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RESUMEN
El arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) es un arbol y un recurso natural de climas
subhumedos poco estudiado, cuya produccion es reportada en el Estado de Nayarit, aunque
también se reporta en Sinaloa, y en algunos municipios de Sonora, Oaxaca, Michoacan, Estado de
México, Veracruz, Chiapas, entre otras pocas, entidades federativas. El fruto recibe el mismo
nombre y agroindustrialmente ha tenido presencia para la elaboracion de licores y dulces, entre
otros productos. Como parte de las especies del género Psidium es identificado como una opcidn
potencial de importantes metabolitos. Entre los pocos reportes disponibles, las hojas y frutos se
han utilizado principalmente, para aliviar padecimientos gastrointestinales y como adyuvante en la
cicatrizacion de heridas, respectivamente. Por otro lado, en el ambito agropecuario se requiere
cada vez mas de antimicrobianos y principalmente, que éstos sean de origen natural. Lo cual, ha
dado lugar a un amplio nimero de investigaciones dirigidas a encontrar actividades bioldgicas,
como la antibacteriana en plantas o arbustos medicinales, como ya largamente se ha reportado
para Iguayaba (Psidium guajava). Cuya actividad antimicrobiana se ha analizado en extractos
vegetales con etanol o metanol, u otros solventes polares y no polares, sobre diversas cepas

bacterianas patdgenas.

Asi, existen muy pocos reportes sobre el arrayan a lo largo de la republica mexicana tanto como
una especie medicinal que consideren su potencial antimicrobiano como opcién ante la necesaria
busqueda de antimicrobianos naturales efectivos dentro del sector agroalimentario. Por todo lo
anterior, en el presente trabajo se estudi6 el efecto de la actividad antibacteriana de cuatro partes

del &rbol de arrayan Psidium sartorianum (O. Berg) Nied (fruto, semilla, hoja y corteza) en extractos



etanolicos 50% sobre los microorganismos enteropatégenos Escherichia coli ATCC 25922,
Enterococcus sp., Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 25922, Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp., Salmonella sp., Klebsiella sp. y Listeria monocytogenes ATCC 19115,

principalmente.

El material biolégico consistié en hojas, corteza, semilla y frutos de especimenes del estado de
Guerrero para preparar extractos de las partes vegetales mediante maceracién en etanol 50%. Se
realizé la identificacién de la dosis de menor concentracion de cada extracto para proceder a
analizar la inhibicion del crecimiento bacteriano por efecto de los extractos, bajo el método de
difusién en agar por diseminacion superficial en disco de Kirby-Bauer, con algunas modificaciones.
Los resultados obtenidos, diametros (mm) de los halos de inhibicidn, se sometieron a un analisis
de varianza simple (ANDEVA) al 95% de confianza. Cuando se presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.0.5) se realizd una prueba de comparacién de medias de
Tuckey al 5%. Todas las cepas fueron inhibidas con diferencias estadisticamente significativas
(p<0.0.5) por todos los extractos estudiados, bajo las condiciones ensayadas. Los
microorganismos Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas sp., Salmonella sp., Klebsiella sp.
y Listeria monocytogenes ATCC 19115, fueron inhibidos no solamente por los extractos de hojas
y de frutos como la literatura ha reportado, sino también por los de semilla y corteza. Finalmente,
se sugirio que los extractos vegetales en etanol 50% de las partes del &rbol de arrayan estudiadas
en el presente trabajo tienen potencial para ser utilizados y estudiados como antimicrobianos

naturales en la vida de anaquel de diversos productos agropecuarios.



ABSTRACT
Arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) is a tree and a natura resource from sub-humid
climates that has been little studied. Its production is reported mainly at Nayarit State; although, its
presence has been also reported at Sinaloa, Sonora, Oaxaca, Michoacan, Mexico State, Veracruz,
Chiapas, among other states. Arrayan fruit has the same name and in agroindustrial sector it was

used to preparade liqueur and candies, and some traditional food products.

As a Psidium gender specie it has been identified as a second metabolites potential source. There
were few reports available for arrayan, which mainly focused on leaves or fruits effects over some
gastrointestinal illness or wound healing, respectably. In the other hand, in agroindustrial and food
technology sectors more and more natural antimicrobials are required; then, several researchers
were made to identify antibacterial activity from medicinal plants, trees or shrubberies. It has been
well reported in guajava (Psidium gujava) ethanol and aqueous extracts or with some other polar or

no polar solvents with an antibacterial effect over important pathogens bacteria strains

Throughout the Mexican Republic arrayan trees as a medicinal specie there were few scientific
information available about its antimicrobial potential and there is an antibacterial natural sources
screen needed in agroindustrial and food technology areas. Then, the main objective of the present
research was to analyze the antibacterial activity from four different parts (leaves, bark, fruits, and
seeds) arrayan tree Psidium sartorianum (O. Berg) Nied as 50% ethanolic extracts over
enteropathogenic microorganisms such as Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus sp.,
Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 25922, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp.,

Salmonella sp., Klebsiella sp. and Listeria monocytogenes ATCC 19115.

