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Introduccién

Varios estudios hacen mencioén al uso de subproductos de citricos para el control de las
poblaciones microbianas indeseables en alimentos. Asi mismo, se reporta, que son
fuente importante de compuestos bioactivos, e.g. sustancias con actividad antioxidante
[1]. Algunos de estos subproductos pueden emplearse en el disefio de alimentos que
contengan conservadores naturales. Actualmente existe un interés creciente en los
compuestos fenodlicos debido a su elevado efecto antioxidante, el cual puede ser
empleado en el control de oxidacién de los lipidos de los alimentos y algunos estudios
mencionan que puede contribuir a reducir o prevenir algunos procesos biolégicos que
causan por ejemplo el dafo celular [2]. A nivel molecular, los compuestos fendlicos son
sustancias que poseen un anillo aromatico, con uno o mas grupos hidroxidos. Entre los
compuestos fendlicos mas importantes se encuentran los flavonoides los cuales tienen
comprobada actividad antioxidante, se les ha atribuido una gran diversidad de efectos
terapéuticos, tales como actividades cardioténica, antiinflamatoria, hepatoprotectora,
antineoplasica, antimicrobiana, entre otras [3,4]. Los flavonoides son uno de los grandes
grupos de compuestos fendlicos junto con los &cidos fendlicos, son moléculas de
compuestos derivados del benceno. La extracciéon de los diferentes fenoles puede
realizarse a partir del material fresco o incluso seco. Los fenoles, son considerados
polares por lo que son ligeramente solubles en disolventes polares, como el metanol,
etanol y agua [3]. Los citricos contienen flavonoides en forma de flavonas
polimetoxiladas y flava-nonas glicosiladas. Algunos autores mencionan el efecto
antimicrobiano del aceite esencial y el extracto etandlico de la mandarina sobre varios
microorganismos indicadores. El estudio determin6 la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(MIC) y la Concentracion Minima Bactericida (MBC) del aceite esencial de mandarina
sobre Pseudomonas aeroginosa y de Staphylococcus aureus, obteniendo un resultado
una inhibicién del 7% y 15% respectivamente [5]. El objetivo de este estudio fue evaluar
los fenoles totales de cascara de mandarina (CM), bagazo de mandarina (BM) y semilla
de mandarina (SM) en extractos metandlicos, etandlicos y acuosos (EM, EE y EA) y
evaluar el efecto del acido galico sobre Listeria monocytogenes NCTC 11994.

Metodologia

Determinacion de fenoles totales. Se empleo una modificacion de una técnica
previamente reportada [6.7]. Se pesaron 0.002 g de las muestras de las CM, BMy SM y
se vaciaron en tubos de polietileno con 1000 yL de metanol, etanol o agua. Las muesras
se dejaron reposar 24 h a temperatura ambiente Se tomé un volumen de 200 uL de los
extractos y se adicioné un volumen de 1000 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau (J.T.

ISSN: 1665-5745 http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad



http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/inocuidad

e-Gnosis [online] Vol. 4 (2021). Avances de Investigacion en Inocuidad de alimentos

Baker), posteriormente se adicioné 400 pL de una solucion de carbonato de sodio al 7.5%
(p/v, J.T. Baker) y se dejaron en reposo durante 1.5 h a una temperatura de 30°C. Se
realizaron lecturas de absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en un
espectrofotometro (ThermoScientific, Genesys 10s UV-VIS, USA). Si las lecturas
presentaban valores > 1.0 se realizaron diluciones con metanol, etanol o agua. El blanco
fue una solucién inicial de 100 yL de metanol, etanol y agua sometida al proceso antes
mencionado.

*Listeria monocytogenes NCTC 11994 y condiciones de crecimiento. Listeria
monocytogenes NCTC pertenece a la coleccion microbiana de la Universidad de Murcia,
Espafia. Durante este estudio la cepa se conservé en crioviales a -20°C. Esta se sembré
por estria cruzada en medio TSAYE (Tryptic Soy Broth, Bioxon, México) suplementado
con 0.6% de extracto de levadura (w/v Bioxon, México) y 1.5% de agar bacteriolégico (w/v
Bioxon, México). La muestra se incubd a 37°C por 24 h. Una colonia de la bacteria control
se utilizé para inocular en caldo TSBYE (Tryptic Soy Broth, Bioxon, México) con 0.6% de
extracto de levadura (w/v Bioxon, México) y se incubd a 37°C por 12 h. Se tomaron 100
ML de este pre-cultivo para ser inoculados en 5 mL de TSBYE y la muestra se incubo
durante 24 h 37°C para obtener el cultivo de estudio.

*Andlisis microbiolégico. Se evalud el efecto del acido galico (J.T. Baker) a diferentes
concentraciones (0%, 1%, 3% and 5%) sobre Listeria monocytogenes NCTC 11994. El
acido fue pesado y vaciado en tubos Eppendorff previamente adicionados de 900 uL de
agua estéril. En cada tratamiento se adiciond un volume de 100 del cultivo de estudio.
Las muestras fueron agitadas en un vortex (Cole-Parmer, USA). Los tratamientos fueron
calentados en un bafo de temperatura controlada (Polystat Temperature Controller, Cole-
Parmer, USA) a 30°C durante 1 h. A los tiempos de 0 min y 60 min se realizé una cuenta
en placa con la técnica de la gota [8].

