.64%; ether
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extract, 0.53 and 0.57%; nitrogen free extract, 42.18 and 40.82% for O. atropes and O. ficus-
indica, respectively. The fresh weight and the crude fiber of O. ficus-indica decreases in the rainy
season, while the fat and carbohydrates is increased in that time, but the crude protein values
remains stable for both seasons. Meanwhile, O. atropes showed morphological characteristics of
lesser magnitude than O. ficus-indica. However, their nutritional characteristics are similar to

this, both in rainy and dry season.
Keywords: Opuntia spp, cultural practices, proximate analysis, season.
INTRODUCCION

Algunas especies de cactaceas, en la actualidad, juegan un papel importante dentro de la
alimentacion humana (frutas y verduras) (Nerd et al., 2002) y de animales (Palacios, 2010). En
humanos y en animales, la especie Opuntia ficus-indica es la mas utilizada comercialmente
(Esquivel y Araya, 2012). En México, cerca de 150,000 ha de cultivo de nopal son utilizadas
como forraje para la alimentacion animal (Palacios, 2010), sobre todo en zonas marginadas y con
periodos de sequia prolongados (Gebremeskel et al., 2013). Sin embargo, las cactaceas utilizadas
como forraje para el ganado, generalmente sélo se ofrecen como alimento de emergencia
(Zimmermann et al., 2007; Reveles y Flores, 2010), puesto que, los valores de proteina (5.7% de
PC) y energia (2.5 Mcal kg?) que presenta esta planta, son menores a otros forrajes
convencionales para alimentacion del ganado (Baraza et al., 2008; Vazquez et al., 2008). Asi,
una dieta complementada con 12 kg d™ de O. ficus-indica cabeza™, durante la época de estiaje
produce: a) incremento de la produccion lactea, b) mejora la calidad bacterioldgica de leche cruda
y queso fresco y, ¢) mejora la calidad organoléptica y el rendimiento del queso fresco (Ortiz et

al., 2012).
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En la actualidad, el nopal es una alternativa en la alimentacion del ganado en zonas rurales con
estiaje prolongado, sin embargo, O. ficus-indica es la especie mas estudiada en comparacion con
O. atropes, especie nativa del estado de Michoacan, México (Lopez et al., 2008); misma que,
posiblemente posea cualidades que permitan su utilizacion en dietas para el ganado. Por ello, el
objetivo fue caracterizar y modelar esquematicamente los indicadores morfoldgicos (largo,
ancho, grueso y peso) y analisis proximal de O. atropes y O. ficus-indica durante las épocas de

estiaje y lluvias.
MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en Morelia, Michoacan, México, donde se obtuvieron cladodios de
Opuntia atropes (OA) y O. ficus-indica (OFI) durante las épocas de estiaje y lluvias. Las
caracteristicas climatoldgicas fueron: templado sub-humedo, temperatura media anual entre 12°y
18°C, temperatura en invierno de 6 a 11°C, precipitacién de 786 mm promedio anual; lluvias en
invierno de 4 a5 mm (CONABIO, 2008). Los cladodios de OA y OFI provenian de dos parcelas:
en la primera parcela o parcela con practicas culturales, se cultivé OFI en una superficie de 10
m?; las practicas que se realizaron, en esta parcela, fueron: control de arvenses, poda de
formacion y saneamiento. En la segunda parcela o parcela sin practicas culturales, se cultivd OA
y OFI en una superficie de 250 m? 125 m? destinados a OA y 125 m? para OFI; en esta parcela

no se realizaron practicas de control de arvenses, poda de formacion y saneamiento.

Para la caracterizacion de las dimensiones morfoldgicas del cladodio (largo, ancho y grueso) de
ambas especies se seleccionaron al azar, del total de plantas parcela™ especie™, 15 plantas época’
1 cinco de O. ficus-indica en PCP, cinco de O. ficus-indica en PSP y cinco de O. atropes en PSP.
De cada planta se recolectd al azar un cladodio del 3er nivel y uno del 4to nivel y se registro:

peso fresco (peso), éste se obtuvo con una bascula digital (Torrey; modelo L-EQ para Ib, kg y
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0z: México); largo (largo®) y ancho del cladodio (ancho®), medidos con una cinta métrica (cm);
grosor de la punta (grosor”); grosor de la base (grosor®) y grosor medio del cladodio (grosor™),

estas medidas se obtuvieron con un vernier (Somet Inox: 6°/150 mm).

Obtenidas las dimensiones morfoldgicas por cladodio, se realizaron los anélisis proximales o
bromatoldgicos correspondientes, bajo la metodologia descrita por la AOAC (1990). Se
determiné: materia seca (MS), humedad (H), proteina cruda (PC), fibra cruda (FC), extracto
etéreo (EE), cenizas (C) y extracto libre de nitrégeno (ELN). Ademas, se estimd la produccion de
mucilago deshidratado (MD)/especie/parcela/época; a partir de muestras de 300 g de materia
fresca. EI MD se obtuvo mediante la metodologia modificada por Rodriguez (2010). La
extraccion de mucilago y el anélisis proximal se realizaron en el laboratorio de investigacion y

desarrollo de alimentos (LIDA) de la Facultad de Quimico Farmacobiologia-UMSNH.

Para determinar la caracterizacion de las dimensiones morfoldgicas y bromatoldgicas se utilizo
un disefio factorial: 2x2x2 exclusivamente para OFI: 2 épocas (lluvias y estiaje); 2 parcelas (PCP
y PSP) y 2 niveles (3er y 4to nivel). Para la comparacion de las dimensiones morfoldgicas y
bromatoldgicas entre OFI y OA en PSP, se utilizd un factorial, 2x2x2; 2 especies (OF1 y OA); 2
épocas (lluvias y estiaje) y 2 niveles (3er y 4to nivel). El analisis estadistico se realizé mediante
la metodologia de Modelos de Efectos Fijos (Littell et al., 2006) y, las diferencias estadisticas
entre especie, parcela, época y nivel (0=0.05) se obtuvieron mediante la metodologia de medias

ajustadas por minimos cuadrados (Littell et al., 2002).

Para el disefio del modelo esquematico se considerd que, un modelo es un bosquejo que
representa un conjunto real con cierto grado de precision y en la forma mas completa posible,
pero sin pretender aportar una réplica de lo que existe en la realidad (Wadswoth, 1997). Ademas,

las caracteristicas propias del cultivo de Opuntia spp dificultan su estudio, pues el control de los
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eventos climaticos, bajo la produccion en parcelas, fue practicamente nulo; por lo tanto, se
caracteriz6 y modelo el sistema de produccion de nopal en parcela (con y sin practicas culturales)
y por época (estiaje y lluvias) bajo dos esquemas de organizacion: el primero tomo un enfoque de
caja negra, en donde se obtuvieron los factores que pudieron condicionar el funcionamiento del
sistema; en el segundo esquema, se considerd un enfoque con mayor formalidad en donde la
informacidn recabada se integré considerando los criterios de: i) homogeneidad interna con
respecto a una propiedad del sistema; ii) interdependencia relativa de los componentes del
sistema; iii) disciplinas afines como base para descomponer el sistema (Juarez et al., 2008). Para
el disefio del modelo esquematico, que representd el comportamiento morfologico y
bromatoldgico de los cladodios de ambas especies analizadas, se utilizd la metodologia de las

correlaciones de Pearson (SAS, 2010).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los sistemas agricolas se crean, operan y producen en funcion de las caracteristicas de su
contexto, puesto que éste determina en gran medida los insumos, la especie [plantas] presente en
el sistema, las estrategias de produccion, la tecnologia y la inversion econémica (Moreno et al.,
2012). En lo que respecta al contexto (Figura 1) donde se cultivaban las especies analizadas (O.
ficus-indica y O. atropes) éste fue diferente a su habitat natural: Opuntia spp se desarrolla en

climas aridos o semiéridos (Lozano, 2011).

Como se puede observar en la Figura 1, tanto OFI como OA muestran un comportamiento
diferente, de acuerdo a la época del afio, en cuanto a sus dimensiones morfologicas y a su
contenido nutricional. Ademas, OFI presenta diferente comportamiento en dichas variables
cuando se somete a practicas culturales o no. Sin embargo, ambas especies analizadas presentan

mejor comportamiento en los indicadores morfologicos y bromatologicos en época de estiaje.
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CONTEXTO
La climatologia de la
region es: templado sub-
himedo, temperatura
media anual entre 12°C y
18°C. temperatura en
invierno de 6°C a 11°C,
precipitacion de 786 mm
promedio anual; lluvias
en inviemo de 4 a 5 mm

Entradas

Précticas de control de arvenses, poda de
formacién y saneamiento

< @

Estiaje Lluvias Estiaje Lluvias Estiaje Lluvias

v

Ficus,

Salidas Salidas Salidas

Nivel del cladedio Nivel del cladodio Nivel del cladodio Nivel del cladodio Nivel del cladodio Nivel del cladodio

3er 4to Jer 4to Jer 4to Jer 4to 3er 4to 3er 4to
Largo (cm) 48.2 41.8 45.9 37.0 42.0 39.8 45.1 37.5 26.2 19.4 30.2 253
Ancho (em) 14.9 16.7 15.7 15.8 13.0 13.6 14.8 16.5 12.0 10.2 132 12.4
Grueso (cm) 2.8 22 1.8 1.5 2.8 2.8 2.0 L5 1.8 1.7 1.8 1.3
Peso Fresco (kg) 11 0.8 0.9 0.8 1.6 1.3 0.8 0.8 0.4 0.2 0.5 0.3
Materia Seca (%g)  13.4 7.9 6.9 7.7 10.4 10.1 6.7 6.9 11.2 13.9 11.7 11.3
Proteina Cruda (%) 44 8.4 5.9 58 5.6 5.3 4.8 5.6 4.7 52 4.1 4.3

Figura 1. Modelo de caja negra para esquematizar las caracteristicas morfol6gicas (largo, ancho, grueso y
peso) y bromatoldgicas de los cladodios de Opuntia ficus-indica y O. atropes.

Hernandez et al. (2007), Mufioz et al. (2008), Hernandez et al. (2011) y Lozano (2011)
determinaron que, las diferencias morfoldgicas y bromatolégicas entre nopales de la misma
especie, pero diferente poblacion, pueden deberse a efectos climéticos, tales como: humedad,
temperatura, luz, tipo de suelo y elementos del suelo; asi por ejemplo, la proteina cruda se
incrementa en respuesta a la acides o salinidad de los suelos (Lozano, 2011), mientras que, el

peso del cladodio mejora con las practicas agronomicas (Mondragon et al., 2003).

Al analizar los indicadores morfoldgicos de O. ficus-indica, se observd que, el largo del cladodio
(Largo®) del 3er nivel fue de mayor magnitud (P<0.05) bajo parcela con précticas culturales y
durante la época de estiaje: 48.2 £6.6 cm. En época de lluvias, fue de 45.9 +3.1 cm en PCP y de
45.1 +4.0 cm en parcela sin practicas culturales. En el 4to nivel, el largo® no fue afectado

(P>0.05) por la época ni por el tipo de parcela (Tablal).

Facultad de Agrobiologia “Presidente Judrez”-UMSNH 24



MVZ. Lauro Antonio Delgado Sanchez

Tabla 1. Dimensiones morfoldgicas de Opuntia ficus-indica de acuerdo a época, tipo de parcela
y nivel de cladodio

Epoca de estiaje

Parcela Variable X Nivel 3 + X Nivel 4 +
Largo® 48.2¢ 6.6 41.8% 5.1

Ancho! 14.9% 2.4 16.7% 2.0

Con précticas Grosor Medi(il 2.8"‘1 0.4 2.2:? 0.4
Grosor Punta 2.42 0.5 2.0 0.7

Grosor Base! 3.7% 0.4 2.8% 0.8
Peso Fresco® 1.11% 0.4 0.85% 0.24

Largo® 42.0™ 1.9 39.82 4.8

Ancho! 13.0" 1.7 13.6™ 1.3

Sin practicas Grosor Medi(il 2.821 0.4 2.8"; 0.4
Grosor Punta 3.0 0.7 2.2% 0.4

Grosor Base? 4.2 0.4 3.4 0.5
Peso Fresco® 1.59 0.2 1.25" 0.28

Epoca de lluvias

Largo® 45.9° 3.1 37.0% 2.1

Ancho? 15.7% 2.3 15.8% 1.4

Con précticas Grosor Meditil 1.8bi 0.3 1.5°i 0.2
Grosor Punta 2.02 0.4 1.98 0.5

Grosor Base? 2.6 0.6 2.5% 0.5
Peso Fresco® 0.85% 0.2 0.77% 0.10

Largo 45.1° 4.0 37.5% 2.4

Ancho! 14.8% 1.7 16.5% 2.3

Sin practicas Grosor Medicil 2.0bi 0.6 1.5°i 0.1
Grosor Punta 2.12 0.5 1.82 0.3

Grosor Base? 2.7™ 0.6 2.3% 0.4
Peso Fresco® 0.83% 0.2 0.82% 0.16

&= kilogramos; '= centimetros
b= diferencias (P<0.05) dentro de columna
L2= diferencias (P<0.05) dentro de fila.

En relacién al ancho del cladodio (Ancho®), se encontré que, durante el estiaje éste fue mayor en
el 3er (14.9 +2.4 cm) y 4to nivel (16.7 2.0 cm) en PCP. En lluvias, el ancho® fue igual en
amabas parcelas (P>0.05) (Tabla 1). Para grosor medio (Grosor™) del cladodio no se observaron
diferencias (P>0.05) por parcela, pero si por época; las mayores dimensiones (P<0.05) se
encontraron en el estiaje (Tabla 1). Finalmente, el peso fresco (Peso’) de los cladodios de O.
ficus-indica cambia (P<0.05) dependiendo del tipo de parcela, nivel del cladodio y época:

cladodios del 3* nivel presentaron menor Peso” (P<0.05) en época de lluvias: 0.830 a 0.850 kg;
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en estiaje fue de 1.11 +0.45 y 1.59 +0.25 kg en PCP y PSP, respectivamente. El Peso™ del 4%

nivel, fue mayor durante el estiaje (P < 0.05) en PSP: 1.25 +0.28 kg (Tabla 1).

Estos resultados sugieren que O. ficus-indica se comporta mejor en estiaje y bajo précticas
culturales. Aspectos que no concuerdan con Nobel (2002), Blanco y Leyva (2007) y Reveles y
Flores (2010): en época de lluvias las cactaceas mejoran su comportamiento. Pero, las diferencias
morfolégicas en la misma especie se presentan bajo efectos climaticos y culturales diferentes
(Hernandez et al., 2007; Mufios et al., 2008). Respecto al Peso”, se ha establecido que, éste
mejora con las practicas agrondémicas (Mondragon et al., 2003). No obstante, las arvenses
mantienen: humedad, materia organica, nitrégeno e insectos; todos ellos, benéficos para el cultivo
del nopal (Doporto, 2014). Camacho et al. (2007) determinaron que la competencia por la
humedad entre arvenses y Opuntia spp genera disminucion de ésta en el suelo, lo que incrementa
la produccion de biomasa del nopal (5 a 25%). Aspecto que podria explicar el mayor contenido

de materia fresca de O. ficus-indica en la época de estiaje y sin practicas culturales (Tabla 1).

En cuanto a las dimensiones de O. atropes, se encontré que el Peso”, Largo®, Ancho®, y Grosor™
de cladodios del 3* nivel no fueron afectados (P>0.05) por la época (Tabla 2). Reyes et al. (2005)
establecieron que, en Opuntia spp existen especies con menor grado de domesticacién y, debido a
su variabilidad genética, les permite expresar dimensiones morfoldgicas sin cambios observables
de una época de afio a otra. No obstante, en el 4° nivel, el Largo® (25.3 +2.0 cm) y Ancho® (12.4
+0.9 cm) fueron mayores (P<0.05) en época de lluvias (Tabla 2). Aun asi, las dimensiones de O.

atropes fueron similares a lo encontrado por Gonzalez (1999).

Al comparar las dimensiones morfoldgicas de los cladodios se determind que O. ficus-indica
posee mayores dimensiones que O. atropes en ambas épocas del afio (P < 0.05). Sin embargo, en

lluvias atropes presenté dimensiones similares (P > 0.05) a O. ficus-indica en cuanto a: Ancho® y
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Grosor" (Tabla 2). Posiblemente ésta similitud fue determinada por el nivel de humedad; puesto

que, O. ficus-indica se comporté mejor durante el estiaje y O. atropes, en época de lluvias.

Tabla 2. Dimensiones morfoldgicas de Opuntia ficus-indica y O. atropes de acuerdo a época y
nivel de cladodio

Epoca de estiaje

Especie Variable X Nivel 3 + X Nivel 4 +
Largo” 42.0% 1.9 39.8% 4.8
Ancho? 16.0* 1.7 14.4% 1.3
0. ficus-indica G5 |\/|edi?1 2.82 0.4 2.821 0.4
Grosor Punta 3.0 0.7 2.2 0.4
Grosor Base! 4.2 0.4 3.4% 0.5
Peso Fresco® 1.580% 0.251 1.150% 0.278
Largo® 26.2"" 6.7 19.4% 3.3
Ancho? 12.0° 1.9 10.2" 1.3
0. atropes Grosor Medigl 1.821 0.2 1.721 0.3
' Grosor Punta 1.7 0.1 1.2 0.3
Grosor Base! 2.8 0.4 2.2 0.4
Peso Fresco® 0.430% 0.196 0.190% 0.096
Epoca de lluvias
Largo 45.1% 4.0 37.5% 2.4
Ancho! 14.6™ 1.7 14.5% 2.3
0. ficus-indica G5O Medi?l 2.02 0.6 1.521 0.1
' Grosor Punta 2.1 0.6 1.8 0.3
Grosor Base? 2.8 0.6 2.2 0.4
Peso Fresco® 0.956" 0.191 0.620 0.164
Largo’ 30.2°" 2.2 25.3% 2.1
Ancho* 13.2° 0.7 12.4% 0.9
0. afropes Grosor Medio* 1.8° 0.5 1.3*¢ 0.3
- atrop Grosor Punta® 1.8° 0.3 1.5 0.4
Grosor Base! 2.6™ 0.6 1.7° 0.7
Peso Fresco® 0.468% 0.073 0.302% 0.073

&=kilogramos; ‘= centimetros
&b—diferencias (P<0.05) dentro de columna
L 2—djiferencias (P<0.05) dentro de fila.

En cuanto a los valores bromatolégicos de O. ficus-indica, se encontro que la materia seca (MS)
fue mayor (P<0.05) en ambas parcelas durante el estiaje: 13.39 +2.6% en PCP y de 10.39 +0.69%
en PSP. En época de lluvias, la MS fue igual (P>0.05) en ambas parcelas y ambos niveles: 6.72 a
7.72% (Tabla 4). Saenz (2006), encontré que en esta especie la MS es variable (9 a 12%) y su

valor se incrementa con la madurez del cladodio.
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Tabla 3. Caracteristicas bromatoldgicas de Opuntia ficus-indica de acuerdo a tipo de parcela,
época y nivel de cladodio

Epoca de estiaje

Parcela Variable X Nivel 3 + X Nivel 4 +

Humedad®” 86.61% 2.67 92.08% 0.98

Materia Seca?” 13.39% 2.67 7.92% 0.98

Extracto Etéreo?” 0.27% 0.06 0.82% 0.10

Con oracticas Fibra Cruda®” 0 31.70% 3.55 25.13% 0.73
P Proteina Cruda®” 4.38% 1.07 8.34% 0.09
Cenizas?” 22.30% 1.06 25.07% 2.41

E.L.N.9% 41.36% 2.34 40.64% 3.02

Mucilago® 1.76™ 0.42 1.56% 0.34

Humedad®” 89.62" 0.69 89.95" 1.07

Materia Seca?” 10.38™ 0.69 10.05"* 1.07

Extracto Etéreo?” 0.23% 0.13 0.57% 0.03

Sin précticas Fibra Cruda®® 28.80% 5.04 32.90% 2.50
P Proteina Cruda® 5,64 0.53 529" 0.08
Cenizas?® 24.50% 2.86 26.55% 2.27

E.L.N.9% 40.82% 8.11 35.69% 0.51

Mucilago® 2.66% 1.39 2.30* 0.31

Epoca de lluvias

Humedad®” 93.13% 0.83 92.28* 1.91

Materia Seca?” 6.87% 0.83 7.728¢ 1.91

Extracto Etéreo?” 2.97" 1.04 2.01" 1.21

Con bracticas Fibra Cruda®” 0 18.57* 10.83 10.82" 1.13
P Proteina Cruda®” 5.92° 1.02 5.85" 0.94
Cenizas?® 24.35% 3.60 23.42% 3.80

E.L.N.9" 48.18% 13.16 57.89" 4.53

Mucilago® 1.60" 0.59 1.35% 0.85

Humedad®” 93.28%* 0.38 93.08* 0.48

Materia Seca?” 6.72% 0.38 6.92% 0.48

Extracto Etéreo®” 2.25% 1.65 0.72% 0.29

Sin précticas Fibra Cruda®”® 22.62° 0.11 8.04°2 3.92
P Proteina Cruda®” 4.76" 155 5.61° 0.97
Cenizas®” 22.22% 4.74 21.07% 2.43

E.L.N.9" 47.51% 13.84 64.17" 2.36

Mucilago® 1.75* 0.82 1.41* 0.20

%=

porcentaje de muestra en gramos, %= gramos
b= diferencias (P<0.05) dentro de columna
L2 diferencias (P<0.05 dentro de fila.