Vegetative material used was sampled at Guerrero State and it was used to prepare vegetal extracts

per each vegetative (leaves and bark) and reproductive (seeds and fruits) tree parts y maceration
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methodology in 50 ethanol solutions. Fist, the determination of the antibacterial effect from the less
concentration doses per extract was made; after this, the bacterial inhibition growing effect was
studied by the Kirby-Bauer disc superficial diffusion method with some modifications. Inhibition
halos diameters sizes (mm) registered were analyzed by an Analysis of Variance (ANOVA) 95%
confidence and significant statistical differences (p<0.0.5) were analyzed by a Tuckey 5% mean
comparison test. All bacterial strains grown were inhibited with significant statistical differences
(p=0.0.5) for all the vegetal extracts studied over the conditions tested. Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas sp., Salmonella sp., Klebsiella sp. y Listeria monocytogenes ATCC 19115
microorganisms were inhibited not only by leaves and fruits extracts, as literature has already
mentioned, but also by bark and seeds extracts. Finally, it could be suggested that 50% ethanol
fruits, seeds, back and leaves extracts studied in the present report were considered as putative
natural antimicrobials, which required more specific research to be use as antibacterial agents in

life stock agroindustrial products.
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. INTRODUCCION
En México las plantas tienen una gran variedad de usos, destacando el medicinal y alimenticio, sin
dejar atras los usos como colorantes, aromatizantes, maderables, combustibles, materias primas

para artesanias y forrajes entre otros (Caballero et al., 1998).

La investigacion cientifica ha cobrado mayor interés sobre las plantas medicinales, sugiriéndolas
como material potencial para la prevencion de las enfermedades, debido a la resistencia bacteriana
que se ha generado por el uso inmoderado de antibiéticos (Narayanan et al., 2011; Gupta y Birdi,
2017). Durante el Ultimo siglo las plantas medicinales han generado importancia en extractos
naturales y extractos de aceites esenciales por su actividad antimicrobiana. Los aceites esenciales
obtenidos de especias y hierbas aromaticas tienen propiedades antimicrobianas y pueden
contribuir a garantizar la inocuidad de los alimentos. Como es el caso del timol y el carvacrol,
aceites esenciales presentes en el orégano (Origanum vulgare L.) y el tomillo (Thymus vulgaris),
que se emplean en la industria alimenticia como antibacterianos. La actividad antimicrobiana y
bactericida de diversos productos de plantas se ha asociado a compuestos fendlicos. El coeficiente
fendlico de los aceites esenciales indica el grado de actividad de las distintas sustancias, con

referencia a los fenoles (Ardila et al., 2009).

La riqueza bioldgica de México y su diversidad cultural se han traducido en el desarrollo de una
vasta tradicion etnoboténica. La cual, incluye el conocimiento, el uso y el manejo de una gran
cantidad de especies vegetales. Sin embargo, México cuenta con plantas nativas con gran tradicion
de uso medicinal, con estudios de validacién cientifica escasos como el caso de Psidium

sartorianum (O. Berg) Nied, que es un arbol frutal exético poco conocido y difundido, cominmente



conocido en la region como arrayan. El arrayan es un arbol que da frutos anuales que reciben el
mismo nombre. Se produce tanto en climas templados subhumedos como en climas con
vegetacion tropical. Sus frutos, ademéas de comestibles y son utilizados para la produccion de
dulces tradicionales o licores de la misma indole, principalmente en el Estado de Sinaloa. En esa
misma entidad federativa, las hojas que en ocasiones se utilizan junto con los frutos se han
reportado como opciones dentro de la medicina tradicional de la region en lo llamado “remedios”
que consisten en infusiones por decoccion (25 g hojas en 250 mL aproximadamente de agua) para
el tratamiento de dolores gastrointestinales e incluso para problemas de vias respiratorias, como
la tos (Delgado et al., 2005; Pio et al., 2013). Delgado et al. (2005) en el mismo estudio, y Aguilar
et al. (2016) han reportado el efecto antibacteriano contra cepas de Escherichia coli y Salmonella
sp., asi como la actividad antihelmintica contra los céstodos Hymenolepis nana'y Taenia crassiceps
de extractos con hexano, cloroformo y metanol de los frutos del arrayan. Sin embargo, el uso de
extractos vegetales con tales solventes polares y no polares dentro de la industria agroalimentaria
origina complicaciones por la naturaleza quimica contraindicada de tales disolventes en los

alimentos (Archundia, 2019; Diaz, 2020).