*Analisis estadistico. Los resultados se sometieron a un ANOVA y a una prueba de
Duncan, utilizando el paquete estadistico SAS System, WindowsTM Version 6.12, USA.

Resultados y discusion

La Figura 1 muestra los resultados de Fenoles Totales en las muestras de estudio. El
analisis estadistico (Tablas 1,2 y 3) muestra que los resultados experimentales se
ajustaron a un modelo lineal, para el efecto de las variables fijas; solvente (metanol, etanol
y agua), tipo de muestra cascara, bagazo y semilla de mandarina sobre la variable
respuesta (Fenoles totales, ug de acido galico/mL). El modelo describe la influencia de
los factores investigados en forma independiente: tipo de muestra (A), solvente (B),
ademas del efecto de la interaccién (A*B). Se observé un efecto altamente significativo
(P<0.0001) del tipo de muestra (A), solvente (B). El coeficiente de determinacion para el
modelo lineal propuesto indica que < 1% de la variacion total en la respuesta no puede ser
explicado por el modelo desarrollado. Los valores F para los parametros del modelo
fueron utiles para explicar el grado de significancia de los efectos de las variables y sus
interacciones (Tabla 2). En las condiciones experimentales y considerando los valores de
Pr y F se observé que los parametros que tuvieron un mayor efecto significativo sobre la
variable respuesta (FT) fueron en primer lugar el tipo de solvente. El segundo parametro
con mayor significancia fue la interaccién. Esto significa que los cambios el tipo de
solvente tiene un efecto mayor sobre la concentracién de FT. Algunos estudios
mencionan en relacion a los mecanismos de la actividad antioxidante una correlacion
entre el contenido de fenoles totales y la actividad de captura de radicales libres. Este
fendmeno permite sugerir la aplicacion de las muestras estudiadas en el control de la
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oxidacion e.g. de los lipidos en alimentos. El analisis con la prueba de Duncan muestra
que la cascara de mandarina tuvo el valor mas alto en FT y posteriormente fue el BM y
por ultimo la SM. La Figura muestra la mayor reduccién de las poblaciones de Listeria
monocyogenes NCTC 11994 a los 60 min a concentraciones de 2.5% o mayor de acido
galico. En estos valores de AG, hubo una reduccién de 8 ciclos logaritmicos (poblacién
inicial de estudio).

Tabla 1. ANOVA para el efecto de la muestra (CM, BM, SM)** y el solvente (ME, ET y
AG)*** sobre la concentracion de FT (ug acido galico/mL).
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Figura 1. Determinacion de fenoles totales en muestras de CM, BM y SM.

Tabla 1. ANOVA para el efecto del tipo de muestra (CM, BM, SM) y el solvente (ME, ET y
AG) sobre la concentracion de FT (ug acido galico/mL).

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados medios  Valor de F Pr>f
variacion libertad cuadrados
Modelo 8 6292.844 786.605 105.06 0.0001
Error 9 67.387 7.487
Total 17 6360.232

R-Square= 0.9891

*Los valores de “Prob > F” menores que 0.050 indican que los parametros evaluados son significativos
**Muestra: Cascara de mandarina (CM); bagazo de mandarina (BM); semilla de mandarina (SM)
***Solvente: metanol (80%, ME); etanol (ET); agua (AG)

Tabla 2. ANOVA para el efecto del tipo de muestra (CM, BM, SM), el solvente (ME, ET y
AG) vy la interaccion sobre la variable respuesta: FT (ug acido galico/mL).

Fuente de variacion Valorde F Pr>F

A-Muestra (CM, BM, SM)* 76.44 0.0001

B-Solvente (ME, ET y 138.73 0.0001
AG)**

A*B — Muestra*Solvente  102.53 0.0001

*Muestra: Cascara de mandarina (CM); bagazo de mandarina (BM); semilla de mandarina (SM)
**Solvente: metanol (80%, ME); etanol (ET); agua (AG)
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Tabla 3. Prueba de Duncan para la comparacion el efecto de la muestra (CM, BM, SM) y
el solvente (ME, ET y AG) sobre la concentracién de FT (ug acido galico/mL).

Muestra (CM, BM, SM) Solvente (ME, ET, AG)
Promedio Promedio
Muestra** (Mg acido Prueba de Solvente™** (Mg acido Prueba de
galico/mL)  Duncan® galico/mL)  Duncan®
CM 36.589 A ME 41.560 A
BM 27.716 B ET 24.029 B
SM 17.082 C AG 15.798 C
*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes con una a =0 0.05

** Muestra: Cascara de mandarina (CM); bagazo de mandarina (BM); semilla de mandarina (SM)
***Solvente: metanol (80%, ME); etanol (ET); agua (AG)
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Figura 2. Efecto del acido galico a diferentes concentraciones en Listeria
monocytogenes NCTC 11994
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Conclusiones
Las cascaras de frutas citricas como la mandarina pueden ser empleadas como fuente de

antioxidantes en el disefio de alimentos funcionales. El acido galico inhibié a la poblacién
de Listeria monocytogenes en 8 ciclos logaritmicos.
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