La fibra cruda (FC) de O. ficus-indica se incrementd (P<0.05) en ambas parcelas y niveles
durante el estiaje: 25.13 a 32.90% (Tabla 4). Posiblemente la disminucion de humedad del suelo
provoco la acumulacion de biomasa en esta cactacea; puesto que, la hemicelulosa, componente de

FC, se incrementa entre 8 a 16% (Camacho et al., 200). En cuanto al extracto libre de nitrégeno

Facultad de Agrobiologia “Presidente Judrez”-UMSNH 28



MVZ. Lauro Antonio Delgado Sanchez

(ELN), no se observaron diferencias (P>0.05) por parcela ni por época, en el 3* nivel: 40.82 a
48.18%. Sin embargo, el 4% nivel presentd mayor ELN en época de lluvias (P<0.05): 57.89 a
64.17% (Tabla 4); valores que concuerdan con Hernandez et al. (2011): 42.9 a 60.7% de ELN en

O. ficus-indica.

En relacion a la proteina cruda (PC) de O. ficus-indica, se encontré menor porcentaje en el 3%
nivel (P<0.05), en la época de estiaje y bajo PCP (4.38 +1.07%) v, el valor maximo se encontrd
en el 4° nivel, en la misma época y parcela (PCP): 8.34 + 0.09%. Hernandez et al. (2011)
sugieren que, la PC en Opuntia spp se incrementa en respuesta a la acidez o salinidad de los
suelos. Sin embargo, Torres (2010) encontré 5.0% de PC en de O. ficus-indica, variedad
Redonda y 5.3% en la variedad Gigante. Valores inferiores al obtenido en el 4™ nivel, pero
similares al resto de los resultados obtenidos (Tabla 4). Al respecto, Herndndez et al. (2011)

observaron 8.48% de PC en cladodios tiernos (450 g de Peso").

En lo referente a O. atropes, en esta especie la MS no fue afectada por época (P> 0.05) en
cladodios del 3er nivel (11.7%), més no asi para el 4° nivel; en éste se encontré6 mayor MS
(P<0.05) durante el estiaje: 13.93 £2.20% (Tabla 5). Sin embargo, estos valores estan dentro del
rango de las cactaceas (De Andrade et al., 2012, 170). En O. atropes, el EE fue mayor (P<0.05)
en el 3* nivel durante las lluvias: 1.23 +0.59%. En el 4™ nivel no se encontraron diferencias por
época: 0.53 £0.14 y 0.90 +0.60% para estiaje y lluvias, respectivamente (Tabla 5). En Opuntia
spp se han observado valores entre 0.40% a 1.73% de EE (Valdez et al., 2008; Guzman y

Chéavez, 2007).

De acuerdo con la Tabla 5, la FC en O. atropes mostré mayores valores (P < 0.05) en época de
estiaje, pero con variabilidad en el 3% y 4" nivel: 31.32 +2.46 y 28.62 +2.72%, respectivamente.

Los valores de FC registrados en Opuntia spp oscilan entre 7.2 a 22.8% (Baraza et al., 2008). Las
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diferencias por época podrian deberse a la relacion inversa entre humedad del suelo y FC del
cladodio (Camacho et al., 2007, 254). El contenido de ELN fue mayor (P<0.05) en época de
lluvias: 64.95 +4.50% y 68.29 +5.69%, para 3% y 4 nivel, respectivamente (Tabla 5). Valores
similares a lo reportado por Kang y Guitari (2009): 58.16 a 68.89% en Opuntia spp. Finalmente,
no se encontrd diferencia (P>0.05) en PC de acuerdo a la época o nivel del cladodio, ésta oscild

entre 4.10 a 5.21% (Tabla 5).

Cuando se comparan las especies analizadas, no se encontraron diferencias en PC por especie,
época o nivel (<5.64%). En cambio, se observé que, la MS fue mayor en O. atropes que en O.
ficus-indica en ambos niveles durante la época de lluvias (P<0.05) (Tabla 5). En EE no se
encontraron diferencias (P>0.05) en época de estiaje entre especies. Sin embargo, en época de
lluvias el EE fue mayor (P<0.05) en el 3* nivel de O. ficus-indica (2.25 +1.65%) que en O.
atropes (Tabla 5). La posible explicacién de estos resultados, hasta cierto grado, es la madurez
del cladodio (Guzman y Chavez, 2007; Guevara y Suassuna, 2009; Hernandez et al., 2011). En
relacion a FC, los cladodios de O. ficus-indica y O. atropes, en ambos niveles, fueron iguales en
la época de estiaje (P>0.05): 28.62 a 32.90%. Pero en lluvias, O. atropes presentd menor FC que
ficus-indica (P<0.05): 9.68 +1.08 y 6.51 +2.28%, para 3 y 4% nivel, respectivamente (Tabla 5).
El contenido del ELN fue mayor en atropes en ambas épocas (P<0.05) que en O. ficus-indica.
Pinos et al. (2010), Torres (2011) y De Andrade et al. (2012) sefialan que, las caracteristicas
bromatoldgicas de Opuntia spp varian de acuerdo a la especie, edad del cladodio, practicas

agrondmicas, fertilidad del suelo y época del afio.
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Tabla 4. Caracteristicas bromatoldgicas de Opuntia ficus-indicay O. atropes en parcela sin précticas
culturales

Epoca de estiaje

Especie Variable X Nivel 3 + X Nivel 4 +
Humedad® 89.62% 0.69 89.95% 1.07
Materia Seca® 10.38% 0.69 10.05% 1.07
Extracto Etéreo® 0.23% 0.13 0.57% 0.03
0. ficus-indica  Fibra Cruda™ 28.80* 504  32.90% 2.50
Proteina Cruda®” 5.64% 0.53 5.29% 0.08
Cenizas®” 24.50™ 2.86 26.55% 2.27
E.L.N.9% 40.82* 8.11 35.69% 0.51
Mucilago® 2.66™ 1.39 2.30% 0.31
Humedad® 88.85% 1.06 86.07° 2.20
Materia Seca® 11.15% 1.06 13.93% 2.20
Extracto Etéreo® 0.17% 0.03 0.53% 0.14
0. atropes Fibra Cruda® 31.32% 2.46 28.62% 2.72
' Proteina Cruda®” 4.70* 0.40 5.21% 0.11
Cenizas™ 21.70% 4.73 14,07 1.42
E.L.N.9% 42.18% 3.54 51.58%2 3.90
Mucilago® 3.96™ 0.54 3.78"™ 0.88

Epoca de lluvias

Humedad®” 93.28" 0.38 93.08* 0.48
Materia Seca® 6.72° 0.38 6.92% 0.48
Extracto Etéreo® 2.25" 1.65 0.72% 0.29
O. ficus.indica  FiPra Cruda™ 2262 911 8.04” 3.92
' Proteina Cruda®” 4.76% 1.55 5.61% 0.97
Cenizas®” 22.22% 4.74 21.07% 2.43
E.L.N.9% 47510 13.84 64.17% 2.36
Mucilago® 1.75* 0.82 1.41* 0.20
Humedad®” 88.26 1.96 88.72% 1.22
Materia Seca®” 11.74% 1.96 11.28% 1.22
Extracto Etéreo® 1.23% 0.59 0.90* 0.66
0. atropes Fibra Cruda® 9.68° 1.08 6.51° 2.28
' Proteina Cruda®” 4.10" 1.26 4.33% 1.00
Cenizas™ 20.05™ 4.82 19.96% 5.14
E.L.N.9% 64.95° 4.50 68.29% 5.69
Mucilago® 3.24" 1.12 2.77" 0.77

9%

porcentaje de muestra en gramos, %= gramos
b= diferencias (P<0.05) dentro de columna
L2 diferencias (P<0.05 dentro de fila.

En lo que respecta a la produccion de mucilago deshidratado (MD), O. atropes produjo entre 2.77

y 3.96 g de MD a partir de 300 g de Peso”. Produccién mayor (P<0.05) a O. ficus-indica: 2.66 g
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(Tabla 5). Rodriguez (2010), encontré en O. ficus-indica 1.08 g de MD a partir de 200 g de
Peso’; lo que equivale a 1.62 g por ajuste de 200 a 300 g de Peso". Sin embargo, la cantidad de
MD depende de: la edad del nopal (cladodio), proceso de extraccion, pérdidas en la molienda o

centrifugacion (Rodriguez, 2010).

Finalmente, la reformulacion del modelo esquematico (caja negra) para el establecimiento del
comportamiento morfologico y bromatoldgico de O. ficus-indica y O. atropes, por efecto de
época y de parcela, permitio establecer que, las dimensiones de los cladodios de O. ficus-indica,
durante el estiaje y bajo précticas culturales se expresan mejor: existe mayor nimero de
asociaciones (P<0.05) entre largo, ancho y grueso con el Peso, en comparacién con PSP, en la
misma época: en ésta, el Grosor™ no se correlaciona (P>0.05) con el resto de las dimensiones
analizadas (Figura 2). Sin embargo, en época de lluvias y bajo PCP, el Grosor™ de los cladodios
de O. ficus-indica se correlaciona (P<0.05) con el Peso”, pero no se asocia con el Ancho®
(P>0.05). En PSP y en la misma época, ocurre algo similar; el Ancho® no se correlaciona

(P>0.05) con el resto de las dimensiones analizadas ni con el Peso™ (Figura 2).

Para el caso de O. atropes, analizada Unicamente en PSP, se puede observar que, en la época de
estiaje presenta un comportamiento similar al O. ficus-indica bajo PSP: asociacion del Peso” con
Ancho® y Largo®; mientras que, Grosor™ no se correlaciona con ningtn indicador morfoldgico.
En la época de lluvias, atropes presenta el mismo comportamiento que O. ficus-indica cultivada
en PSP: el Ancho® no se correlaciona (P>0.05) con el resto de las dimensiones analizadas, ni con

el Peso” (Figura 2).
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Figura 2. Reformulacion de la caja negra para la modelacién esquematica del efecto de época de afio y de
practicas culturales sobre las dimensiones morfoldgicas y bromatoldgicas del cladodio de O.

ficus-indica y O. atropes.

El modelo esquematico sugieren que, tanto O. ficus-indica como O. atropes presentan un mayor
equilibrio entre sus dimensiones morfolégicas y el Peso™ en la época de estiaje. Aunque si bien,
esto fue mas evidente para O. ficus-indica cultivada en PCP. Para el caso de la época de lluvias y
en parcela sin practicas culturales (PSP), tanto O. ficus-indica como O. atropes manifiestan
desequilibrio entre el Peso™ del cladodio y sus dimensiones morfolégicas. Fenémeno que, pudo
deberse a exceso de humedad; puesto que, el ambiente natural donde se desarrolla Opuntia spp es
arido o semiarido (Lozano, 2011) vy, la disminucion de humedad en la parcela mejora su
productividad (Camacho et al., 2007). Vazquez et al. (2007) determinaron que, el crecimiento es
un proceso relacionado al incremento de tamafio (largo, ancho y grueso) unido al incremento de
Peso” y, la ausencia de exceso de agua mejora los procesos de crecimiento del nopal (Nobel

2002). Mientras que, Mondragén et al. (2003) sugieren que, el peso del cladodio de Opuntia spp
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se afecta por la competencia de las arvenses por la humedad, materia organica y nitrogeno.
Aspectos que pudieran explicar el desequilibrio entre el Peso™ y las dimensiones morfoldgicas de

los cladodios analizados en PSP (Figura 2).

En cuanto al comportamiento de los indicadores bromatologicos de O. ficus-indica y O. atropes,
de acuerdo al modelo esquematico (Figura 2), se puede observar que, la cantidad de MD y ELN
presentes en O. ficus-indica bajo PCP y durante el estiaje, no se correlacionan (P > 0.05) entre
ellas, ni con el resto de los indicadores bromatologicos analizados. No obstante, la PC se asocia
(P <0.05) con MS y FC (P < 0.001). Sin embargo, cuando O. ficus-indica se encuentra en PSP y
en el estiaje, PC y MS no se correlacionan (P > 0.05) entre ellas, ni con el resto de los
indicadores analizados. En la época de lluvias, el comportamiento de O. ficus-indica cambia: PC
y MD, no presentan asociacion (P > 0.05) entre ellas, ni con el resto de los indicadores analizados
en PCP. Sin embargo, el comportamiento mejora en PSP, pues solamente la PC no se
correlaciona (P > 0.05) con el resto de las variables bromatolégicas analizadas en esta época

(Figura 2).

De acuerdo con el modelo esquematico (Figura 2) parece que, O. ficus-indica bajo PSP y en
época de lluvias muestra cierto grado de estrés; puesto que, existe menor integracion entre los
indicadores bromatolégicos: la PC no se asocia (P<0.05) con el resto de indicadores analizados.
Blanco y Leyva (2007) establecen que las arvenses son un fuerte competidor para las plantas por
la humedad y nutrientes del suelo. Por lo que, posiblemente Opuntia spp al ser nativa de regiones
con poca precipitacion pluvial (Lozano, 2011) se estrese al cultivarse en terrenos donde exista
poco drenaje y el exceso de humedad provoque que el desequilibrio entre los indicadores

bromatologicos.
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En relacién a O. atropes, se observa un cambio en las asociaciones entre las indicadores
bromatologicos de una época a otra: en el estiaje, PC, MS, FC y EE no se correlacionaron (P >
0.05) entre ellas, ni con los otros indicadores bromatoldgicos; unicamente se asociaron ELN y
MD (P < 0.05). En época de lluvias, MS, FC, ELN y EE no se correlacionan (P < 0.05), s6lo PC
y MD se asocian (P < 0.05) entre ellas (Figura 2). Este comportamiento sugiere que, las arvenses
compiten por nutrientes (Blanco y Leyva, 2007, 21) con O. atropes y O. ficus-indica, durante el
estiaje. Pero, en la época de lluvias, tanto O. atropes como O. ficus-indica son afectadas por
exceso de humedad reflejandose en la pérdida de relacion entre sus indicadores bromatologicos

(Esquema 2).

CONCLUSIONES

En O. ficus indica, el peso fresco del cladodio disminuye con las préacticas culturales y esto se
acentla durante época de lluvias. Mientras que, el ancho, largo y grosor del cladodio se modifica
de acuerdo a la época del afio; en estiaje, se incrementa el largo y, en lluvias, el ancho se
incrementa. Pero, en esta especie, el contenido de grasa y carbohidratos se incrementa durante la
época de lluvias, con o sin préacticas culturales y, disminuye fibra cruda. Finalmente, la proteina
cruda y la materia seca no se modifican por efecto de época de afio 0 por presencia 0 ausencia de

précticas culturales. Aspecto que sigue siendo una limitante en la alimentacién animal.

O. atropes, presenta caracteristicas morfoldgicas de menor magnitud que O. ficus-indica, pero
sus caracteristicas nutricionales son similares a esta, en ambas épocas del afio. Sin embargo,
presenta serias dificultades para adaptarse a terrenos de cultivo (parcela), tal como lo demuestra
la desvinculacién entre sus indicadores bromatoldgicos en ambas épocas del afio. No obstante, O.
atropes es apta para complementar las dietas de bovinos en cualquier época del afio, de acuerdo a

sus caracteristicas bromatoldgicas, mas que morfoldgicas.
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Efecto de la adicion de extractos de cladodios y epidermis de Opuntia ficus-
indicay O. atropes a leche cruda bovina sobre bacterias mesofilas aerobias y

coliformes totales

RESUMEN

Se evalud el efecto de extractos metanolicos (EM) de cladodio y epidermis de Opuntia ficus-
indica (OFI) y O. atropes (OA) sobre la microbiologia de leche cruda (LC). Los EM de OFI y
OA fueron obtenidos por maceracion. Los EM de cada especie se adicionaron a LC (5
repeticiones tratamiento™). El analisis microbioldgico de LC fue 2 h posterior a la adicion de los
EM. Las UFC mL™ de bacterias mesofilas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT) en LC, con
EM, se redujeron (p<0.05) en comparacién al testigo: < 3.1x10° y 1.5x10° de BMA, en LC con y
sin EM, respectivamente y, < 1.9x10° y 1.2 x10° de CT, en LC con y sin EM, respectivamente.
La adicion de EM a LC logro el estandar de calidad para BMA; mas no, para CT. La adicion de

EM de OFI y OA a LC reducen las UFC mL™ de BMA y CT y mejora la calidad microbioldgica

de ésta.
Palabras clave: calidad de leche, Opuntia spp., metabolitos secundarios, extractos polares.
ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the effect of methanolic extracts (ME) from complete
cladodes and cladode epidermis of Opuntia ficus-indica (OFI) and O. atropes (OA) on bovine
raw milk microbiology (RM). The ME of OFI and OA were performed by maceration. The EM
specie™ added at RM (5 repetitions per treatment™). RM microbiological analysis were two hours
after ME addition. The UFC mL™ of aerobic mesophilic bacteria (AMB) and total coliforms

(TC) in RM, decreased (p < 0.05) in comparison to the control; < 3.1x10° and 1.5x10° of AMB,
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and, < 1.9x10° and 1.2 x10° of TC, for RM with and without ME, respectively. The addition of
ME to RM achieved Mexican quality standards for AMB; but not for TC. However both species

reduced AMB and TC UFL mL™ counts improving microbiological quality of RM.
Key words: quality of milk, Opuntia spp., secondary metabolites, polar extracts.
INTRODUCCION

La leche de bovinos (Bos Taurus) es recomendada dentro de la alimentacion humana por la
Organizacion de la Naciones Unidas para Alimentacion y la Agricultura (Muehlhoff et al., 2013),
puesto que es un alimento nutritivo. Sin embargo, la leche también es un medio para el
crecimiento de microorganismos patogenos y, el crecimiento de estos microorganismos hacen de
la leche un vector de enfermedades para el consumidor (Muehlhoff et al., 2013). Dada estas
caracteristicas de la leche, su produccién se encuentra dentro de las estrategias de seguridad
alimentaria y bajo normas de calidad en muchos paises (Fuentes et al., 2013), incluido México.
En el pais existen Normas Oficiales Mexicanas (NOM) que establecen las especificaciones
sanitarias y nutrimentales que debe cumplir la leche para que se considere apta para consumo
humano (NOM-243-SSA1-2010). Sin embargo, debido a la idiosincrasia, economia y escaza
tecnologia presentes en las zonas rurales del pais, la produccion de leche y elaboracion de
subproductos lacteos se comercializan sin tener en cuenta los riesgos de salud publica que puedan

generar (Moreno et al., 2012).

En Mexico la produccion de leche de bovinos se acerca a los 12 millones de litros/afio, de esta
produccion la ganaderia a escala familiar aporta el 9.4% de la produccion nacional (3.000 kg
cabeza™ afio) (Vera et al., 2009, SIAP 2011) y abastece el 50% de las queserias de tipo artesanal
(Garcés et al., 2005). No obstante, en este tipo de sistemas (familiar) la produccion de leche y

elaboracion de derivados se realiza bajo escasa tecnificacion y practicas de higiene (Moreno et
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al., 2012, Arriaga et al., 2013), representando el principal riesgo hacia la salud del consumidor;
puesto que la leche obtenida en este tipo de sistemas y sus derivados artesanales se utilizan para
venta o autoconsumo (Rojas et al., 2014). Ademas, a este tipo de productores les resulta inviable
la inversion de un tanque enfriador o cubrir los costos que genera enfriar y en el proceso de
pasteurizacion de la leche (Muehlhoff et al., 2013). Tal vez por ello, en México, es comun utilizar
la leche cruda sin refrigeracion o pasteurizacion para el consumo o la elaboracion de

subproductos lacteos (Rojas et al., 2014).