La informacion estadistica y cientifica de esta especie es casi nula, el SIAP (Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera) menciond al estado de Nayarit como unico productor de arrayan, pero
estados como Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Guerrero, Oaxaca, Durango, Nayarit, Jalisco, Colima,
Michoacén, Querétaro, Estado de México, Veracruz, Tabasco, Campeche, Chiapas y Yucatan
también son regiones en donde se encuentra P. sartorianum (Delgado et al., 2005; Rebollar et al.,
2013).

En la presente investigacion se determind la actividad antibacteriana de los extractos

hidroalcohdlicos (etanol 50%) de diferentes partes del arbol de arrayan: hojas corteza, fruto y



semilla sobre diferentes bacterias relacionadas con enfermedades transmitidas por alimentos, con
el fin de determinar dicha actividad no solo es por parte de las hojas o de los frutos, sino identificar
0 descartar si las semillas o corteza presentaban o no actividad antimicrobiana sobre los
microorganismos seleccionados, bajo las condiciones ensayadas en el presente trabajo. Lo
anterior, se propuso como una primera accion para posteriores estudios con miras a determinar o
realizar mas analisis microbioldgicos del potencial del material estudiado encaminado como fuentes

naturales de antibioticos para animales o en la conservacion de alimentos.



OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana de cuatro partes del arbol de arrayan (Psidium

sartorianum (O. Berg) Nied) sobre microorganismos enteropatdgenos.

2.2.Objetivos Especificos

Obtener extractos vegetales en etanol al 50% de hoja, corteza, semilla y fruto del arbol de
arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied)

Identificar los extractos etanolicos (10, 20, 30, 40 y 50 pL) con mayor actividad
antibacteriana sobre las principales bacterias causantes de enfermedades transmitidas por
alimentos (Escherichia coli ATCC 25922, Listeria Innocua AST-062, Bacillus subtilis ATCC
662, Enterococcus sp., Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 13076,
Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Salmonella sp., Klebsiella sp. y Listeria
monocytogenes ATCC 19115).

Determinar la actividad antibacteriana de los cuatro extractos etandlicos sobre las cepas
de Escherichia coli ATCC 25922, Listeria Innocua AST-062, Bacillus subtilis ATCC 662,
Enterococcus sp., Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas sp.,
Staphylococcus sp., Salmonella sp., Klebsiella sp. y Listeria monocytogenes ATCC 19115,
mediante el método de difusién en agar por diseminacién superficial en disco de Kirby-

Bauer.



. HIPOTESIS

El extracto etandlico (50%) de las hojas de arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) tendra
mayor actividad antibacteriana sobre microorganismos enteropatdgenos relacionados con

enfermedades transmitidas por alimento que los extractos etandlicos de corteza, semilla o de fruto.



Iv. JUSTIFICACION

El arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) es una especie poco estudiada que contiene
diversos compuestos con potencial antibacteriano. Tales como, flavonoides, taninos y compuestos
fendlicos. Existen algunas investigaciones han reportado la presencia de poder antibacteriano por
parte del fruto de arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied), en regiones del pais, como en el
sur del Estado de México donde se encuentra de forma silvestre. En dicho lugar las hojas son

usadas con interés medicinal para combatir diarreas y disenterias (Rebollar et al., 2013).

El abuso en el uso de antibidticos ha ocasionado la resistencia a los mismos, lo cual ha llamado la

atencion para la seguridad alimentaria (OMS, 2018).

Por ello existe mayor interés en la busqueda de sustancias de origen natural que sean o tengan
poder de inhibir el crecimiento bacteriano, por lo que es necesario desarrollar mayor investigacion

sobre diferentes especies como en este caso Psidium sartorianum (O. Berg) Nied

El arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) ademas de ser fuente de alimento que se consume
a baja escala, tradicionalmente se usa para el tratamiento de enfermedades infecciosas (Delgado
et al., 2005; Rebollar et al., 2013). Por esta razdn, se decidié usar cuatro partes del arbol mediante
extractos etandlicos para compararlas entre si, con la finalidad de evaluar el efecto de la actividad
antibacteriana sobre microorganismos enteropatogenos. Lo anterior, con la finalidad de explorar el
potencial de tales extractos como métodos naturales o alternativos con efecto antibacteriano sobre
bacterias patdgenas al humano transmitidas mediante alimentos. Por lo tanto, estudiar el efecto
antimicrobiano podria iniciar estudios para futuras investigaciones en la posible aplicacién en

alimentos o para elaborar biopeliculas.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1. Caracteristicas generales de P. sartorianum (O. Berg) Nied