Bajo problemas econémicos, tecnoldgicos y productivos de los productores a escala familiar es
dificil que se ejerzan las NOM establecidas para la produccién y consumo de la leche y sus
derivados. Por ello, es necesario establecer estrategias que coadyuven a reducir la contaminacion
bacteriana de la leche y sus subproductos y acercar a este tipo de productores a los estandares de
calidad que exigen las NOM para que deje de ser un riesgo a la salud publica. Se ha establecido
que los frutos y cladodios de O. ficus-indica contienen fitoquimicos con propiedades funcionales
(Stintzing y Carle, 2005; Livrea y Tesoriere, 2006), como los fenoles (Scalbert et al., 2005), los
cuales, estdn considerados como componentes antimicrobianos en plantas (Marzieh y Seyed,
2012) y, fungen como parte de la resistencia al ataque de patdgenos a las plantas (Daglia, 2012).
Ademas, se ha demostrado que dichas moléculas, tienen funciones bioldgicas como por ejemplo,

antioxidantes, antivirales, antibacteriana (bactericida y bacteriostatico) (Kahdem y Marles, 2010).

La cantidad y tipo de fenoles totales en extractos de plantas pueden estar afectados por diversos
aspectos tales como: edad de la planta, genotipo y caracteristicas bromatoldgicas (Koolen et al.,
2013). En relacion a estas ultimas se ha determinado gue tanto la proteina como la materia seca
pueden afectar la cantidad de fenoles totales en los extractos de las plantas (Giletto et al., 2013) y
modificar su eficacia como bactericidas o bacteriostaticos. Al respecto, se ha documentado que al

implementar el nopal (Opuntia spp.) en la dieta de bovinos productores de leche (12 kg d™* de O.
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ficus-indica cabeza™ mas alimento convencional) se incrementa la produccién lactea, mejora la
calidad organoléptica y bacteriologica de leche cruda y queso fresco (Pérez et al., 2010; Ortiz et
al., 2012). Posiblemente estas mejoras en la leche se deban a que el nopal posee propiedades
bacteriostaticas, puesto que disminuye el promedio de unidades formadoras de colonias (UFC)
mL™ de bacterias mes6filas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT) en leche cruda, derivada

de vacas alimentadas con una dieta complementada con nopal (Ortiz et al., 2011).

El efecto de la dieta complementada con nopal sobre cuentas bacterianas en leche cruda también
se ha observado cuando se adiciona directamente a la leche cruda el nopal. Al respecto, Ortiz et
al., (2013), al evaluar el efecto de la adicién directa de nopal molido, mucilago, y epidermis de
nopal (en porcentajes de 0.5, 1.0 y 2% con base a 100 mL de leche) a la leche cruda, sobre las
UFC mL™ de BMA y CT, encontraron una reduccién significativa (P < 0.05) de UFC mL™ para
dichas bacterias dos horas después de la adicion directa de nopal (O. ficus-indica) a la leche
cruda, ello en comparacion con el testigo (leche cruda sin adicién de nopal). Resultados
importantes dentro de la seguridad alimentaria y la problemética de salud publica que enfrentan
los pequefios productores de ganado lechero, tanto para los posibles consumidores de leche y
queso fresco, como para la familia del productor cuando implementan el autoconsumo de leche y
sus subproductos. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de extractos
metandlicos de cladodio y epidermis de cladodio de O. ficus indica y O. atropes sobre la
microbiologia de leche cruda bovina. Debido a que se ha comprobado que los factores
agroclimaticos y practicas culturales influyen en la produccion de metabolitos secundarios de las
plantas por esto fue el interés de evaluar los cladodios de dichas especies provenientes de dos

parcelas diferentes.
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MATERIALES Y METODOS

Las muestras de cladodios de nopal se obtuvieron en Morelia Michoacan México, pertenecian a
las especies O. ficus-indica y O. atropes. Mismas que se encontraban en dos parcelas con manejo
diferente: en la primera parcela o parcela con practicas culturales (PCP), se cultivaba O. ficus-
indica; las préacticas culturales, en esta parcela, fueron: control de arvenses, poda de formacion y
saneamiento. En la segunda parcela o parcela sin practicas culturales (PSP), se cultivaban O.
atropes y O. ficus-indica. La colecta de los cladodios se realiz6 durante el mes de marzo. El
clima de la region es templado, sub-htimedo, que corresponde a la clasificacion Cw (Garcia,

1998); con temperatura media anual entre 18.6°C y precipitacion de 786 mm (INEGI, 2010).

Las muestras de cladodios para la extraccion de fenoles totales fueron del cuarto nivel, de
acuerdo a lo establecido por Santos et al. (1990): 0 a la base del nopal, 1 al primer cladodio (del
suelo hacia arriba) y asi sucesivamente. De cada especie en cada parcela se identifico una planta
para obtener una muestra de cladodio al azar por planta y se formaron tres grupos de muestras
(cladodios): grupo 1 (27 cladodios de O. ficus-indica en PCP), grupo 2 (17 cladodios de O. ficus-
indica en PSP) y grupo 3 (29 cladodios de O. atropes en PSP). De cada grupo se recolectaron 5
cladodios del tercer nivel para el analisis bromatoldgico de cladodios de ambos niveles. Se
identificaron y recolectaron en total 83 cladodios. Cada cladodio se identific y midio el largo

con una cinta métrica (cm).

Obtenidas las dimensiones morfolégicas por cladodio, se realizaron los analisis bromatoldgicos
correspondientes, bajo la metodologia descrita por la AOAC (1991). Se determind: materia seca
(MS), humedad (H), proteina cruda (PC), fibra cruda (FC), extracto etéreo (EE), cenizas (C) y

extracto libre de nitrégeno (ELN). Ademas, se estimo la produccién de mucilago deshidratado
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(MD)/especie/parcela/época; a partir de muestras de 300 g de materia fresca. EI MD se obtuvo

mediante la metodologia modificada por Rodriguez (2010, 17).
METODOS DE EXTRACCION

Posterior al lavado de los cladodios, la mitad de muestras del cuarto nivel (cladodios) de cada
grupo se corté en trozos de 2 cm® para obtener de estos los extractos de cladodios. Del resto de
cladodios del cuarto nivel, se retir6 la epidermis con un pelador manual. Los trozos de cladodios
y de epidermis se deshidrataron a 40°C por 72 y 24 h respectivamente. Deshidratadas las
muestras se molieron en mortero de porcelana hasta obtener polvo para mezclar este y
homogenizar de acuerdo al tipo de muestra (cladodio o epidermis) y grupo de muestra (especie y
tipo de parcela), asi se almacen6 a — 4°C en obscuridad. Los extractos se obtuvieron por el
método de maceracion con extracciones sucesivas utilizando n-hexano, cloroformo y metanol, en
este orden de acuerdo a la metodologia descrita por Raaman (2006). Se utilizaron 5 g de muestra
(cladodio o epidermis de cladodio/grupo) para macerar con 50 mL de cada solvente en agitacion
orbital (Thermo Scientific MaxQ), durante tres dias a temperatura ambiente (25°C). Entre cada
cambio de solvente el extracto se filtrd para almacenarlo en oscuridad a - 4°C y la muestra se

macer0 con el solvente siguiente (Raaman, 2006). La extraccion se realizo con 3 repeticiones por

grupo.
CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

Los compuestos fendlicos totales (FT) se cuantificaron Gnicamente en los extractos metandlicos.
La mezcla de reaccion consistié en: 550 pL de agua destilada; 50 puL de extracto y 100 pL de
reactivo Folin-Ciocalteu (FC; Sigma Aldrich®). 8 min después de iniciada la reaccién de

oxidacion, se agregaron 300 pL de Na,COs; para dejar reposar por 15 min a temperatura
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ambiente. Transcurrido este tiempo, se tomo la lectura de absorbancia a 760 nm en un

espectrofotémetro (UV-Vis Nanodrop 2000C®), con su respectivo blanco (Makkar, 2000).

Para la determinacion de los valores de FT, en extractos, se construy6 una recta de &cido galico
(AG) partiendo de una solucién con 0.5 pg pL™* de AG, de la cual, se tomaron vol(imenes de 5 a
350 pL con intervalos de 10 pL, afiadiendo agua destilada necesaria para alcanzar los 600 pL y
reactivos (100 pL de FC y 300 pL Na,COj3). Cada volumen se midié con 6 repeticiones. Los
valores se midieron en pg equivalentes a 4cido galico (EAG) pL™ ello de acuerdo con Makkar,
(2000), para ello, se estimé el valor pg EAG pL™ con base a los promedios de absorbencia por
volumen analizado. Esto se realiz6 por medio de los estimadores de la regresion lineal (SAS,
2008); donde Py fue igual a 0.359 (P < 0.001) y B, fue de 20.081 (P<0.001), lo que significo que
por cada unidad de absorbencia (nm) se incrementa en 20.081 pg EAG. Los valores obtenidos se

expresaron como mg EAG/100 g™ de peso seco (PS).
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LECHE CRUDA BOVINA

Se utilizaron 3,500 mL de leche cruda (LC) recién ordefiada y almacenada en un tanque frio de
500 Its, misma que fue depositada en un recipiente hermético estéril para transportarla a 4 °C, tal
como lo marca la NOM (NOM-SSA-109-1994). Del total de LC obtenida se formaron siete
grupos de tratamientos, cada uno con 5 muestras por grupo (100 mL de leche cruda/muestra). Los
grupos fueron; grupo 1) testigo; LC sin extracto, grupo 2) LC con extractos de cladodios de O.
ficus-indica en PCP, grupo 3) LC con extractos de cladodios de O. ficus-indica en PSP, grupo 4)
LC con extractos de cladodios de O. atropes en PSP, grupo 5) LC con extractos de epidermis de
cladodios de O. ficus-indica en PCP, grupo 6) LC con extractos de epidermis de cladodios de O.

ficus-indica en PSP y grupo 7) LC con extractos de epidermis de cladodios de O. atropes en PSP.
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La adicion de extractos metanolicos a LC, se realizé en igual dosis de FT; 1390 ug EAG/UL por
muestra, para ello y para retirar el metanol, se concentr6 el volumen de extracto suficiente con
base en los valores de FT encontrado en cada grupo (Tabla 2), en un evaporador giratorio
acoplado a una bomba de vacio hasta obtener una completa sequedad del extracto esto de acuerdo
a la metodologia descrita por Tolosa y Cafiizares (2002). el extracto concentrado se disolvio en 4
mL de agua destilada estéril. A cada muestra de LC de 100 mL, se le adiciond directamente la
dosis de extracto diluido en agua (1390 pg/4 mL). Todas las muestras se dejaron reposar a

temperatura ambiente (25°C) por 2 h.

El anélisis microbioldgico de las muestras se realizd bajo los criterios de las NOM: NOM-110-
SSA1 (1994), NOM-113-SSA1 (1994) y NOM-092-SSA1-1994, 2 h post-tratamiento de la LC
con extractos. El conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC) mL™, tanto para CT como

para BMA, se realiz6 a las 24 y 48 h.

Con la informacion recabada se elabor6 una base de datos para su analisis estadistico, previa
trasformacion de los valores a logiy, a través de la metodologia de los Modelos lineales
generalizados (GLM, siglas en inglés) (SAS, 2000) y las diferencias estadisticas entre grupos se
obtuvieron mediante el método de medias de minimos cuadrados (Lsmeans, siglas en inglés)

(SAS, 2000).
RESULTADOS

El analisis bromatologico de los cladodios de O. ficus-indica y O. atropes y la comparacion entre
estas especies determinaron que la MS fue mayor (P < 0.05) en O. atropes que en O. ficus-indica
en ambos niveles (Tabla 1). Para el extracto etéreo (EE), se encontrd que éste fue mayor (P <
0.05) en cladodios del 3* nivel de O. ficus-indica y O. atropes comparados con los cladodios de

4% nivel dentro de la misma especie (Tabla 1). No obstante, O. ficus-indica mostré mayor (P <
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0.05) concentracion de EE que O. atropes. En relacion a fibra cruda (FC), los cladodios de O.
atropes presentaron menor FC (9.68 +1.08 y 6.51 +2.28%, para 3% y 4% nivel, respectivamente)
que O. ficus-indica (P < 0.05). El contenido del ELN fue mayor en O. atropes (P < 0.05) que en
O. ficus-indica. En lo que respecta a la produccion de mucilago deshidratado (MD), O. atropes

produjo entre 2.77 y 3.96 g de MD a partir de 300 g de peso fresco (PF).

Tabla 1. Caracteristicas bromatoldgicas de cladodios de Opuntia ficus-indica y O. atropes
en parcela sin practicas culturales.

Especie Variable X Nivel 3 + X Nivel 4 +
Humedad®” 93.28" 0.38 93.08% 0.48
Materia Seca®” 6.72" 0.38 6.92° 0.48
Extracto Etéreo?” 2.25" 1.65 0.72% 0.29
O. ficus-indica  FiPra Cruda™ 2262 911 8.04" 3.92
' Protefna Cruda®” 4.76% 1.55 5.61% 0.97
Cenizas®” 22.22% 4.74 21.07% 2.43
E.L.N.9% 47510 13.84 64.17% 2.36
Mucilago® 1.75% 0.82 1.41% 0.20
Humedad®” 88.26% 1.96 88.72% 1.22
Materia Seca®” 11.74% 1.96 11.28% 1.22
Extracto Etéreo?” 1.23% 0.59 0.90% 0.66
O. atropes Fibra Cruda®”® 9.68% 1.08 6.51" 2.28
- atrop Proteina Cruda®” 4.10* 1.26 4.33% 1.00
Cenizas®” 20.05% 4.82 19.96% 5.14
E.L.N.9% 64.95 4.50 68.29% 5.69
Mucilago® 3.24" 1.12 277" 0.77

v .
9= porcentaje de muestra en gramos, 9= gramos

b diferencias (P<0.05) dentro de columna
2= diferencias (P<0.05 dentro de fila.

Finalmente, no se encontrd diferencia (P > 0.05) en proteina cruda (PC) de acuerdo a la especie o
nivel del cladodio, ésta oscilé entre 4.10 a 5.61%.En relacion a fenoles totales presentes en los
extractos metandlico se encontré efecto (P = 0.0001) de la interaccién fuente del extracto
(cladodio o epidermis)*especie (O. ficus-indica y O. atropes)*tipo de parcela (CPC y SPC) sobre
fenoles totales (Tabla 2). Al respecto, los extractos obtenidos de epidermis de cladodio
presentaron mayor cantidad (348 a 569 mg EAG 100 g*) de fenoles totales (P < 0.05), en

comparacion con los extractos obtenidos de cladodios completos (174 a 268 mg EAG 100 g%).
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Mientas que, los extractos de O. ficus indica en PCP y PSP mostraron mayor (P < 0.05) cantidad
de fenoles totales (268 a 569 mg EAG 100 g™*) con respecto a O. atropes en PSP: 174 a 348 mg

EAG 100 g™ en PS, para cladodio completo y epidermis, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Fenoles totales de extractos metandlicos de cladodio y epidermis de nopal de
acuerdo a especie y parcela.

Especie Parcela Promedio D.E.

(mg EAG/100 g)
O. ficus-indica Con practicas 2682 + 43
Cladodio O. ficus-indica  Sin practicas 2632 + 24
O. atropes Sin préacticas 174° + 48
O. ficus-indica Con précticas 500° + 39
Epidermis O. ficus-indica Sin précticas 569¢+ 30
O. atropes Sin practicas 348°+ 33

a, b, ¢, d y e= diferencias estadisticas (P < 0.05) dentro de columna.
D.E.= desviacion estandar.

De acuerdo con los valores de la Tabla 2, los extractos de epidermis de O. ficus-indica cultivada
en PSP mostraron mejor comportamiento (P < 0.05) en cuanto a FT (569 mg EAG 100 g). En
cuanto a extractos de epidermis se refiere, O. atropes cultivada en PSP fueron los que menor

cantidad (P < 0.05) de FT produjeron (348 mg EAG 100 g%).

En relacion al efecto de la adicion de extractos metandlicos a la leche cruda (LC) sobre cuentas
bacterianas (UFC mL™) de BMA se encontré que, la fuente del extracto (cladodio y epidermis) y
parcela no afecto (P > 0.05) las UFC mL™ de BMA en LC. Por el contrario la especie del nopal
(O. ficus-indica y O. atropes) afectdé las UFC mL™de dichas bacterias en LC (P < 0.05). Se
encontré que la LC adicionada con extractos de O. atropes redujo (P < 0.05) con mayor
eficiencia las UFC mL™ de BMA (5.0x10* y 7.9x10% UFC mL™, para extractos de cladodios y
epidermis, respectivamente) en comparacién con las cuentas bacterianas de LC adicionada con
extractos de O. ficus-indica (3.1x10° y 1.9x10° UFC mL™ de BMA, para extractos de cladodios y

epidermis, respectivamente). No obstante, las UFC mL™ de BMA en LC de todos los
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tratamientos analizados fueron menores (P < 0.05) al tratamiento testigo (1.5x10° UFC mL™ de

BMA en LC sin adicion de extractos de nopal) (Tabla 3).

Tabla 3. Microbioldgico de leche cruda adicionada con extractos metanolicos de cladodio y
epidermis de nopal de acuerdo a especie y parcela.

Mesofilas aerobias Coliformes totales
Seccion Especie Parcela Prom. EE Prom. EE
(UFC/mL) "~ (UFC/mL) T
Testigo~ 1.5x10°*  0.14x10"°  1.2x10®*  0.13x10"
O. ficus-indica CON Précticas  1.9x10™  0.14x10°  7.9x10%  0.13x10’
Cladodio ' Sin racticas 3.1x10®°  0.14x10'  3.9x10*°  0.13x10
O. atropes P 5.0x10*  0.14x10' 5.0x10"  0.13x10
O. ficus.indica CO Précticas  19x10”  0.14x10°  1.9x10%  0.13x10’
Epidermis 1.5x10®  0.14x10'  1.0x10*  0.13x10*

O.atropes ~ “IMPracticas og.90%  014x10'  3.9x10®  0.13x10*

a, b y c= diferencias estadisticas (P < 0.05) dentro de columna.
*= leche cruda sin extracto.

Para CT se encontro efecto (P = 0.0001) de la fuente del extracto (cladodio o epidermis) y de
especie. Las UFC/mL de CT en LC adicionada con extractos de nopal (cladodio o epidermis),
independientemente de la especie, fueron menores (P < 0.05) al tratamiento testigo (1.2 x10°
UFC mL™ de CT en LC). Sin embargo, las UFC mL™ de CT en LC adicionada con extractos de
cladodios de O. ficus-indica, independientemente del tipo de parcela en la que se cultivd,
mostraron mayor reduccién CT en LC (3.9x10* a 7.9x10%) en comparacién con extractos de
epidermis de O. ficus-indica (1.0x10° a 1.9x10° UFC mL™). Para el caso de los tratamiento con
extractos de cladodios o de epidermis de O. atropes, se encontrdé que ambos extractos tuvieron el
mismo efecto (P < 0.05) sobre la reduccién de cuentas bacterianas de CT en LC (5.0X10* y
3.9x10* UFC mL™, respectivamente). Resultados estos, iguales (P > 0.05) a los observados en LC

adicionada con extractos de cladodio de O. ficus-indica (Tabla 3).
DISCUSION

Se ha establecido que la composicion bromatolédgica puede afectar la sintesis y la cantidad de

fenoles totales presentes en los extractos de las plantas. Giletto et al. (2013) observaron que a
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mayor concentracion de nitrogeno (PC) la MS disminuye y la cantidad de fenoles totales se
incrementa. Con respecto a los resultados de MS obtenidos en cladodios de O. ficus-indica y O.
atropes (Tabla 1), estos valores estuvieron dentro del rango de las cactaceas: 76 a 165 g de MS
por cada 1000 g de materia fresca (MF) (De Andrade et al., 2012). En los aspectos de la PC de
los cladodios de las especies analizadas (Tabla 1), los valores son consistentes con lo establecido
para Opuntia spp. Torres (2011) encontré 5.0% de PC en O. ficus-indica, variedad Redonda y
5.3% en la variedad Gigante. Valores similares a los resultados obtenidos en este estudio.
Hernandez et al. (2011) observaron 8.48% de PC en cladodios tiernos (450 g de PF); no obstante,
estos mismos investigadores sugieren que la PC en las cactaceas se incrementa en respuesta a la
acidez o salinidad de los suelos. De acuerdo a lo citado anteriormente, dentro de los factores que
pueden determinar, hasta cierto punto, la cantidad de FT presentes en los extractos de nopal

analizados en esta investigacion seria la MS.

En lo referente a la cantidad de FT obtenidos a partir de extractos de O. ficus-indica y atropes, se
ha reportado valores de 900 a 1100 mg EAG 100 g™ (Moussa et al., 2014) y 1780 a 1990 mg
EAG 100 g (Guevara et al., 2010) de FT obtenidos de extractos de cladodios completos de O.
ficus-indica. Valores superiores a los obtenidos en este trabajo con cladodios de O. ficus-indica
(263 + 28 a 268 + 43 mg EAG 100 g™) y O. atropes (174 + 48 mg EAG 100 g%). Variacion que
posiblemente esta relacionada con factores, tales como: condiciones agroecoldgicas de la region
donde se recolectaron los cladodios, especie, madurez del cladodio, métodos de extraccion y
método de andlisis de FT (Koolen et al., 2013). Asi, por ejemplo, en la presente investigacion se
encontrd que la asociacion entre materia seca (MS) de los cladodios y FT fue negativa (r = -0.54;
P=0.003) y los estimadores de la regresion (Bo = 0.345; P = 0.001 y B; = -0.012; P=0.003)
determinaron que, por cada gramo de MS del cladodio se obtiene -0.012 mg EAG 100 g™ al

respecto, la MS promedio de los cladodios (90 dias de edad) utilizados para obtener los extractos
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fue de 6.7 £ 1.65 y 11.7 + 1.96 g (por cada 100 g de materia fresca) para O. ficus-indica y O.
atropes, respectivamente. Mientras que Guevara et al. (2010), utilizaron cladodios jovenes, los
cuales debieron tener entre 3.0 a 3.7 g de MS, ello de acuerdo con la clasificacion de la edad de

O. ficus-indica a partir de MS (Pinos et al., 2010).

En cuanto a valores de FT de extractos de epidermis de cladodio Cai et al. (2010) encontraron
555.0 mg EAG 100 g*; valor similar al encontrado en epidermis de O. ficus-indica cultivada en
PCP, menor a O. ficus-indica cultivada en PSP y, mayor a la cantidad de fenoles totales
encontrado en extractos de epidermis de O. atropes (Tabla 2). De la misma forma, otras
investigaciones hacen referencia a que en este tipo de extractos, la cantidad de FT es mayor en
extractos de epidermis de plantas o frutos, derivados del proceso de transformacion de frutas y
verduras, en comparacion con la pulpa del producto de origen (Ndhlala et al., 2007; Conde et al.,
2010; Parashar et al., 2014). En este sentido, Moussa et al. (2014), encontraron mayor cantidad
de FT en la cascara del fruto de O. ficus-indica (Tuna) que en la pulpa. Hallazgos que concuerdan
con los resultados de la presente investigacion: mayor cantidad de FT en extractos de epidermis

(P <0.05) que en los extractos de cladodios completos (Tabla 2).

La importancia de los extractos analizados en esta investigacion radicd en probar su efecto sobre
BMA y CT presente en la leche cruda (LC) de bovinos. Al respecto, la LC adicionada con
extractos de cladodio o epidermis mostraron menor carga de BMA y CT (P < 0.05) en
comparacion con el testigo (Tabla 3); ademas, los valores de BMA en LC, adicionado con dichos
extractos de nopal, se encontraron dentro de los estandares de calidad para que la LC se considere
apta para consumo o elaboracién de subproductos (1.2x10° UFC mL™ de BMA), ello de acuerdo
a la NOM (NMX-F-700-COFOCALEC, 2004). Aspecto que no ocurrié con CT, aun y cuando las

cuentas de este tipo de bacterias en LC se redujeron en comparacion con el testigo, los valores
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encontrados no cumplieron con los estandares establecidos por la NOM (1x10° UFC mL™ de CT)

para que la leche se considere apta para consumo humano (NMX-F-700-COFOCALEC 2004).

En relacion al efecto bacteriostatico de los extractos de nopal (O. ficus-indica y O. atropes)
analizados sobre la carga bacteriana (BMA y CT) de la LC, Sanchez et al. (2010), determinaron
efecto de extractos etandlicos y metanolicos de cladodios de O. ficus-indica sobre bacterias
Gram-negativas, como el caso de Vibrio cholerae. Por su parte, Ortiz et al. (2013), al adicionar
directamente epidermis de cladodios y fragmentos de cladodios de O. ficus-indica en base fresca,
observaron resultados similares a los encontrados en la presente investigacion: las UFC mL™ de
BMA se redujeron y lograron los valores establecidos por la NOM (P < 0.05), para el caso de las
cuentas de CT en LC, éstas también disminuyeron en comparacion al testigo (P < 0.05); pero, no

lograron disminuir la carga de CT en LC a niveles exigidos por la NOM.

El menor efecto de los extractos metanolicos sobre CT puede deberse a que las bacterias Gram-
negativas ofrecen mayor resistencia que las Gram-positivas a la entrada de antimicrobianos a la
célula (Nikaido, 2003), pues poseen una membrana celular externa la cual, tiene como limite de
exclusion moléculas mayores a 600 Da mientras que, el limite de exclusion en Gram-positivas
que carecen de membrana celular externa es de 100 kDa, mucho mayor que la mayoria de
compuestos que actlan como antimicrobianos (Calvo y Martinez, 2009). Al respecto, se
considera como bacterias coliformes totales a bacterias Gram-negativas de la familia
Enterobacteriaceae (Savichtcheva y Okabe, 2006). No obstante, las BMA incluyen a bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas que pueden crecer a temperaturas de 35 a 48° C (NOM-092-
SSA1-1994). Asi, los CT de LC adicionada con extractos de cladodio y epidermis de Opuntia spp

presentan mayor resistencia a los compuestos fenolicos que las BMA.
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Los efectos de los extractos de cladodios o epidermis sobre las cuentas bacterianas en LC puede
deberse a los fenoles encontrados en extractos polares (metanol, etanol y agua) de cladodios de
O. ficus-indica como los acidos fendlicos, flavonoides y taninos (Lee et al., 2003; Ginestra et al.,
2009; Moussa et al., 2014). Respecto a los acidos fendlicos, Gutiérrez et al. (2012), evaluaron la
concentracion inhibitoria minima de acidos fenolicos como el hidroxibenzoico, protocatecuico y
galico, sobre bacterias Gram-negativas y Gram-positivas patogenas de alimentos y encontraron
inhibicién de las bacterias por efecto de todos los acidos fenolicos evaluados. Al respecto,
Otshudi et al. (2000), encontraron que las plantas que presentan mayor cantidad de fenoles tienen

mayor actividad antimicrobiana.

La accion de los fenoles sobre las bacterias, de acuerdo con Sé&nchez et al. (2010), puede
establecerse a partir de que estos compuestos dafian la membrana celular, provocan la
disminucion del pH citoplasmatico y la produccion de ATP. Ultee et al. (2002), determinaron que
la actividad antimicrobiana de los fenoles se debe a su anillo aromético y principalmente al grupo
hidroxilo (-OH), con el que cuentan los fenoles (a veces con mas de uno). Con el -OH, los fenoles
pueden actuar como acarreadores de cationes monovalentes del citoplasma al espacio
extracelular; al llegar un fenol al citoplasma intercambia su protdn hidrogeno (H+) por un ion
potasio (K+) u otro catién (Ultee et al., 2002). Este intercambio provoca la despolarizacion de la
membrana celular (Whiteaker et al., 2001) vy, la despolarizacion o polarizacién de la membrana
celular es considerado como dafio en la misma (Yuroff et al., 2003; Bot y Prodan, 2009),

afectando la homeostasis y finalmente muerte celular (Ultee et al., 2002).

Para el caso del mayor efecto de los extractos de cladodio o epidermis de O. atropes en
comparacion con O. ficus-indica sobre BMA (Tabla 3), ello pudo deberse al tipo de fenoles
presentes en cada extracto mas que a la cantidad de fenoles totales. Sin embargo, en la presente

investigacion no se determiné la composicién de los fenoles totales de acuerdo al tipo de extracto
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(epidermis o cladodio completo) y especie (O. ficus-indica o atropes). No obstante, que el
compuesto de referencia fue acido Galico, el tipo de fenoles totales puede variar y esta variacion
afecta su capacidad antimicrobiana (Blainsky et al., 2013). Ultee et al. (2002), determinaron que
a pesar de que dos fenoles pueden ser muy similares éstos no reflejan la misma actividad
antimicrobiana y antioxidante. Esto podria sugerir que los fenoles presentes en los extractos de O.
atropes presenten mas actividad antimicrobiana independientemente de que en éstos se encontro

menor cantidad de fenoles.
CONCLUSION

La adicion de extractos metandlicos de epidermis de cladodio o cladodio completo de O. ficus
indica y O. atropes a la leche cruda, proveniente de sistemas de produccion con deficiente
sistemas de salud de la ubre y ordefio, permitié mejorar la calidad microbioldgica de esta, puesto
que disminuyé el nimero de UFC mL™ de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales.
Aunque si bien, los extractos metandlicos de O. atropes (epidermis y cladodio) presentan menor
valor de fenoles totales que los extractos metandlicos de O. ficus indica (epidermis y cladodio)
poseen mayor efecto sobre cuentas bacterianas cuando se adicionan directamente a la leche

cruda.
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Validacion de la metodologia de microdilucion y expansion en placa como
alternativa para el analisis microbioldgico de mesoéfilas aerobias y coliformes
totales en leche cruda

RESUMEN

El objetivo fue validar la metodologia de microdilucién y extension en placa (M2) como
alternativa para el analisis de mesotfilas aerobias (MA) y coliformes totales (CT) en leche cruda
de bovinos, en sustituciéon de la metodologia establecida por las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM): NOM-092-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994 (M1). Se determind el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) mL™ de MA y CT por M2 y como referencia de acuerdo
a las NOM (M1). Obtenidos los valores de cada metodologia (M1 y M2), el andlisis estadistico
consistié en lo siguiente: 1) Comprobar normalidad de los parametros estudiados por la prueba
estadistica de Kolmogorov-Smirnov; 2) Determinar valores extremos (outliers); 3) Determinar el
coeficiente de correlacion de concordancia (CC) de Lin; 4); Obtener los valores de la pendiente y
la ordenada al origen (regresion lineal) y 5) Anélisis gréfico de Bland-Altman, para evaluar la
concordancia entre metodos (M1 vs M2). No se encontrd diferencia (P > 0.05) entre los
promedios de UFC mL™ de MA y CT obtenidos por la metodologia establecida por la M1 y M2.
Los promedios de M1 y M2 fueron: 2.4x10° y 2.3x10° UFC mL™ de BMA, respectivamente, y
para CT fueron: 4.6x10* y 4.8 x10* UFC mL™, respectivamente. El método de microdilucién y
cultivo por expansion para el analisis de MA y CT de leche cruda es una alternativa en
sustitucion a la metodologia indicada por las normas oficiales mexicanas puesto que demuestra

exactitud y equivalencia con los resultados del andlisis convencional (NOM).

Palabras clave: Calidad de leche, microbiologia, correlacion, acreditacion.
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ABSTRACT

The objective was validate the methodology of microdilution and spread in plate (M2) as an
alternative to the analysis of aerobic mesophilic bacteria (AMB) and coliforms total (TC) of raw
milk of bovine, in replacement of the methodology established by the Mexican Official Standards
(MOS): NOM-092-SSA1-1994 and NOM-113-SSA1-1994 (M1). It determined the number of
colony forming units (CFU) mL™ of AMB and TC per M2 and referenced according to the MOS
(M1). The statistical analysis consisted of the following: 1) check the normality of the parameters
studied by the statistical test of Kolmogorov-Smienow. 2) Determine extreme values (outliers).
3) Determine the correlation coefficient of concordance (CC) of Lin. 4) to get the values of the
slope and the intercept at the origin (linear regression). 5) To make graphical analysis of Bland-
Altman, to evaluate the correlation between methods (M1 vs M2). There were no significantly
difference (P > 0.05) between averages of CFU mL™ of AMB and TC obtained by the
methodology established by the M1 and M2. Averages of M1 and M2 were: 2.4x10° and 2.3x10°
CFU mL™ of AMB, respectively, and for TC were: 4.6x10* and 4.8 x 10* CFU mL 1,
respectively. The method of microdilution and spread in plate for the analysis of AMB and TC of
raw milk is an alternative to substitute the methodology indicated by the Mexican Official
Standards since it shows accuracy and equivalence with the results of the conventional analysis

(MOS).

Palabras clave: milk of quality, microbiology, correlation, accreditation.
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INTRODUCCION

En los paises en desarrollo, la leche (rico en macro y micronutrientes) es un alimento importante;
debido a que en este tipo de poblaciones, la escasez de recursos econdmicos repercute de manera
negativa en la adquisicion e ingesta de alimentos de origen animal (Muehlhoff et al., 2013). Sin
embargo, la propia composicion nutricional de la leche hacen de este alimento un sustrato ideal
para el crecimiento de microorganismos patdgenos para el humano, aspecto que le otorga, en
ciertos casos, la categoria de riesgo alimentario para el consumidor (Pacheco y Galindo, 2010).
Por ello, la necesidad de legislar en torno a este alimento y establecer estandares de calidad de la
leche, bacterioldgica y bromatoldégicamente, para consumo humano o0 como materia prima de
calidad para la elaboracion de subproductos lacteos, para garantizar la inocuidad en su consumo

directo (NOM-092-SSAL, 1994; NOM-113-SSAL1, 1994; NOM-700-COFOCALEC, 2012).

Con el objetivo de evaluar la calidad microbiolégica de la leche en México, la Norma Oficial
Mexicana (NOM) 700-COFOCALEC (2012) establece el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) mL™ de bacterias mesofilas aerobias (BMA) y coliformes totales (CT) en la leche
para considerarse apta para el consumo y produccién de lacteos (Vera et al., 2009). Mientras que
la metodologia para evaluar el nimero de UFC mL™ de BMA y CT, lo indican la NOM-092-
SSAL (1994) y NOM-113-SSAL (1994), respectivamente. De aqui que la aplicacion de estas
normas es obligatoria en leche destinada para consumo Yy elaboracion de productos lacteos. Sin
embargo, ésta metodologia (Boczek et al., 2014a) es costosa y poco practica para fines de
investigacion del efecto de compuestos antimicrobianos adicionados directamente a la leche
sobre la calidad microbioldgica de la misma; es costosa por el tipo y volumen de material y
reactivos empleados; poco practica por los procedimientos y recopilacion de datos requeridos

para la obtencion de resultados, mismos que requieren de bastante tiempo para evaluar
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simultaneamente gran cantidad de tratamientos y repeticiones dentro de una campana de flujo

convencional (Ozer y Yaman, 2014).

En la actualidad, en paises en desarrollo, existe el interés por encontrar alternativas tecnoldgicas
que permitan evaluar en paralelo mayor nimero de muestras (tratamientos y repeticiones) de
leche desde el punto bacteriolégico bajo condiciones de laboratorio. Al respecto, el instituto de
estandares clinicos y de laboratorio (CSLI: siglas en inglés, 2008) promueve el método de la
microdilucion en sustitucion del método de macrodilucion (realizada para la técnica de agar
vertido en placa). Puesto que, la microdilucion en conjunto con la técnica de extendido en placa
(Boczek, et al., 2014b) agiliza el procedimiento y recopilacion de datos. Esta union de técnicas
permite evaluar simultdneamente mayor cantidad de tratamientos y repeticiones dentro de una
campana de flujo convencional. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue validar la
metodologia de microdilucién y extension en placa como alternativa para el analisis de BMA y
CT en leche cruda de bovinos tomando como referencia la metodologia establecida por las

normas oficiales mexicanas NOM-092-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
(CEMEB) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)-UMSNH, ubicada en el
km 9.5 de la carretera Morelia-Zinapecuaro, municipio de Tarimbaro, Michoacan, México; cuyas
caracteristicas fisiograficas son: Latitud Norte: 19° 40" 0"; Longitud Oeste: 102° 9' 30"; altitud
sobre el nivel del mar: 1.875 m, con temperatura media de 18.6° C y precipitacion media anual de
773.9 mm (INEGI, 2010). La regién es sub-himeda y semi-hiimeda con clima templado que

corresponde a la clasificacion Cw (Garcia, 2004).
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Para el desarrollo de la validacion se utilizaron 2525 mL de leche cruda (LC) recién ordefiada
proveniente del sector de bovinos de productores de leche de la FMVZ-UMSNH y almacenada
en un tanque frio (4°C) de 500 lts. El traslado de las muestras de LC al laboratorio, fue a través
de recipientes herméticos previamente esterilizados, la leche se depositd y mantuvo en dichos
recipientes a una temperatura de 4°C tal como lo marca la NOM (NOM-SSA-109-1994) hasta su
analisis. El volumen total de LC obtenida (2525 mL) se fracciond en dos porciones, una para
cada metodologia (M): M1 (2500 mL de LC), andlisis microbiolégico de acuerdo a las NOM para
BMA (NOM-092-SSA1, 1994) y CT (NOM-113-SSA1, 1994), para ello, se formaron 25
muestras de 100 mL de LC muestra® y, M2 (25 mL de LC), para analisis microbiolégico por
microdilucion y extendido en placa, metodologia en la cual se formaron 25 muestras de 1 mL de

LC muestra™.

El andlisis microbiolégico bajo M1 fue como sigue: primeramente se prepard agar cuenta
estandar y agar bilis rojo violeta de acuerdo a las indicaciones del proveedor, mismas que se
atemperaron a 45°C. Posteriormente, en cada muestra (100 mL de LC muestra™) se hicieron
diluciones decimales con 1 mL de LC en 9 mL de agua peptonada dilucién™, hasta llegar a la
dilucién 107, ello de acuerdo a lo estipulado por la NOM-110-SSA (1994). Una vez hechas las
diluciones, se tomé 1 mL de las diluciones 10°, 10y 10™ para inocular en 150 cajas de Petri (1
mL por caja): en 75 cajas Petri (25 por dilucion) se vertié agar cuenta estandar para el analisis
microbiolégico de BMA 'y, en las cajas restantes se vertio agar bilis rojo violeta para el analisis
microbiologico de CT. El inoculo se mezcld con el agar mediante seis movimientos de derecha a
izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido contrario y seis de atras a
adelante, hasta lograr una completa incorporacion del inéculo en el medio. Posteriormente, se
dejo solidificar. Este proceso se realizd cinco veces, cada vez con cinco muestras (100 mL

muestra™') para obtener 25 repeticiones por dilucién. Las cajas se incubaron en posicién invertida
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a 35°C. El conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) mL™ se realiz6 a 24 y 48 h, para CT

y BMA, respectivamente.

En el caso del andlisis microbiolégico por M2 (microdilucion y extendido en placa) el
procedimiento fue como sigue: se prepararon 50 cajas Petri: 25 con agar cuenta estandar para el
conteo de BMA y, 25 con agar bilis rojo violeta para el conteo de CT. La preparacion de los
medios de cultivo fue de acuerdo a las indicaciones del proveedor y se dejaron solidificar hasta
sequedad (20 min pre-cultivo). Previo al cultivo, las 50 cajas Petri se dividieron en tres &reas con
un marcador por la parte inferior para cultivar una dilucién por &rea (tres diluciones caja™). La
microdilucion se realizo a partir de muestras homogéneas de 1 mL de LC, diluyendo 100 pL en
900 pL de agua peptonada dilucién™, hasta la dilucion 10°. Para el cultivo por extendido en
placa, se inocul6 una microgota de 5 pL dilucion-1 en el area correspondiente en el agar ya
solidificado. Para el conteo de BMA, se cultivaron las diluciones 10, 10* y 10® en agar cuenta
estandar y para el conteo de CT se cultivaron las diluciones 107, 10% y 10 en agar bilis rojo
violeta. En cada area se rotuld la dilucion cultivada. En el método extendido en placa, con
microgota (5 pL), se realizaron 12 movimientos: seis de izquierda a derecha y después de girar la
caja Petri a 90° se repiten seis movimientos de izquierda a derecha, evitando la mezcla entre
indculos de diferente dilucion. Una vez inoculadas las cajas, se dejé absorber la microgota hasta
sequedad para invertir las cajas y asi incubarlas a 35°C. Este proceso se realizé una sola vez para
todas las muestras. El conteo de UFC para ambos tipos de bacterias (BMA y CT) se realiz6 entre
12 y 15 h; dicha variacion en el periodo de incubacion, con respecto al método de macrodilucién
(24 a 48 h) se debe a la proliferacion bacteriana mas rapida en M2 (12 a 15 h) que en M1 y se
realiza a 24 0 48 h (dependiendo si es para BMA o par CT) dificultaria el conteo de UFC si se

ajustara al tiempo que pide ML1.
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Obtenidos los valores de UFC mL™ de BMA y CT en cada metodologia (M1 y M2) se procedi6
con el analisis estadistico en el siguiente orden: 1) Comprobar normalidad de los parametros
estudiados. Para ello, se utilizo la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov; 2) Determinar
valores extremos (outliers); en donde se compararon las diferencias absolutas entre cada método.
Dichas diferencias no deben superar cuatro veces el valor de la media de las diferencias
absolutas; 3) Estimar el coeficiente de correlacion (r); si éste es superior o igual a 0.975, el
intervalo de valores puede ser considerado adecuado y, por lo tanto, se puede utilizar una
regresion lineal para estimar la pendiente y la ordenada en el origen; 4) Mediante regresion lineal,
se obtienen los valores de la pendiente y la ordenada al origen para cada par de resultados, asi

como, sus respectivos intervalos de confianza (IC) al 95%.

Cumplidos los cinco criterios sefialados en el parrafo anterior, se evalu6 la concordancia entre
ambos métodos (M1 vs M2) mediante: i) analisis grafico de Bland-Altman vy, ii) determinacion
del coeficiente de correlacion de concordancia (CC) de Lin. Para dichos anélisis se empled el

paquete estadistico SAS (2010).
RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontrd diferencia (P > 0.05) entre los promedios de UFC mL™ obtenidos por la
metodologia establecida por la NOM (M1) y la metodologia de microdiluciéon y extendido en
placa (M2), para BMA y CT (Tabla 1). Los promedios para BMA fueron: 2.4x10° y 2.3x10° UFC
mL™ para M1 y M2, respectivamente. Mientras que para CT fueron: 4.6x10% y 4.8 x10* UFC mL"
! para M1 y M2, respectivamente. El intervalo de confianza (IC) para BMA fue de 2.1x10° a
2.6x10° UFC mL™ para M1. Para M2, el IC fue de 2.2x10° a 2.4x10°> UFC mL™. En el caso de los
IC para CT estos fueron: 4.0x10* a 5.2x10* UFC mL™ para M1 y 4.3x10* a 5.3x10* UFC mL™

para M2.
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Tavolaro et al. (2005), concluyeron que los microorganismos propios de leche no afectan los
resultados al comparar entre métodos automaticos y el método de cuenta en placa (M1) para la
determinacion de BMA, puesto que encontrd coeficientes de correlacion de 0.90, entre estos

métodos (automaticos y convencional).

Tabla 1. Resultados descriptivos de las UFC mL™ de bacterias meséfilas aerobias y
coliformes totales obtenidas por metodologia convencional (M1) y microdilucion y
expansion en placa (M2).

Mesofilas aerobias UFC mL™ Coliformes totales UFC mL™*
M1 M2 M1 M2

UFC mL™ Minimas 1.6x10° 1.6x10° 2.8x10* 2.8x10*
UFC mL™ Maximas 3.4x10° 3.6x10° 8.4x10* 8.0x10*
Media aritmética 2.4x1055 2.3x1055 4.6x1044 4.8x10“4
(UFC mL") IC(2.1x19 a IC(2.2x1(5) a |C(4.0x19 a |C(4.3x19 a

2.6x10°) 2.4x10%) 5.2x10%) 5.3x10%)

Coeficientes de variacién

Minimo (%) 0 0
Maximo (%) 8.1 8.4
Promedio (%) 4.8 3.1

IC= intervalo de confianza 95%.

En lo referente a los valores de los coeficientes de variacion (CV) entre ambas metodologias, este
no supero el 5% de variabilidad: 4.8% para BMA y 3.1% en CT, al respecto, el CV es la
variacion, entorno a la media aritmética, expresada en porcentaje (Vasquez y Caballero 2011),
por lo que la variabilidad obtenida en esta investigacion indica la analogia entre los valores
obtenidos (UFC mL™) en ambas metodologias analizadas. Resultados que concuerdan con
Sanchez y Delgado (2010), quienes encontraron resultados comparables entre el analisis

microbiologico por macrodilucion (indicada por las NOM) y por microdilucion.

Los resultados del anélisis estadistico (Kolmogorov-Smirnov) determinaron que, el nimero de
UFC mL™ obtenidas por M1 y por M2 presentaron una distribucién normal con una probabilidad
de 0.134 para M1 y de 0.151 por M2, para BAM, mientras que las probabilidades para las UFC

mL™ en CT fueron de 0.144 con la M1 y de 0.122 con la M2, sin registro de valores atipicos
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(outlier) mayores a una desviacion estandar (Figura 1 y 2). Ademas, la distribucion lineal
encontrada presentd una dispersion constante, cuyos coeficientes de correlacion de Pearson (r)
fueron de 0.98 y de 0.97 para BMA y CT, respectivamente. Mientras que los coeficientes de
determinacién (R?) fueron de 0.97 y 0.95 (P < 0.05). Lo que indica que el método analitico
mantuvo la proporcion entre la concentracion del analito y su respuesta (Vinagre, 2007), para este

caso entre el método M2 y el nimero de UFC mL™.

Duffao et al. (2010) sugieren que es preciso que el coeficiente de correlacién de Pearson sea
mayor o igual a 0.99 para una curva de calibracion; aunque, para el caso de trazas se admite un
valor igual a 0.99. No obstante, hay controversias sobre la implementacion de dicho coeficiente
de correlacion para determinar linealidad en la validacion de un método (FAO, 2007; Duffao et
al., 2010). Ante esta situacion, la FAO (2007) indica que el mejor indicador para establecer la
linealidad en la validacion de un método analitico, en reemplazo del coeficiente de correlacion de
Pearson, es el calculo del estimador t Student para coeficiente de correlacion de Pearson (tr) con

n-2 grados de libertad. Al respecto, los resultados mostraron que tr fue significativo (P = 0.05).

En contraste al método tr se encuentra el coeficiente de correlacion de concordancia (CC) de Lin,
coeficiente que califica la fuerza de asociaciones en: casi perfecta, para valores mayores a 0.99;
sustancial, de 0.95 a 0.99; moderado, de 0.90 a 0.94 y pobre, por debajo de 0.90 (Camacho, 2008;
Cortéz, 2009). En ésta investigacion el CC de Lin para BMA fue de 0.99, con IC 95% de 0.96 a
0.99; lo cual, ubica a la determinacién de BMA (UFC mL™) por M1 y M2 dentro de una
concordancia casi perfecta. Mientras que para CT (UFC mL™) el CC de Lin fue de 0.96, con IC%
de 0.93 a 0.98; lo que ubica a la determinacién de CT por M1 y M2 en una categoria sustancial.
En este sentido, la combinacién de las metodologias microdilucién y extendido en placa son

viables como alternativa de sustitucion del método indicado por las NOM (M1).
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Cumplido el criterio de correlacion es factible utilizar los coeficientes de la regresion lineal (O y
1) para comprobar la linealidad de las técnicas de medicion que estdn siendo evaluadas
(Vinagre, 2007). Al respecto, los valores de dichos coeficientes para BMA fueron: f0 = 0.2635 y

1= 1.0885 (P < 0.05). Mientras que para CT, B0 fue de 0,7777 y Bl = 0.8765 para (P < 0.05)

(Figura 1).
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Figura 1. Regresion lineal para UFC mL™ de bacterias mes6filas aerobias (A) y coliformes totales (B)
entre la metodologia establecida por la NOM y microdilucion y expansion en placa.

La concordancia presentada por los anélisis estadisticos, antes descritos, fue evaluada mediante el
método gréfico de Bland-Altman (Figura 2); método que, permite evaluar si la diferencia entre
los valores encontrados tiene o no, alguna relevancia desde un punto de vista clinico (Hanneman,
2008). Los resultados obtenidos por el método de Bland-Altman no mostraron valores fuera de
los limites que marcan las diferencias a = 1.96 desviacion estandar. El sesgo determinado para
BMA fue de 4.3x10°, con limites de concordancia entre -5.3x10* y 6.1x10*. Mientras que para el

caso de CT, el sesgo fue de -1.9x10°, con limites de concordancia entre -1.6x10* y 1.2x10".
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Figura 2. Grafica de Bland-Altman de UFC mL™ de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales
entre la metodologia establecida por la NOM y microdilucion y expansion en placa.

La diferencia entre M1 y M2 fue constante, ello de acuerdo al andlisis de Bland-Altman (Figura
2). Las diferencias pueden deberse a la distribucion aleatoria de la poblacion bacteriana en cada
una de las muestras, influenciada por la composicion fisica de la misma y una mezcla inadecuada
(Winward et al., 2008). No obstante y de acuerdo con Ortega et al. (2013), cuando las diferencias
entre los valores de referencia y los obtenidos por el método alternativo son constantes 0 minimas
se refleja en un menor sesgo. Ademas, habiendo analizado muestras idénticas un menor sesgo
indica correspondencia entre ambas respuestas obtenidas y exactitud en los resultados del método

alternativo, respecto a los valores de referencia.
CONCLUSION

El método de microdilucion y cultivo por expansién en placa para el analisis de bacterias
mesdfilas aerobias y coliformes totales de leche cruda es una alternativa en sustitucion a la
metodologia indicada por las NOM puesto que demuestra exactitud y equivalencia con los
resultados del analisis convencional (NOM). Ademas, permite evaluar en paralelo mayor nimero
de muestras (tratamientos y repeticiones) de leche bajo condiciones de laboratorio con menor
volumen de muestra, cantidad de reactivos y material. Aspectos que reducen los costos y el

tiempo en este tipo de andlisis o investigaciones.
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Analisis de la actividad antioxidante de extractos metanoélicos de Opuntia
ficus-indica y O. atropes y su efecto sobre bacterias mesofilas aerobias y
coliformes totales al adicionarlos directamente a leche cruda bovina

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antioxidante de extractos metanolicos de
Opuntia ficus-indica (OFI) y O. atropes (OA) y determinar su efecto sobre bacterias mesofilas
aerobias (BMA) y coliformes totales (CT) al adicionarse a leche cruda (LC) bovina. Se
obtuvieron los extractos metandlicos de cladodios y epidermis de cladodio de OFI y OA
mediante extraccion en equipo Soxhlet y por maceracion. En los extractos obtenidos se determind
la concentracion de fenoles totales (FT), flavonoides (FL) y la capacidad para inhibir radicales
DPPH, ABTS vy reducir Hierro. Los extractos se adicionaron a la LC y 2 h post adicion y se
determiné el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) mL™ de BMA y CT. El analisis
estadistico fue a través de la metodologia de los Modelos lineales generalizados y las diferencias
estadisticas entre grupos se obtuvieron a través del método de medias de minimos cuadrados. La
concentracion de FT y FL fue mayor (P<0.05) en los extractos obtenidos por maceracion que por
Soxhlet, pero se encontré mayor (P<0.05) concentracion de FT y FL en extractos de epidermis;
igualmente estos extractos presentaron mayor actividad antioxidante y disminucién de UFC mL™
de BMA y CT (P<0.05). No obstante, que OA presentdé menor concentraciéon (P<0.05) de FT y
FL que OFI, su efecto fue igual (P > 0.05) sobre las UFC de BMA y CT. Los extractos de
epidermis de OFI muestran mayor capacidad antioxidante. Sin embargo, independientemente de
la especie, los extractos de epidermis muestran mayor eficacia para disminuir BMA y CT en

leche cruda.

Palabras clave: Opuntia spp., extractos polares, calidad de leche, microbiologia.
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ABSTRACT

The objective was evaluate the antioxidant activity of methanol extracts of Opuntia ficus-indica
(OFI) and O. atropes (OA) and determine their effect on aerobic mesophilic bacteria (AMB) and
total coliforms (TC) added to the bovine raw milk (RM). Methanol extracts from cladodes and
epidermis of cladode of OFI and OA by means of Soxhlet equipment and maceration extraction
were obtained. The concentration of total phenols (TF), flavonoids (FL) and ability to inhibit
radicals DPPH, ABTS, and reduce iron in the extracts were determined. The extracts were added
to the RM, 2 h post-addition and the number of colony forming units (CFU) mL™ of AMB and
TC was determined. The statistical analysis was through the methodology of generalized linear
models and statistical differences between groups were obtained by means of least squares. TF
and FL concentration was higher (P < 0.05) in extracts of cladodes obtained by maceration that
by Soxhlet, but higher still (P < 0.05) was its concentration in extracts of epidermis; these
extracts had higher antioxidant activity and decrease of CFU mL™ AMB and TC. However, that
OA presented lower concentration (P < 0.05) of TF and FL to OFI, its effect was the same (P >
0.05) on the CFU of AMB and TC. Epidermis extracts of OFI show greater antioxidant capacity.
However, regardless of the species extracts of epidermis, show greater efficiency to decrease

AMB and TC in raw milk.
Key words: Opuntia spp., polar extracts, milk of quality, microbiology.
INTRODUCCION

El creciente interés actual por el estudio e implementacion de fuentes naturales (compuestos
qguimicos) como alternativas de sustitucion de los métodos térmicos en la conservaciéon de
alimentos (Lopez y Belloso, 2008) se debe a que este tipo de fuentes poseen propiedades

acidificantes, antioxidantes y antimicrobianas (Lucera et al., 2012). En general, los extractos de
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plantas estan siendo utilizados como aditivos antimicrobianos para prolongar la vida de anaquel
de los alimentos (Sauceda, 2011); puesto que, han demostrado actividad antimicrobiana contra
una amplia gama de microorganismos patdégenos de humanos que crecen en alimentos (Gyawali y
Ibrahim 2014). Asi, por ejemplo, la adicion directa de extractos de plantas (en forma liquida o en
polvo) a la leche, productos lacteos y otros alimentos es efectivo para reducir la carga bacteriana
de estos productos y ha probado ser el método con mayor capacidad para mejorar la calidad
bacterioldgica de los alimentos hasta ahora probado (Cava et al., 2007 citado por; Lucera et al.,

2012; Gyawali y Ibrahim 2014).

Ortiz et al. (2013) al evaluar el efecto de la adicion directa de nopal molido, mucilago, y
epidermis de nopal (en porcentajes de 0.5, 1.0 y 2% con base a 100 mL de leche) a la leche cruda,
sobre las unidades formadoras de colonias (UFC mL™) de bacterias mestfilas aerobias y
coliformes totales, encontraron una reduccion significativa (P < 0.05) de dichas bacterias, 2 h
después de la adicién de nopal (O. ficus-indica) a la leche cruda; ello, en comparacién con el
testigo (leche cruda sin adicién de nopal). Resultados trascendentes dentro de la seguridad
alimentaria y la problematica de salud publica, puesto que el contenido nutricional de la leche
hace de este alimento un medio para el crecimiento de microorganismos patégenos (Muehlhoff et
al., 2013). Por ello, México establecié y fomento la aplicacion de las normas oficiales donde se
especifica las caracteristicas sanitarias y nutrimentales que debe cumplir la leche para
considerarla apta para consumo humano (Fuentes et al., 2013). Sin embargo, debido a la
idiosincrasia, economia y escaza tecnologia presentes en las zonas rurales del pais, la produccién
de leche y elaboracion de subproductos lacteos se comercializan sin tener en cuenta dichas
normas y los riesgos de salud publica que pueda generar la venta de este producto y sus derivados

(Moreno et al., 2012).
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En el pais, la produccién de leche de bovinos asciende a 12 millones de litros afio™,
aproximadamente y, de esta cantidad, la ganaderia a escala familiar aporta 9.4% de la produccién
de leche (3.000 kg cabeza™ afio™) a nivel nacional (Vera et al. 2009; SIAP, 2011), produccién
que abastece al 50% de las queserias de tipo artesanal (Garcés et al., 2005). Sin embargo, la
produccién de leche y elaboracidn de productos lacteos, en este tipo de sistemas (familiar), se
realiza y comercializa bajo escasa tecnificacion y practicas de higiene (Moreno et al., 2012;
Arriaga et al., 2013). Aspectos que representan el principal riesgo hacia la salud del consumidor
(Rojas et al., 2014). Aunado a ello, a este tipo de sistemas (pequefios productores) les resulta
inviable la inversién en un tanque enfriador o cubrir los costos que genera enfriar y/o hervir la
leche (Muehlhoff et al., 2013). Tal vez por ello, en las zonas rurales y marginales de México es
comdn que se utilice la leche cruda sin refrigeracion o pasteurizacion para el consumo o la
elaboracion de subproductos lacteos (Rojas et al., 2014). Por lo que es inminente el
establecimiento de estrategias que, permitan reducir la contaminacion bacteriana de la leche y sus
subproductos y con ello, incrementar la calidad bacterioldgica de este tipo de productos y acercar
a los sistemas familiares de produccion de leche, a los estandares de calidad que exigen las NOM

y dejen de ser un riesgo para la salud publica.

Una estrategia viable para la problematica descrita en los parrafos anteriores, puede ser el uso de
extractos de nopal. Puesto que, la adicion de fragmentos de esta cactacea a la leche cruda ha
logrado disminuir la carga bacteriana de mesofilas aerobias y coliformes totales en leche cruda
(Ortiz et al., 2013). Por lo que, posiblemente este efecto se deba a que los cladodios, como todas
las partes de la planta de nopal (O. ficus-indica), son ricos en compuestos fenolicos,
principalmente en flavonoides y acidos fendlicos (Ahmed et al., 2005; De Leo et al., 2010;
Ammar et al., 2012), mismos que han demostrado poseer funciones biologicas tales como:

actividad antioxidantes, antiviral y antibacteriana (bactericida y bacteriostatico) (Kahdem y
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Marles, 2010). Los fenoles, por ejemplo, poseen potencial antioxidante; actividad que se
relaciona con procesos anti-inflamatorios, hipoglucémicos, anti-microbianos y neuro-protectores
(Mostafa et al., 2014). Ademas, se ha evidenciado la existencia de la correlacion entre el
contenido de fenoles, flavonoides, actividad antioxidante y actividad antibacteriana (Leyva et al.,
2013; Deng et al., 2014). Por ello, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad
antioxidante de extractos metanolicos de O. ficus-indica y O. atropes y el efecto de su adicion a
leche cruda bovina sobre su microbiologia, especificamente mesofilas aerobias y coliformes

totales.
MATERIALES Y METODOS

Las muestras de cladodios de nopal se obtuvieron en Morelia Michoacan México, los cladodios
pertenecian a las especies O. ficus-indica y O. atropes. Los cladodios de ambas especies
provenian de dos parcelas: en la primera parcela o parcela con précticas culturales (PCP), se
cultivaba O. ficus-indica; las practicas culturales, en esta parcela, fueron: control de arvenses,
poda de formacion y saneamiento. En la segunda parcela o parcela sin practicas culturales (PSP),
se cultivaban tanto O. ficus-indica como O. atropes. La colecta de los cladodios se realiz6 en el
mes de marzo. Las caracteristicas climaticas de la region donde se encontraban las parcelas son:
templado, sub-himedo, con temperatura media anual entre 18.6°C y precipitacion de 786 mm
(INEGI, 2010), aspectos que lo ubican dentro de la clasificacion climatica Cw de acuerdo con

Garcia (1998).

Las muestras de cladodios elegidas para la extraccién de fenoles totales correspondieron al cuarto
nivel: 0 a la base del nopal, 1 al primer cladodio (del suelo hacia arriba) y asi sucesivamente
(Santos et al., 1990). El procedimiento de la recoleccion de cladodios fue como sigue: de cada

especie y en cada parcela se identificé una planta para obtener una muestra de cladodio (4" nivel)
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al azar por planta. Por lo que se formaron tres grupos de cladodios: grupo 1 (27 cladodios de O.
ficus-indica en PCP), grupo 2 (17 cladodios de O. ficus-indica en PSP) y grupo 3 (29 cladodios
de O. atropes en PSP). Cada cladodio de cada grupo se identifico, pesé (g) y midi6 (ancho, largo
y grueso). Para obtener el peso de cada cladodio se utiliz una bascula digital (DESEGO; modelo
303D para 3000g), para medir las dimensiones del cladodio se utiliz6 una cinta métrica (cm). Y
fueron lavados antes de ser procesados, con una solucién de hipoclorito de sodio al 2%, seguido

de un lavado con agua destilada para retirar los residuos de hipoclorito de sodio.
EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

Posterior al lavado de los cladodios la mitad de cada grupo, se cortaron en trozos de 2 cm® para
obtener los extractos de estas cactaceas. Al resto de cladodios, se les retird la epidermis con un
pelador manual. Tanto los trozos de cladodios como la epidermis se deshidrataron a 40°C por 72
y 24 h, respectivamente. Deshidratadas las muestras se molieron en mortero de porcelana hasta
obtener polvo para mezclar y homogenizar de acuerdo al tipo de muestra (cladodio o epidermis) y
grupo de cladodios (especie y tipo de parcela). Con las muestras deshidratadas se formaron seis
grupos (G) para obtener los extractos metanolicos: G1 y G2; cladodios y epidermis de O. ficus-
indica, respectivamente; provenientes de PCP, G3 y G4; cladodios y epidermis de O. ficus-
indica, respectivamente; provenientes de PSP, G5 y G6 cladodios y epidermis de O. atropes,

respectivamente; provenientes de PSP. Las muestras se almacenaron a — 4°C en obscuridad.

Las extracciones de los compuestos fendlicos se realizaron por dos métodos de acuerdo a la
metodologia descrita por Raaman (2006): extraccion en equipo Soxhlet y extraccion por
maceracion. Se obtuvieron nueve extractos en total que se agruparon por parcela de origen (PCP
0 PSP), especie (O. ficus-indica o O. atropes), tipo de muestra (cladodio o epidermis de cladodio)

y método de extraccion (Soxhlet o maceracion) (Tabla 1). En ambos métodos las extracciones
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fueron sucesivas utilizando n-hexano, cloroformo y metanol, en este orden (Raaman, 2006). Para
ambos métodos se utilizaron 5 g de muestra (cladodio o epidermis de cladodio) y, para la
extraccion por Soxhlet se requirieron de 150 mL de cada solvente en ebullicion, misma que duro
5 horas; mientras que, para el método por maceracion se utilizaron 50 mL de cada solvente y un
agitador orbital (Thermo Scientific MaxQ), para que se mezclaran, la muestra y el solvente,
durante tres dias a temperatura ambienté (25°C); entre cada cambio de solvente, se filtro el
extracto con papel Whatman (no. 4) y se agregaba a la muestra el siguiente solvente. Una vez

concluida la extraccién, esta se almaceno en oscuridad a - 4°C.

Tabla 1. Extractos de metandlicos agrupados por tipo de muestra, especie, método de
extraccion y parcela de origen.
Muestra 'y

Grupo Metodologia Especie y Parcela Abreviacion
1 Cladodio O. ficus indica PCP CFICPS
2 Soxhlet O. ficus indica PSP CFISPS
3 O. atropes PSP CASPS
4 Cladodio 0. f!cus !nd!ca PCP CFICPM
5 Maceracion O. ficus indica PSP CFISPM
6 O. atropes PSP CASPM
7 Epidermis O. ficus indica PCP EFICPM
8 Maceracion O. ficus indica PSP EFISPM
9 O. atropes PSP EASPM

PCP= parcela con practicas culturales, PSP= parcela sin practicas culturales.

DETERMINACION DE FENOLES TOTALES EN EXTRACTOS METANOLICOS

Los compuestos fendlicos totales se cuantificaron Unicamente en los extractos metanolicos,
siguiendo la metodologia descrita por Makkar (2003). La mezcla de reaccién consistié en: 550
pML de agua destilada; 50 pL de extracto y 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (FC; Sigma
Aldrich®). 8 min después de iniciada la reaccion de oxidacion, se agregaron 300 pL de Na,COs
para dejar reposar por 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se tomo la
lectura de absorbancia a 760 nm en un espectrofotémetro (UV-Vis Nanodrop 2000C®), con su

respectivo blanco. Para la determinacion de los valores de fenoles totales, en extractos, se
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construy6 una recta de acido gélico (AG) partiendo de una solucién con 0.5 ug pL™* de AG. Se
midié absorbancia a diferentes concentraciones con 6 repeticiones por concentracion. Los valores
se midieron en pg equivalentes a acido galico (EAG) pL™ (Makkar, 2003); para ello, se estimé el
valor EAG (g puL™) con base a los promedios de absorbencia por concentracion analizada. Esto
se realizd por medio de los estimadores de la regresion lineal (Freund y Littell, 1991; SAS,
2008); donde By fue igual a 0.511 (P < 0.001) y B1 fue de 23.117 (P < 0.001), lo que significo que
por cada unidad de absorbencia (nm) se incrementa en 23.117 pg EAG upL™. Los valores

obtenidos se expresaron como mg EAG mL™ de extracto.
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS METANOLICOS

Para la evaluacion de la capacidad antioxidante de los extractos metandlicos, se repitid la
extraccion de acuerdo a la metodologia previamente reportada por Raaman (2006); con algunas
modificaciones; en ambos métodos de extraccion se utilizaron 1.25 g de muestra cladodio o
epidermis). En el método por maceracién, la muestra fue macerada en 25 mL de cada solvente (n-
hexano, cloroformo y metanol) por 12 h. Mientras que en la extraccion en Soxhlet se utiliz6 150
mL de cada solvente: El contacto de cada solvente con la muestra fue por 2 horas.
Inmediatamente después, 6 mL de cada extracto metandlico se colocaron en una caja de Petri e
introdujeron en una estufa eléctrica a 45°C por 5 horas, con el objetivo de que se evaporara el
metanol y resuspender el extracto concentrado en agua destilada. Los extractos acuosos se
purificaron en una columna cromatografica de cristal (25x2 cm), se utiliz6 amberlite XAD-16
como fase estacionaria, agua destilada para eluir los compuestos no fenélicos y etanol (96%) para
recuperar el extracto fendlico concentrado (Lee et al., 2004). El volumen de extracto fendlico

purificado fue de 4 mL.
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FENOLES TOTALES

Los compuestos fenolicos totales se cuantificaron de acuerdo a la metodologia propuesta por
Makkar (2003). Se construyé una recta de 4cido gélico (AG) de 0.02 a 0.150 mg mL™ de AG,
partiendo de una solucién stock a una concentracién de 0.200 mg mL™. La mezcla de reaccion
para cada concentracion y muestra consistio en: 250 pL de muestra, 250 pL de Folin-Ciocalteu
(FC: Sigma-Aldrich®) y 250 pL de Carbonato de Sodio (Na,COs). La mezcla se incub6 en bafio
Maria a 40°C por 30 minutos. Se agregaron 2 mL de agua destilada y se tomd lectura de
absorbancia a 750 nm. Los valores de las muestras se expresaron como mg equivalente a acido
galico (EAG) mL™, para ello, se estimé el valor de mg EAG mL™ de las muestras con base a los
promedios de absorbencia de las concentraciones de la recta analizada, esto por medio de los
estimadores de la regresion lineal (Freund y Littell, 1991; SAS, 2008) donde B, fue igual a
0.00533 (P < 0.001) y By fue de 0.08454 (P<0.001), lo que significé que por cada unidad de
absorbencia (nm) se incrementa en 0.08454 mg EAG mL™. Se utilizaron tres repeticiones de
muestra y concentracion de AG. Las concentraciones de 0.020 a 0.150 mg mL™ de AG se

almacenaron para las pruebas de actividad antioxidante; DPPH y FRAP.
FLAVONOIDES TOTALES

La determinacion de los flavonoides totales se realizo de acuerdo al método descrito por Liu et al.
(2002). Se construy6 una recta de Quercentina (Q) de 0.050 a 0.600 mg a partir de una solucion
de 1 mg mL™. 150 pL de cada concentracién o muestra se mezcld con 150 pL de nitrito de sodio
(NaNOy; 5%), después se adicioné 150 pL de cloruro de aluminio (AICl3; 10%) y 1 mL de
hidroxido de sodio (NaOH; 1 M), homogenizada la mezcla se tomo lectura de la absorbancia a
510 nm. Para cada concentracion y muestra se utilizaron tres repeticiones. Los valores de las

muestras se calcularon a partir de los promedios de absorbencia de las concentraciones de la recta
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analizada, esto por medio de los estimadores de la regresion lineal (Freund y Littell, 1991; SAS,
2008); donde By fue igual a 0.046 (P < 0.001) y B, fue de 0.813 (P<0.001), lo que significé que
por cada unidad de absorbencia (nm) se incrementa en 0.813 mg de Q. Los resultados se

expresados en mg equivalentes a Q (EQ) mL™.
CAPTACION DE RADICALES DPPH

La prueba de captacion de radicales DPPH se determiné por la metodologia descrita por Randhir
y Shetty (2007) con modificaciones; 50 pL de cada muestra y concentracion de la recta de AG
fueron mesclados con 2.95 mL de solucion de DPPH-60 mM (en metanol) y se homogenizd,
después de 30 minutos en obscuridad, y se midio la absorbancia a 517 nm. Con los valores de
absorbancia se determind el porcentaje de inhibicion por medio de la siguiente ecuacion;
Inhibicion (%)= [(AbScontrol - AbSmuestra)/ AbScontrol] X 100] (Marinova y Batchvarov, 2011). Los
valores EAG (mg mL™) de las muestras se obtuvieron con los promedios de inhibicién (%) de la
recta por medio de la regresion lineal (Freund y Littell, 1991; SAS, 2008); donde B, fue igual a
0.012 (P < 0.001) y B; fue de 0.002 (P < 0.001); por cada 1% de inhibicion se incrementa en
0.012 mg EAG mL™. Los resultados fueron expresados en porcentaje de inhibicién por mg EAG

mL™,

CAPTACION DE RADICALES ABTS

La prueba de captacién de radical ABTS se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta por Re
et al. (1999); se prepard una solucion stock de ABTS (2°2-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid-2NH,4) 7 mM vy persulfato de potasio (K,S,0g) 2,45 mM (2:1 v/v), se reposé por 12
h a temperatura ambiente. Y después se ajustd la solucién stock con etanol absoluto hasta
alcanzar una absorbancia de 0.700 + 0.002 nm. Se prepar6 una recta de Trolox (Acido-6-hidroxi-

2, 5, 7, 8-tetrametilcroman-2-carboxilico) de 0.020 a 0.100 mg a partir de una solucion stock de
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0.200 mg. EIl proceso para cada concentracion de Trolox y muestra fue el siguiente; en la celdilla
del espectrofotdmetro se colocd 50 L de cada concentracion de Ttolox o muestra y se agregd
950 pL del reactivo ABTS y se midi6 absorbancia a 734 nm. Con los valores de absorbancia se
determind el porcentaje de inhibicién (Inhibicion (%)= [(AbScontrol - AbSmuestra)/AbScontrol] X 100)]
(Marinova y Batchvarov, 2011). Los valores de mg equivalentes a trolox (ET) mL™ de las
muestras se obtuvieron con los promedios de inhibicion (%) de la recta por medio de la regresion
lineal (Freund y Littell, 1991; SAS, 2008) donde B, fue igual a 0.006 (P < 0.001) y B; fue de
0.001 (P < 0.001); por cada 1% de inhibicion se incrementa en 0.006 mg ET. Los resultados

fueron expresados en inhibicion (%) por mg ET mL™.
HABILIDAD REDUCTORA DE HIERRO

El método de Gow y Hui (1995) fue adaptado para determinar la habilidad reductora de hierro del
plasma (FRAP; siglas en ingles) en las muestras. 50 pL de cada concentracion de AG y muestra
fue mesclado con 120 pL de amortiguador de fosfato (0.1 M, pH 6.9). Después se adiciond 120
uL de ferricianuro de potasio, la mezcla se homogenizé e incubo a 50 °C por 20 minutos.
Después se adiciono 120 L de &cido tricloroacetico (10%), seguido de 410 pL de agua destilada
y 100 pL de cloruro férrico. Finalmente la mezcla se homogenizo y la absorbancia fue medida a
700 nm. Se estim6 los valores de las muestras EAG (mg mL™), con base a los promedios de
absorbencia de las concentraciones de la recta de AG analizada (Freund y Littell, 1991; SAS,
2008); donde By fue igual a 0.001 (P < 0.001) y B; fue de 0.069 (P<0.001), lo que significo que
por cada unidad de absorbencia (nm) se incrementa 0.069 mg EAG. Los resultados fueron

expresados como mg EAG mL™.
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LECHE CRUDA DE BOVINOS

La leche cruda (LC) se obtuvo del sector de productos lacteos de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia-UMSNH, ubicada en el Kilometro 9.5 de la carretera Morelia-
Zinapecuaro. Michoacén. Para las pruebas bacterioldgicas se ocupd un total de 75 mL de leche
cruda para formar 15 grupos (1 mL muestra™): 9 grupos a los cuales se les adiciond los extractos
(extracto/grupo) (Tabla 1). Los 6 grupos de muestras restantes se ocuparon como testigos: 3 para
adicion de 200 pL de agua destilada estéril y 3 sin adicion de agua o extractos. La adicion de
extractos metanolicos a leche cruda de bovinos, se realiz6 con dosis iguales de Fenoles Totales:
50 pg EAG de cada muestra. Para ello y para retirar el metanol, se concentr6 el volumen de
extracto necesario con base en los valores de Fenoles Totales encontrado en cada extracto (Tabla
2), en un evaporador giratorio acoplado a una bomba de vacio hasta obtener una completa
sequedad del extracto. El extracto concentrado se disolvidé en 200 pL de agua destilada estéril
(dosis™), esto de acuerdo a la metodologia descrita por Tolosa y Cafiizares (2002), este
procedimiento se realizd con un volumen para 36 dosis de cada extracto. A cada muestra (1 mL)
de leche cruda se le adiciond directamente la dosis de extracto diluido en agua (50 pg en 200 pL
de H,0). Todas las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente (25°C) por 2 h después

de la adicién del extracto.
ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LA LECHE

El andlisis microbiolégico de la leche cruda se realizd por microdilucion y siembra por
expansion, técnicas adaptadas de la metodologia descrita por la CLSI (2007) y Boczek et al.
(2014). Se prepararon 90 cajas de Petri: 45 con agar cuenta estandar para el conteo de bacterias
mesofilas aerobias (BMA) y 45 con agar bilis rojo violeta para el conteo de Coliformes totales

(CT). La preparacion de los medios de cultivo fue de acuerdo a las indicaciones del proveedor y
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se dejaron solidificar hasta sequedad 20 min antes del cultivo. Todas las cajas de Petri se
dividieron en tres areas con un marcador por la parte inferior para cultivar una dilucion por area
(tres diluciones caja™). La microdilucion se realizé a partir de muestras homogéneas de 1 mL de
leche cruda, diluyendo 100 pL de muestra en 900 pL de agua peptonada en cada dilucion, hasta
la dilucién 107°. Para el cultivo se inoculo 5 pL de cada dilucion en el area correspondiente del
agar ya solidificado. Para el conteo de BMA, se cultivaron las diluciones 1073, 10y 10 en agar
cuenta estandar y para el conteo de CT se cultivaron las diluciones 10™, 10%y 107 en agar bilis
rojo violeta. En cada area se rotulé la dilucion cultivada. Para lograr la siembra por expansion del
inoculo (5 pL) se realizaron 12 movimientos: primero seis de izquierda a derecha y después de
girar la caja Petri 90° se repiten seis movimientos de izquierda a derecha, evitando la mezcla
entre indculos de diferente dilucion. Después se dejo absorber el inoculo hasta sequedad para
invertir las cajas y asi incubarlas a 35°C. El conteo de UFC para ambos tipos de bacterias, se

realizd de 12 a 15 h de incubacion.

Con la informacion recabada se elabor6 una base de datos para su analisis estadistico, previa
trasformacion de los valores a UFC mL™ (logyg), a través de la metodologia de los Modelos
lineales generalizados (GLM, siglas en inglés) (SAS, 2000) y las diferencias estadisticas entre
grupos se obtuvieron mediante el método de medias de minimos cuadrados (Lsmeans, siglas en
inglés). Para ello, se utilizo el paquete estadistico SAS (2000). Las correlaciones de variables
cuantitativas y cualitativas se obtuvieron por la metod6loga de correlaciones de Pearson y el

estadistico omega cuadrado (w?) de Hays, respectivamente (Keppel y Wickens 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacion de fenoles totales (FT) en los extractos metandlicos de nopal en ambas especies
(O. ficus-indica y O. atropes) se realizo para ajustar todos los extractos a una dosis de 50 g en
200 pL™ de agua destilada, con el fin de evaluar la bioactividad de estos extractos; estableciendo,
principalmente, su actividad antioxidante y antimicrobiana (Parsaeimehr et al., 2010). Debido a
que las investigaciones han mostrado que los extractos de cladodios de O. ficus-indica poseen
dicha actividad (Kaur et al., 2012), misma que estd determinada por la concentracion de
compuestos fenolicos. Al respecto, se encontrdé efecto de grupo (P < 0.0001) sobre la
concentracion (ug uL™) de FT (Tabla 2). De manera general, se ha observado que la cantidad de
FT esté relacionada con la especie (Verporte y Memelink, 2002), estructura o parte de la planta
utilizada (pulpa, céscara, epidermis o tallo) en la extraccién (Parashar et al., 2014, Longo y
Vasapollo 2006) y, por el método de extraccion utilizado, en cual puede variar en tiempo de

extraccion y temperatura (Heras et al., 2013).

Tabla 2. Fenoles totales de extractos metanolicos de cladodios y epidermis de O. ficus-indica
y O. atropes de acuerdo al grupo.

Grupo Método Muestra Especie y parcela Fenoles totales’
1 Cladodio OFI/PCP 0.188% + 0.020
2 Soxhlet Cladodio OFI/PSP 0.110° + 0.024
3 Cladodio OA/PSP 0.145° +0.016
4 Cladodio OFI/PCP 0.268° + 0.043
5 Cladodio OFI/PSP 0.263" + 0.024
6 Maceracion Cladodio OA/PSP 0.174% + 0.048
7 Epidermis OFI/PCP 0.500° + 0.040
8 Epidermis OFI/PSP 0.569" + 0.030
9 Epidermis OA/PSP 0.348° + 0.033

I="mg EAG mL™ de extractos sin purificar; OFI= O. ficus-indica, OA= O. atropes, PCP= parcela con practicas
culturales; PSP= parcela sin practicas culturales.
Literales " ©%® indican diferencias (P < 0.05) dentro de columna.

De acuerdo con los valores consignado en la Tabla 2, el método de extraccion que generé mayor
cantidad de FT fue por maceracion (P<0.05) y, dentro de este método, la muestra con mayor

contenido de FT fue la epidermis (P<0.05) de O. ficus-indica cultivada en parcela sin practicas
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culturales (0.569 + 0.030 mg EAG mL™), sequido de O. ficus-indica cultivada en parcela con
practicas culturales (0.500 + 0.040 mg EAG mL™). Respecto a la mayor eficiencia en la
obtencion de FT por el método de maceracion, posiblemente se debio a que en éste la extraccion
se realiza a temperatura ambiente (Contini et al., 2008), ello en comparacion con el método de
extraccion en equipo Soxhlet, el cual requiere de temperaturas superiores a 64°C para que el
metanol se vaporice (Autino et al., 2013). En este sentido, la temperatura juega un papel
importante en el grado de obtencidn de FT, puesto que los compuestos fenolicos se biodegradan o
biotransforman a temperaturas altas (>60°C) (Orphanides et al., 2013); hecho que explicaria los
resultados de la presente investigacion en relacién a la menor efectividad del método Soxhlet en
la obtencion de FT. Mientras que, las mayores concentraciones de FT encontradas en extractos de
epidermis de cladodio (P < 0.05), ello concuerda con Moussa et al. (2014), quienes encontraron
mayor cantidad de FT en de cascara del fruto de O. ficus-indica (Tuna) en comparacion con las
concentraciones obtenidas en la pulpa de esta cactacea. Esta mayor produccion de FT obtenida en
la cascara de los frutos o en la epidermis de verduras posiblemente se deba a que estas partes son
la primer barrera de defensa contra insectos, microorganismos, predadores y factores ambientales

adversos (Aguirre et al., 2013).

Con respecto a las cantidades de FT encontradas en cada grupo analizado (Tabla 2), estas fueron
menores a lo reportado por otros investigadores: Moussa et al. (2014), observaron que en
extractos de cladodios de O. ficus-indica la concentracion de FT fue entre 9.0 a 11.0 mg EAG
mL™; Guevara et al. (2010), encontraron en la misma especie de cactacea 17.8 a 19.9 mg EAG
mL™. Mientras que Cai et al. (2010), determinaron que en extractos de epidermis de cladodio la
concentracion de FT, bajo el método de soxhlet, fue de 5.550 mg EAG mL™. Posiblemente ello
se debi¢ a factores tales como: edad de los cladodios utilizados para la extraccion de estos

compuestos (Salgado et al., 2008). Guevara et al. (2010), analizaron cladodios inmaduros y para
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consumo humano (de 8 a 17 cm de longitud). Mientras que los cladodios analizados en esta
investigacion fueron de la variedad forrajera y su longitud fue de 40 cm en promedio. Al
respecto, Pérez et al. (2014) encontraron que las concentraciones de FT dependen de la madurez
de las plantas con las que se pretende realizar la extraccion, siendo las plantas maduras quienes
presentan menor concentracion de FT y flavonoides en comparacion con las inmaduras 0 mas
jovenes. Asi mismo, la especie y variedades de las plantas son factores que determinan la

cantidad de FT obtenidos de los extractos metandlicos (Nerd et al., 2002).

Otros factores que también pueden influir, en la concentracion de FT de los extractos
metandlicos, son: el origen agroecoldgico (Hernandez et al., 2011; Moussa et al., 2014) vy, las
caracteristicas bromatoldgicas de las plantas (Lozano, 2011). No obstante, un factor que pudiera
explicar las diferencias en las concentraciones de FT obtenidas en la presente investigacion y las
observadas por los investigadores anteriormente citados, es el método de deshidratacion de las
muestras; puesto que Moussa et al. (2014) y Guevara et al. (2010) deshidrataron sus muestras por
el método de liofilizacién; proceso que permite reducir la pérdida de componentes volatiles o
termo-sensibles si se compara con los métodos de deshidratacion en donde se requiere de
temperaturas mayores a las del medio ambiente (Ramirez, 2006). En este sentido, el método de
deshidrataciéon de las muestras empleadas en esta investigacion fue mediante temperaturas de
45°C. Puesto que Toor et al. (2006), establecieron que la deshidratacion de las muestras a
temperaturas menores a 65°C los compuestos fendlicos y flavonoides se conservan. Sin embargo,
para Conde et al. (2010), la principal causa de la variabilidad en los resultados en torno a las
concentraciones de FT en plantas se debe al solvente de extraccion y método de cuantificacion
utilizado en los andlisis de estos compuestos. Asi por ejemplo, Mousa et al. (2014) utilizaron
metanol al 70%, mientras que en este trabajo se utilizO metanol al 100%. Con respecto a la

cuantificacion, los investigadores citados lo realizaron directamente por cromatografia liquida de
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alta eficacia (HPLC; siglas en inglés), mientras que en esta investigacion fue por

espectrofotometria.

Por ultimo, las diferencias en la concentracion de FT de acuerdo al grupo analizado (Tabla 2)
pudieron deberse a factores relacionados con las caracteristicas propias de cada especie (Nerd et
al., 2002; Reyes et al., 2005; Reyes et al., 2011), puesto que los extractos obtenidos de cladodios
de O. atropes y O. ficus-indica provenian de la misma parcela (PSP); es decir, estaban bajo
condiciones agroecoldgicas iguales. Hecho contrario sucedio con la cantidad de FT obtenidos de
los extractos de epidermis de O. ficus-indica provenientes de parcelas diferentes: 0.500 + 0.040
mg EAG mL™*, en PCP y 0.569 + 0.030 mg EAG mL™, en PSP; valores diferentes entre si (P <
0.05) que pueden atribuirse a las condiciones agroecoldgicas de cada parcela (Jaafar et al., 2012).
Heath (2002), observo que la exposicion de las plantas a los factores ambientales adversos, como
factores abidticos o presencia de patdgenos, estimulan la produccién y liberacion de metabolitos
secundarios. Asi, por ejemplo, la poda de formacion y saneamiento aplicada en las parcelas con
précticas culturales estimula de produccién de FT en cladodios de Opuntia spp, debido a que la
produccion y liberacion de metabolitos secundarios se inicia por dafio mecéanico sufrido por la

planta (Thatcher et al., 2005; Wiermer et al., 2005).

En el caso de FT y flavonoides obtenidos de extractos metandlicos purificados de los grupos
analizados, los extractos de epidermis de cladodios de ambas especies (O. ficus-indica y O.
atropes) mostraron la misma tendencia (Figura 1) que en las concentraciones de FT obtenidos de
extractos no purificados (Tabla 2), puesto que estos mostraron mayor concentracion de dichos
compuestos: > 0.047 mg EAG mL™, para el caso de FT y > 0.207 mg EQ mL™, para flavonoides
(Figura 1). Sin embargo, la concentracion de flavonoides, en todos los extractos, fue mayor (P <
0.05) en comparacion a la concentracion de FT: 0.130 a 0.389 mg EQ mL™ de flavonoides vs

0.030 a 0.097 mg EAG mL™ de FT. Respecto a las concentraciones de flavonoides por grupo
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analizado, los extractos de O. ficus-indica presentaron mayor cantidad de estos compuestos
(0.166 a 0.389 mg EQ mL™ de flavonoides), respecto a los extractos de O. atropes: 0.150 a 0.207

mg EQ mL™ de flavonoides (Figura 1).
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CFICPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con practicas culturales obtenido por
Soxhlet; CFISPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CASPS= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CFICPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con préacticas culturales
obtenido por maceracion; CFISPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas
culturales obtenido por maceracion; CASPM= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin
précticas culturales obtenido por maceracion; EFICPM= Extracto de epidermis de cladodio de O. ficus indica
proveniente de parcela con précticas culturales obtenido por maceracion; EFISPM= Extracto de epidermis de
cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por maceracion; EASPM=
Extracto de epidermis de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por
maceracion.

Figura 1. Fenoles totales (mg EAG mL™) y flavonoides (mg EQ mL™) obtenidos en extractos metanélicos
de acuerdo al grupo.

La variabilidad que muestran los resultados consignados en la Figura 1, concuerdan con lo
observado por Guevara et al. (2010), quienes establecen que la concentracion tanto de FT como
de flavonoides en cladodios de O. ficus-indica es variable, debido a aspectos relacionados con la
especie de la planta; generalmente, los cladodios de variedades comerciales de O. ficus-indica

tienen mayor concentracion de flavonoides en comparacion a variedades silvestres (2.5a 9.9 y

Facultad de Agrobiologia “Presidente Judrez”-UMSNH 92



MVZ. Lauro Antonio Delgado Sanchez

0.5 a 3.9 mg EQ mL™ de flavonoides, respectivamente). Sin embargo, dichas diferencias también

las encontraron entre las mismas variedades comerciales y entre variedades silvestres. Por

ejemplo, las variedades comerciales blanco y manso, la primera presentd una concentracion de

9.9 mg EQ mL™ de flavonoides, mientras que en la variedad manso se encontraron 5.9 mg EQ
-1 .

mL™~ de flavonoides (Guevara et al.,, 2010). Estos resultados y los encontrados en esta

investigacion sugieren que la concentracion de fenoles totales y flavonoides entre variedades y

especies dentro del género Opuntia es heterogénea.

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos purificados se determind la capacidad
de inhibicion de radicales DPPH, ABTS y la habilidad de reduccién de hierro (FRAP; siglas en
ingleés) (Tabla 3 y Figura 2, 3, 4, 5). En este sentido se encontré que todos los extractos
analizados presentaron inhibicion de los radicales DPPH y ABTS. No obstante, los extractos de
cladodio obtenidos por el metodo Soxhlet y maceracion mostraron menor capacidad para inhibir

DPPH (P < 0.05): < 10.6 + 1.0 % de inhibicién por 0.030 + 0.002 mg EAG mL™.

Mientras que, en la inhibicion de ABTS los extractos de cladodios de O. ficus-indica
provenientes de PCP y O. atropes proveniente de PSP, obtenidos por maceracion, presentaron
menor inhibicién (P < 0.05) de éste radical (71.4 + 0.9% con 0.077 + 0.001 mg ET mLy 72.8 +
0.6% con 0.079 + 0.001 mg ET mL™, respectivamente), en comparacién con el resto de los
grupos analizados (Tabla 3, Figura 3). Por lo que la capacidad de inhibicion de radicales DPPH y
ABTS fue mayor en los extractos de epidermis de O. ficus-indica y O. atropes provenientes de

PSP, en ese orden (Tabla 3, Figura 2, 3).

En relacién a la inhibicion de DPPH los resultados de Salem et al. (2006) concuerda
parcialmente, puesto que en esta investigacion el mayor porcentaje de inhibicion de éste radical

fue de 15% con 0.045 mg EAG mL™ mientras que los investigadores citados observaron una
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inhibicién del 50% con la misma concentracién (0.045 mg EAG mL™) en extractos metandlicos
de O. ficus-indica var. Saboten. Dok-go et al. (2003), reportaron inhibicién de DPPH del 50%
con 0.010 a 0.042 mg EAG mL™ de extractos metandlicos de frutos y cladodios de O. ficus-
indica var. Saboten; estableciendo ademas la identificacion de los siguientes flavonoides:

Quercentina, dihidrogquercetina y quercentina-3-metiléter, en dichos extractos.

Tabla 3. Inhibicion de radical DPPH, ABTS y poder reductor de Hierro de extractos
metanolicos purificados de acuerdo a grupo.

Capacidad antioxidante (%) por mg EAG 0 ET
Grupo Abreviacion DPPH (%) DPPH(mg) ABTS (%) ABTS (mg) FRAP (mg)

1 CFICPS 10.6°+1.0 0.030°+0.002 86.1%°+1.0 0.094°+0.002 0.025%+ 0.001
2 CFISPS 83*+15 0.026°+0.003 84.2°+1.6 0.092°+0.002 0.025%+0.001
3 CASPS 6.3*+0.6 0.022°+0.001 75.9°+0.9 0.082°+0.001 0.023%+ 0.002
4 CFICPM 6.3°+1.1 0.022°+0.002 71.4°+0.9 0.077+0.001 0.021%+ 0.001
5 CFISPM 9.2°+0.2 0.027°+0.001 79.4°+15 0.086°+0.002 0.028°+0.007
6 CASPM 65°+1.2 0.023%+0.002 72.8°+0.6 0.079°+0.001 0.021%+ 0.001
7 EFICPM 14.0°+5.1 0.039°+0.015 89.0'+1.2 0.097"+0.002 0.034°+0.003
8 EFISPM 15.7°+6.7 0.045°+0.001 93.9°+0.4 0.103%+0.001 0.050%+ 0.004
9 EASPM 9.1°+0.8 0.026°+0.001 83.2°+0.5 0.090°+0.001 0.029°+0.001

DPPH (%) = porcentaje de inhibicién; DPPH (mg)= mg EAG mL™; ABTS (%)= porcentaje de inhibicion, ABTS
(mg)= mg ET mL?, FRAP (mg)= mg EAG mL™; CFICPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de
parcela con practicas culturales obtenido por Soxhlet; CFISPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente
de parcela sin practicas culturales obtenido por Soxhlet; CASPS= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de
parcela sin practicas culturales obtenido por Soxhlet; CFICPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente
de parcela con préacticas culturales obtenido por maceracién; CFISPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica
proveniente de parcela sin précticas culturales obtenido por maceracion; CASPM= Extracto de cladodio de O.
atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por maceracién; EFICPM= Extracto de epidermis
de cladodio de O. ficus indica proveniente de parcela con précticas culturales obtenido por maceracién; EFISPM=
Extracto de epidermis de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por
maceracion, EASPM= Extracto de epidermis de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin précticas
culturales obtenido por maceracion.

Literales > ©%#" ¢ indican diferencias (P < 0.05) dentro de columna.

Respecto a la inhibicion del radical ABTS, Moussa et al. (2014) determinaron en extractos
etanélicos de cladodios de O. ficus-indica 0.022 y 0.024 mg ET mL™; concentraciones menores a
los resultados obtenidos en esta investigacién: > 0.077 + 0.001 mg ET mL™ (Figura 3). No
obstante, Moussa et al. (2014) encontraron que la actividad antioxidante fue proporcional a los
valores de fenoles totales observados en los extractos etandlicos de O. ficus-indica. Aspecto que
concuerda con los resultados del presente trabajo, puesto que las correlaciones entre los

compuestos fenodlicos (FT y flavonoides) y la actividad antioxidante fueron altas y positivas
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(Tabla 4): FT-DPPH (r =0.70; P<0.001), flavonoide-DPPH (r = 0.71; P<0.001) FT-ABTS (r =
0.81; P < 0.0001), flavonoides-ABTS (r = 0.81; P < 0.0001) y FT-FRAP(r= 0.95; P < 0.0001),
flavonoides-FRAP(r= 0.94; P < 0.0001). Correlaciones que indican que a mayor concentracion de

FT o flavonoides en los extractos, mayor capacidad antioxidante presentan.
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CFICPS= Extracto de cladodio de O. ficus indica proveniente de parcela con précticas culturales obtenido por
Soxhlet; CFISPS= Extracto de cladodio de O. ficus indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CASPS= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CFICPM= Extracto de cladodio de O. ficus indica proveniente de parcela con practicas culturales
obtenido por maceracion; CFISPM= Extracto de cladodio de O. ficus indica proveniente de parcela sin practicas
culturales obtenido por maceracion; CASPM= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin
practicas culturales obtenido por maceracién; EFICPM= Extracto de epidermis de cladodio de O. ficus indica
proveniente de parcela con précticas culturales obtenido por maceracion; EFISPM= Extracto de epidermis de
cladodio de O. ficus indica proveniente de parcela sin précticas culturales obtenido por maceracion; EASPM=
Extracto de epidermis de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por
maceracion.

Figura 2. Inhibicién (%) del radical DPPH por concentracion EAG (mg mL™) obtenidos en extractos

metandlicos de acuerdo al grupo.

El indice de capacidad antioxidante (FRAP) en extractos de epidermis de O. ficus-indica de
parcela SP mostré también una mayor (P < 0.05) eficacia (0.050 + 0.004 mg EAG mL™) en
comparacion con los extractos obtenidos de cladodios por maceracion o Soxhlet: < 0.028 + 0.007

mg EAG mL™. Chahdoura et al. (2014), determinaron que el poder reductor de hierro de
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extractos metanélicos de cladodios de Opuntia macrorhiza, fue del 50% con 0.060 mg ET mL™.
No obstante, en esta investigacion no se determino el poder reductor de hierro (FRAP %) de los
extractos analizados; pero, las concentraciones observadas (Figura 4) fueron menores a las
reportadas por los investigadores citados. Aunque si bien, las concentraciones de FRAP en
extractos de epidermis de O. ficus-indica proveniente de PSP fueron las que mostraron un mejor

comportamiento con respecto al resto de los grupos analizados (Figura 4).
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CFICPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con practicas culturales obtenido por
Soxhlet; CFISPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CASPS= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CFICPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con préacticas culturales
obtenido por maceracién; CFISPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas
culturales obtenido por maceracién; CASPM= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin
précticas culturales obtenido por maceracion; EFICPM= Extracto de epidermis de cladodio de O. ficus indica
proveniente de parcela con practicas culturales obtenido por maceracion; EFISPM= Extracto de epidermis de
cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por maceracion; EASPM=
Extracto de epidermis de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin précticas culturales obtenido por
maceracion.

Figura 3. Inhibicion (%) del radical ABTS por concentracion ET (mg mL™) de extractos metandlicos de
acuerdo al grupo

La menor actividad antioxidante de los extractos obtenidos por Soxhlet (P < 0.05) respecto a los

extractos de epidermis, en las tres pruebas de capacidad antioxidante a las cuales se sometieron
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(ABTS, DPPH y FRAP), pudo deberse a: 1) la concentracion de fenoles fue menor en todos los
grupos analizados en comparacion con lo reportado por otros investigadores citados en este
trabajo; 2) la menor concentracion en estos extractos puede asociarse a la biodegradacion de los
compuestos fendlico por causa de la exposicion a temperaturas >50°C durante la deshidratacion
de las muestras; 3) al método de extraccion, en este caso la extraccion en equipo Soxhlet implica
una temperatura superior a 64°C (Orphanides et al., 2013) y, en menor medida, a la composicion

bromatoldgica de las especies analizadas.
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CFICPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con practicas culturales obtenido por
Soxhlet; CFISPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CASPS= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CFICPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con précticas culturales
obtenido por maceracién; CFISPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin précticas
culturales obtenido por maceracién; CASPM= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin
préacticas culturales obtenido por maceracion; EFICPM= Extracto de epidermis de cladodio de O. ficus indica
proveniente de parcela con practicas culturales obtenido por maceracién; EFISPM= Extracto de epidermis de
cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por maceracién; EASPM=
Extracto de epidermis de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por
maceracion.

Figura 4. Poder reductor de hierro de extractos metanolicos de acuerdo al grupo.
Kaur et al. (2012) indican que la actividad antioxidante es determinada por la concentracién de

fenoles totales. Medina et al. (2011), observaron que cuando los cladodios son deshidratados a

Facultad de Agrobiologia “Presidente Judrez”-UMSNH 97



MVZ. Lauro Antonio Delgado Sanchez

temperaturas superiores a 60°C la concentracion de compuestos fenolicos es menor en
comparacion a cuando los cladodios son deshidratados a 45°C; sin embargo, aun con esta
temperatura existe perdida de compuestos fendlicos. En contraposicion, Aguirre et al. (2013)
encontraron que a mayor temperatura de extraccion se incrementan las concentraciones de
fenoles; pero, disminuye la actividad antioxidante de los extractos. Al respecto, los resultados
obtenidos en esta investigacion no concuerdan, puesto que las temperaturas utilizadas en ambos
métodos de extraccion oscilaron entre 45°C (deshidratacion de la muestra) y 64°C (extraccion
con equipo soxhlet) y bajo estas circunstancias la cantidad de FT no supero a las concentraciones
de estos compuestos obtenidos por el método de maceracion (Tabla 2) donde la temperatura

utilizada fue la del ambiente.

Santos et al. (2011) y Kaur et al. (2012), indican que la actividad antioxidante de extractos
etandlicos de O. ficus-indica depende de las concentraciones de los compuestos fendlicos
presentes en el extracto. Al respecto, el analisis de las correlaciones de Pearson (Tabla 4)

concuerdan con lo anterior.

Tabla 4. Correlaciones de Pearson y omega cuadrado (o) entre tratamiento (Grupo), fenoles
totales, flavonoides, inhibicion de DPPH, inhibicion de ABTS y habilidad reductora de Hierro.

Tratamiento Fenoles Flavonoides DPPH@) ABTSw)
totales

Variable o° r R r R
Fenoles totales 0.99** --
Flavonoides 0.99** 0.99** --
Inhibicion de DPPH () 0.94** 0.70** 0.71** --
Inhibicion de ABTS (x) 0.98** 0.81** 0.81** 0.72** --
Habilidad reductora de Hierro 0.88** 0.95** 0.94** 0.64** 0.79**

w?= estadistico omega cuadrado; r= correlacion de Pearson; DPPH= inhibicion de 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl; ABTS= inhibicién de 2°2-Azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid-2NHa.
**= altamente significativo (P < 0.0001).

Romano et al. (2009), determinaron que el efecto antioxidante o antimicrobiano encontrado en
extractos metanolicos de plantas no se debe Unicamente a la concentracion de fenoles, también se

debe a la combinacion entre dichos compuestos; puesto que al probar los mismos compuestos por
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separado, su efecto es menor que cuando estan en combinacion. Esto sugiere que las diferentes
mezclas de compuestos fenolicos, en los extractos evaluados, pudieron ser las causantes de
variabilidad en la actividad antioxidante y no tanto a las concentraciones obtenidas de FT y

flavonoides en los extracto analizados en esta investigacion.
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GRUPOS (muestra-especie-parcela-método de extraccion)

Literales 2" < indican difrencias entre grupos

CFICPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con précticas culturales obtenido por
Soxhlet; CFISPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CASPS= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CFICPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con préacticas culturales
obtenido por maceracién; CFISPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas
culturales obtenido por maceracion; CASPM= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin
practicas culturales obtenido por maceracion; EFICPM= Extracto de epidermis de cladodio de O. ficus indica
proveniente de parcela con practicas culturales obtenido por maceracion; EFISPM= Extracto de epidermis de
cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por maceracion; EASPM=
Extracto de epidermis de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin précticas culturales obtenido por
maceracion.

Figura 5. Medias de minimos cuadrados para meséfilas Aerobias (UFC mL™) en leche cruda post-adicion
de los extractos metanolicos.

Finalmente, los resultados microbiologicos de la leche cruda adicionada con los extractos
metandlicos analizados, mostraron reduccién de cuentas bacterianas (UFC mL™) en leche cruda;
tanto para BMA como para CT, 2 h post adicion del extracto (Figura 5). Al respecto, los extractos

de epidermis de cladodio (obtenidos por maceracion) e independientemente de la especie (O.
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ficus-indica y O. atropes) presentaron mayor reduccién de UFC mL™ de BMA (P < 0.05): 72x10°
a 140x10° UFC mL™, resultados estadisticamente iguales (P <0.05) entre especies y parcela de
procedencia (Figura 5). No obstante, todos los grupos de extractos analizados redujeron las
cuentas bacterianas de leche cruda 2 h post adicion (P < 0.05) del extracto en comparacion con

las UFC mL™ de BMA en leche cruda sin adicién de extractos metandlicos (Testigo).

A pesar que, todos los extractos aplicados disminuyeron el promedio de UFC mL™ de BMA de
leche cruda en comparacion al testigo (2200x10° UFC mL™), Gnicamente tres extractos
disminuyeron las UFC a los estandares (120x10°> UFC mL™ de BMA) que marca la NOM para el
consumo de leche (NMX-F-700-COFOCALEC, 2004). Los extractos referidos fueron los
extraidos por el método Soxhlet de cladodio, especificamente el extracto de O. atropes (92x10°
UFC mL™) y, por maceracion los extracto de epidermis de O. ficus-indica proveniente de PSP y
O. atropes: 72x10° y 100x10° UFC mL™' de BMA, respectivamente. Resultados similares
obtuvieron Ortiz et al. (2013) al adicionar directamente epidermis de cladodios y fragmentos de
cladodios de O. ficus-indica, en base fresca. Estos investigadores observaron que, las UFC mL™
de BMA se redujeron (P < 0.05) y lograron los valores establecidos por la NOM. Umar et al.
(2013), reportaron efecto antimicrobiano de extractos metandlicos de O. dilleni sobre bacterias
Gram positivas y Gram negativas, mientras que Sanchez et al. (2010), también encontraron
efecto antimicrobiano de extractos etanélicos y metandlicos de cladodios de O. ficus-indica sobre

Vibrio cholerae.

En relacion a CT en leche cruda post-adicion de extractos metanolicos, se encontrd efecto (P <
0.0001) de grupo (de los extractos analizados) sobre UFC mL™ de CT en leche cruda 2 h post
adicion del extracto. De acuerdo con la Figura 6, la adicién de extractos de epidermis a la leche
cruda redujo en mayor medida (P < 0.05) las UFC mL™ de CT (2.0x10° a3.0x10° UFC mL™) con

respecto al resto de los grupos analizados. A pesar de que, todos los extractos probados, en esta
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investigacion, disminuyeron las UFC mL™ de CT de LC en comparacién al testigo (38.0x10°) no
logran la reduccion minima que requiere la leche para considerarse como apta para el consumo
humano, ello de acuerdo con los estandares de calidad (1x10*> UFC mL™ de CT) que marca la

norma (NMX-F-700-COFOCALEC 2004) para que la leche se considera apta para su consumo.

Investigaciones recientes establecen que los frutos, cladodios y flores de O. ficus-indica
contienen compuestos quimicos como los fenoles (Abdel et al., 2014; Boutakiout, et al., 2015),
los cuales actan como antimicrobianos (Segul et al., 2009). Pero dicha actividad bioldgica esta
determinada por la concentracion de fenoles totales y flavonoides presentes en los extractos de
plantas (Silvaet al., 2006). En contraste, Cambral et al. (2012), indican que la actividad
antimicrobiana no siempre es determinada por la concentracion de fenoles y flavonoides, puesto
que en ocasiones dicha actividad antimicrobiana no se correlaciona con la concentracion de
fenoles totales. En este sentido, Romano et al. (2009), sugieren que el efecto antioxidante o
antimicrobiano se debe al sinergismo entre los compuestos fendlicos presentes en el extracto. Por
lo que el efecto de los extractos de epidermis sobre BMA y CT, pudo deberse a una mayor

combinacion de los fenoles en estos extractos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, tanto BMA como CT en leche
cruda se redujeron 2 h post-adicion de los extractos metanolico a dosis de 50 pg de FT. Sin
embargo, se observaron diferencias entre grupos; lo cual indica, que no es la dosis de FT
existente en el extracto lo que afecta las UFC mL™ de bacterias en leche cruda, sino més bien el
tipo de fenoles y el sinergismo entre estos lo que provoca una mayor o menor eficiencia al

momento de reducir las cuentas bacterianas en la leche.
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UFC x105 mL-!

Literales 2P-c-dindican difrencias entre grupos

CFICPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con précticas culturales obtenido por
Soxhlet; CFISPS= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CASPS= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido
por Soxhlet; CFICPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela con précticas culturales
obtenido por maceracién; CFISPM= Extracto de cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas
culturales obtenido por maceracion; CASPM= Extracto de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin
practicas culturales obtenido por maceracion; EFICPM= Extracto de epidermis de cladodio de O. ficus-indica
proveniente de parcela con practicas culturales obtenido por maceracion; EFISPM= Extracto de epidermis de
cladodio de O. ficus-indica proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por maceracion; EASPM=
Extracto de epidermis de cladodio de O. atropes proveniente de parcela sin practicas culturales obtenido por
maceracion.

Figura 6. Medias de minimos cuadrados para coliformes Totales (UFC mL™) en leche cruda post-adicion
de los extractos metandlicos.

Los extractos metanolico de plantas dafian la membrana celular de las bacterias, provocando
tanto la disminucion del pH citoplasmatico como la produccion de ATP (Sanchez et al., 2010).
Esta accion posiblemente este determinada por el anillo aromaético; principalmente el grupo
hidroxilo (-OH), con el que cuentan los fenoles (a veces con mas de uno); puesto que, el —OH
presente en los fenoles pueden actuar como acarreadores de cationes monovalentes del
citoplasma al espacio extracelular y, al llegar un fenol al citoplasma intercambia su protén
hidrogeno (H+) por un ion potasio (K+) u otro cation (Ultee et al., 2002). Este intercambio de
iones despolariza la membrana celular (Whiteaker et al., 2001) y la despolarizacion o

polarizacién de la membrana celular es considerado como dafio en la misma (Yuroff et al., 2003;
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Bot y Prodan, 2009), afectando la homeostasis y finalmente provocando la muerte celular (Ultee

etal., 2002).
CONCLUSION

Dentro de los diferentes extractos metandlicos evaluados, el método de extraccion que produce
mayor cantidad de fenoles totales es el de maceracion y, dentro de este método, el extracto de
epidermis de cladodios de O. ficus-indica procedentes de la parcela sin précticas culturales es el
que genera mayor concentracion de compuestos fendlicos, ello si se compara con las
concentraciones de fenoles totales de los extractos de cladodios de la misma especie y de O.
atropes, independientemente del método de extraccion utilizado (Soxhlet o maceracion). No
obstante, las cantidades de fenoles totales obtenidas en los extractos de epidermis o cladodios
completos de dichas especies son menores (< 1 mg EAG mL™) a lo observado en otras
investigaciones (> 4 mg EAG mL™). Posiblemente, esta menor cantidad de fenoles totales
presentes en los extractos de O. ficus-indica y O. atropes este determinado por la edad de los
cladodios de estas cetaceas y al método de deshidratacion utilizado. Por lo que es necesario
investigar el efecto de varios métodos de deshidratacién de las muestras para la generacion de

extractos metanolicos derivados de Opuntia spp.

Los extractos de cladodio obtenidos por el método Soxhlet y maceracion tienen menos capacidad
para inhibir DPPH y ABTS. Mientras que los extractos de epidermis de cladodios de O. ficus-
indica muestran mayor capacidad para inhibir a este tipo de radicales. Sin embargo, los extractos
de epidermis de cladodio (obtenidos por maceracion) e independientemente de la especie (O.
ficus-indica y O. atropes) muestran mayor eficacia para disminuir las UFC mL™ de meséfilas
aerobias y coliformes totales en leche cruda, ello dos horas después de la adicion de estos

extractos a la leche cruda. Esto sugiere que, la implementacién de extractos metandlicos de
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epidermis de O. ficus-indica u O. atropes y su posterior adicion (50 pg de fenoles totales: 1 mL
de leche cruda) es una alternativa viable para incrementar la calidad bacterioldgica de la leche
procedente de sistemas de produccién a escala familiar; pues estos, ademéas de producirla, la

consumen, venden o procesan para elaborar quesos o yogurt artesanal.
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DISCUSION

En la actualidad, es urgente incorporar tecnologias a los sistemas de produccion familiar (SPF),
debido a que generan el 80% de los alimentos del mundo (Salcedo y Guzman, 2014). En México,
los SPF representan el 70% de la totalidad de los sistemas de produccién animal (Salcedo y
Guzman, 2014). Ello obliga a incentivar la investigacion, la inversion economica y el desarrollo
social, para: garantizar la alimentacion en las zonas rurales del pais, cuidar y proteger el entorno
natural y, aminorar la pobreza (Galluzzi et al., 2011). Pero, dichas inversiones deben canalizarse
sin anteponer la diversidad y complejidad que caracteriza a los SPF (Salcedo y Guzman, 2014).
Ademas, en el pais, la produccion de leche de bovinos se encuentra entre los 12 millones de litros
afio™; de esta cantidad, la ganaderia a escala familiar o los SPF aportan el 9.4% (3.000 kg caveza’
! afio™) de la produccion nacional (Vera et al. 2009; SIAP, 2011) y abastece el 50% de las
queserias de tipo artesanal (Garcés et al., 2005). No obstante, la produccién de leche y
elaboracion de productos lacteos, en este tipo de sistemas (familiar), se realiza y comercializa
bajo escasa tecnificacion y précticas de higiene (Moreno et al., 2012; Arriaga et al., 2013).
Aspectos que representan el principal riesgo hacia la salud del consumidor (Rojas et al., 2014).
Aunado a ello, a los pequefios productores (familiar) les resulta inviable la inversion de un tanque
enfriador o cubrir los costos que genera enfriar y/o hervir la leche (Muehlhoff et al., 2013) v, tal
vez por ello, en las zonas rurales y marginales del pais es comun utilizar la leche cruda sin
refrigeracion o pasteurizacion para el consumo o la elaboracién de subproductos lacteos (Rojas et

al., 2014).

Los SPF al poseer una escasa infraestructura tecnologica (Gliessman et al., 2007), los hace
vulnerables en dos aspectos fundamentales para supervivencia de los mismos: a) la adquisicion o
suministro de las fuente de insumos para la alimentacion animal (Molina et al., 2008; Lopez et

al., 2007) y b) los productos que ofertan, principalmente leche, queso fresco y yogur natural son
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y se perciben como un riesgo para la salud puablica, aspectos que limitan la comercializacion de
dichos productos o los obliga a conformar un mercado local e informal (Godar et al., 2010).
Puesto que, las Normas Oficiales Mexicanas establecen especificaciones sanitarias Yy
nutrimentales que debe cumplir la leche y sus subproductos para que se consideren aptos para el
consumo humano (Fuentes et al., 2013). Sin embargo, debido a la idiosincrasia, economia y
escaza tecnologia presentes en las zonas rurales del pais, la produccion de leche y elaboracion de
subproductos lacteos se comercializan sin tener en cuenta dichas normas y los riesgos de salud
publica que puedan generar (Moreno et al., 2012). Por lo que, una primera accién podria ser la
disminucion de la variabilidad en la calidad bacterioldgica de la leche cruda y sus subproductos;

sin afectar los costos de produccién.

El nopal (Opuntia spp.) no solo es una alternativa nutricional, al utilizarse como parte de los
insumos de la alimentacion del ganado de los SPF (Cervantes, 2005; De Andrade et al., 2011;
Ortiz et al., 2013; Sakly et al., 2014) sino ademas posee propiedades que incrementan la calidad
de la leche. Ortiz et al. (2012°), encontraron que el consumo de dietas complementadas con nopal
(O. ficus-indica) reducen (P<0.05) las unidades formadoras de colonias (UFC mL™) de BMA y
CT en leche cruda. Ademas, la adicion directa de nopal molido a leche cruda también produce el
mismo efecto sobre BMA y CT (Ortiz et al., 2013). Ortiz et al. (2013) al evaluar el efecto de la
adicion directa de nopal molido, mucilago, y epidermis de nopal (en porcentajes de 0.5, 1.0 y 2%
con base a 100 mL de leche) a la leche cruda, sobre las unidades formadoras de colonias (UFC
mL™) de BMA y CT, encontraron una reduccion significativa (P < 0.05) de dichas bacterias dos
horas después de la adicion de nopal (O. ficus-indica) a la leche cruda, ello en comparacion con
el testigo (leche cruda sin adicion de nopal). Ortiz et al. (2013), reportan que la adicion de nopal
fresco y en harina a leche cruda para elaborar yogurt artesanal mejora la calidad bacterioldgica de

este producto; es decir, reduce las UFC de CT. Resultados importantes dentro de la seguridad
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alimentaria y la problematica de salud publica, puesto que el contenido nutricional de la leche
hace de este alimento un medio para el crecimiento de microorganismos patogenos (Muehlhoff et

al., 2013).

La disminucion de la carga BMA y CT en leche cruda debido a la adicion directa de nopal
molido, mucilago y epidermis de nopal (Ortiz et al., 2013), posiblemente se deba a que los
cladodios, como todas las partes de la planta de nopal (O. ficus-indica), son ricos en compuestos
fendlicos, principalmente en flavonoides y &cidos fenolicos (Ahmed et al., 2005; De Leo et al.,
2010; Ammar et al., 2012), mismos que han demostrado que tienen funciones bioldgicas tales
como: actividad antioxidantes, antiviral y antibacteriana (bactericida y bacteriostatico) (Kahdem
y Marles, 2010). En relacion a los fenoles, estos poseen un potencial antioxidante, mismo que
estd relacionado con procesos anti-inflamatorios, hipoglucémicos, anti-microbianos y neuro-
protectores (Mostafa et al., 2014). En general, es conocida la correlacion entre el contenido de
fenoles, flavonoides, actividad antioxidante y actividad antibacteriana (Leyva et al., 2013; Deng

etal., 2014).

Actualmente, existe un interés creciente por el estudio e implementacion de fuentes naturales
(compuestos quimicos) como alternativas de sustitucion de los métodos térmicos utilizados en la
conservacion de alimentos (Lopez y Belloso, 2008), debido a sus propiedades acidificantes,
antioxidantes y antimicrobianas (Lucera et al., 2012). En general, los extractos de plantas pueden
ser utilizados como aditivos antimicrobianos para prolongar la vida de anaquel de los alimentos
(Gyawali y lbrahim, 2014), puesto que, las investigaciones han demostrado actividad
antimicrobiana de diferentes compuestos naturales contra una amplia gama de microorganismos
patdgenos de humanos que crecen en alimentos (Gyawali y Ibrahim 2014) v, la adicion directa de
este tipo de compuestos (en forma liquida o en polvo) a leche, productos lacteos y otros

alimentos es el método con mayor eficacia, hasta ahora probado (Cava et al., 2007 citado por;
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Lucera et al., 2012; Gyawali y Ibrahim 2014). Al respecto Pérez et al. (2015) evaluaron el efecto
de compuestos fendlicos de nopal sobre BMA y CT en leche cruda y se encontr6 que, las UFC

mL™* de BMA y CT se redujeron (P<0.05) en comparacién con el testigo.

En esta investigacion, se pudo determinar que tanto O. ficus-indica como O. atropes poseen la
capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano cuando se adicionan en forma de extractos
metanolicos a la leche cruda. No obstante, dicha accién bacterioldgica fue mayor con extractos de
epidermis de cladodio de O. ficus-indica que con extractos de cladodios de la misma especie y
también presento mayor actividad bacteriostatica que los extractos metandlicos de epidermis o
cladodios de O. atropes, puesto que la epidermis de cladodio de O. ficus-indica mostré6 mayor
contenido de FT (P < 0.05). Aspecto que concuerda con Verporte y Memelink (2002), quienes
determinaron que de manera general, se observa que la cantidad de FT esta relacionada con la
especie, estructura o parte de la planta utilizada (pulpa, cascara, epidermis o tallo) en la
extraccion (Parashar et al., 2014, Longo y Vasapollo 2006). Ademas, se ha observado que, la
mayor produccion de FT obtenida en extractos de cascara de los frutos o de la epidermis de
verduras posiblemente se deba a que estas partes son la primer barrera de defensa contra insectos,

microorganismos, predadores y factores ambientales adversos (Aguirre et al., 2013).

De acuerdo con el parrafo anterior y con el analisis de las concentraciones de FT encontradas en
los grupos analizados (muestra-especie-procedencia-método de extraccion) se encontré que, el
método de extraccion que genera mayor cantidad de FT es el método por maceracién (P<0.05).
Ello, posiblemente se debid a que con éste método de extraccion se utilizan temperaturas menores
(temperatura ambiente) que en el método por Soxhlet: > 64 °C (Contini et al., 2008) para que el
metanol se vaporice (Autino et al., 2013). En este sentido, la temperatura juega un papel
importante en el grado de obtencién de FT, puesto que los compuestos fendlicos se biodegradan o

biotransforman conforme se alcanzan temperaturas altas (>60°C) (Orphanides et al., 2013);
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hecho que explicaria los resultados de la presente investigacion en relacion a la menor efectividad

del método Soxhlet en la obtencién de FT.

Otros factores que también pueden influir, en la concentracion de FT de los extractos metandlicos
y, que deben ser tomados en cuenta en sucesivas investigaciones son: edad del cladodio utilizado
para la obtencion del extracto metanolico. Al respecto, Pérez et al. (2014) encontraron que las
concentraciones de FT dependen de la madurez de las plantas con las que se pretende realizar la
extraccion, siendo las plantas maduras quienes presentan menor concentracion de FT y
flavonoides en comparacion con las inmaduras o mas jovenes. Asi mismo, el origen
agroecologico (Herndndez et al., 2011; Moussa et al., 2014) vy, las caracteristicas bromatoldgicas
de las plantas (Lozano, 2011). Pero méas importante ain es el método de deshidratacion de las
muestras. Puesto que la revision bibliografica, con fines de contrastacion de los resultados de la
presente investigacion revelaron que, la deshidratacion de las muestras por el método de
liofilizacion -proceso que permite reducir la pérdida de componentes volatiles o termo-sensibles
(Ramirez, 2006)- produce mayor cantidad de FT, ello si se comparan los resultados de Moussa et
al. (2014) y Guevara et al. (2010) -quienes utilizaron este método de deshidratacion-, con el
método utilizado en esta investigacion: el método de deshidratacion de las muestras fue por

desecacion a temperaturas de > 45 °C.

Con respecto a las tres pruebas de capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP) a las cuales se
sometieron los extractos metanolicos analizados, estas determinaron que dichos extractos
produjeron menor actividad antioxidantes, si se compara con los resultados obtenidos por otros
investigadores en diferentes especies de Opuntia (Dok-go et al., 2003; Sengul et al., 2009;
Chahdoura et al., 2014; Moussa et al., 2014). Ello, pudo deberse a que la concentraciéon de FT
fue menor en todos los grupos analizados en comparacion con lo reportado por otros

investigadores citados en este trabajo; menores cantidades de dichos compuestos posiblemente
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asociados a la biodegradacion de los compuestos fendlico por causa de la exposicion a
temperaturas >50°C durante la deshidratacion de las muestras y al método de extraccion, en este
caso la extraccion en equipo Soxhlet implica una temperatura superior a 64 °C (Orphanides et al.,
2013). Medina et al. (2011), determinaron que cuando los cladodios son deshidratados a
temperaturas superiores a 60 °C la concentracion de compuestos fenolicos es menor en
comparacion a cuando los cladodios son deshidratados a 45 °C; sin embargo, aun con esta

temperatura existe perdida de compuestos fenolicos.

Romano et al. (2009), determinaron que el efecto antioxidante o antimicrobiano encontrado en
extractos metandlicos de plantas no se debe Unicamente a la concentracion de fenoles, también se
debe a la combinacidon entre dichos compuestos; puesto que al probar los mismos compuestos por
separado, su efecto es menor que cuando estdn en combinacion. Esto sugiere que las diferentes
mezclas de compuestos fendlicos, en los extractos de epidermis principalmente, pudieron ser las
causantes de variabilidad en la actividad antioxidante y no tanto a las concentraciones obtenidas
de FT y flavonoides en los extractos analizados en esta investigacion. Por lo que, el efecto de los
extractos de epidermis de cladodio de sobre BMA y CT en leche cruda 2 h post-adicién del
extracto, pudo deberse a una mayor combinacion de los fenoles en dichos extractos de O. ficus-
indica u O. atropes méas que a la dosis (50 pg de FT: 1 ml de leche cruda), puesto que todos los
grupos (extractos metandlicos) se adicionaron a las muestras de leche cruda en la misma dosis.
Lo cual sugiere que no es la dosis de FT existente en el extracto lo que afecta las UFC mL™ de
bacterias en leche cruda, sino méas bien el tipo de fenoles y el sinergismo entre estos lo que

provoca una mayor o menor eficiencia al momento de reducir las cuentas bacterianas en la leche.

Por (ltimo, los extractos de epidermis de cladodio (obtenidos por maceracion)
independientemente de la especie (O. ficus-indica y O. atropes) mostraron eficacia para

disminuir las UFC mL™ de mesofilas aerobias y coliformes totales en leche cruda, ello dos horas
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después de la adicion de estos extractos a la leche cruda. Esto sugiere que, la implementacion de
extractos metanolicos de epidermis de O. ficus-indica u O. atropes y su posterior adicion (50 ug
de fenoles totales: 1 mL de leche cruda) es una alternativa viable para incrementar la calidad
bacterioldgica de la leche procedente de sistemas de produccién a escala familiar; pues estos,

ademas de producirla, la consumen, venden o procesan para elaborar quesos o yogurt artesanal.
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