Psidium sartorianum (O. Berg) Nied, es un arbol de climas sub-himedos considerado endémico de
América y con presencia en varios Estados de la Republica Mexicana como sea citado. Los
especimenes suelen tener una altura de hasta 15 m de altura y diametros de hasta 60 cm. El tallo
es recto con ramas ascendentes y gruesas. La parte superior del arbol es estrecha y densa

(Delgado et al., 2005).

5.1.1. Taxonomia de Psidium sartorianuim (O. Berg) Nied

e Reino: Plantae e Orden: Myrtales

e Division: Magnoliophyta e Familia: Myrtaceae

e Clase: Magnoliopsida e Género: Psidium

e Subclase: Rosidae e Especie: P. sartorianum

(Delgado et al., 2005)
5.1.2. Corteza

La corteza externa es carnosa de color marrén con tonos amarillos y manchas grisaceas y se
separan en pedazos lisos y finos. La corteza interna esta dentro de la gama del marrén con tonos

rosados (Pérez et al., 1994).

5.1.3. Hojas

Las hojas son simples, lanceoladas o elipticas de 1.5 a 6.5 cm de largo y de 0.7 a 2.3 cm de ancho
con base aguda redondeada y apice agudo. El haz de la hoja es color verde con tonos amarillos y
brillantes, el envés de la hoja es color verde palido. Los peciolos son de 1 a 4 mm de alto y son

glabros (Cezar et al., 2009).



5.1.4. Fruto y semilla

El fruto del arbol de arrayan es una drupa color amarillo, de 1.0 a 2.5 cm de didmetro. El sabor es
similar a la guayaba (P. guajava), dulce a acido-dulce. EI mesocarpio es carnoso de 1 a 2 cm de
ancho y tiene un caliz frecuentemente persistente. Las semillas son angulares de 5 a 8 mm de
longitud, duras y de color amarillo. La temporada de maduracién de la fruta es principalmente de
septiembre a marzo. Sin embargo, el arrayan (P. sartorianum (O. Berg) Nied) puede florecer mas

de una vez y puede producir frutos en otros meses del afio (Rebollar et al., 2013).

5.1.5. Usos del arbol de arrayan

El arrayan es un arbol del cual se obtiene madera para material de construccion. En la época de
calor se utiliza para generar microclimas. El fruto es consumido de forma directa, cocinado o
mezclado en atole de maiz, también es empleado como materia prima en la elaboracion de
pasteles, licores, mermeladas, néctares, jugos, vinagres, almibares, aguas frescas, dulces, paletas
de hielo y nieves. Por otra parte, a las hojas se les atribuye propiedades medicinales para combatir

diarrea y disenterias (Cezar et al., 2009).

5.2. Extractos vegetales

Son compuestos producidos de la obtencién de sustancias bioldgicamente activas presentes en
los tejidos de plantas, mediante el uso de un solvente (alcohol, agua, mezcla de estos u otros
solventes selectivos) y un proceso de extraccion adecuado. Dependiendo de la parte vegetativa o
reproductiva, el solvente y de la técnica de extraccion, se puede obtener una diferente gama de

sustancias como indicaron Santamaria et al. (2015) y Mendoza (2019).



5.2.1. Metabolitos primarios
Son todas aquellas sustancias desarrolladas durante el crecimiento de todas las plantas y son

carbohidratos, proteinas, grasas, acidos nucleicos y aminoacidos (Mendoza, 2019).

5.2.2. Metabolitos secundarios

Responden a la defensa quimica contra el dafio que ocasionan las heridas y el ataque de
microorganismos patdgenos en las plantas superiores. Se induce la sintesis y acumulacién de
compuestos como alcaloides, terpenoides y fenilpropanoides que participan activamente matando
directamente microorganismos patdgenos o restringiendo su invasion al resto de la planta. Otra
estrategia de la planta es producir metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana en contra

de herbivoros o con actividad antioxidante (Sepulveda et al., 2003).

5.3. Tipos de extraccion de extractos vegetales

5.3.1. Maceracion

Es una extraccion que consiste en colocar el material vegetal en forma de trozos o pulverizada
dentro de un recipiente con un solvente (agua, alcohol 0 ambos) y dejar reposar por un periodo de
tres 0 mas dias con agitacion frecuente. Al final de este periodo se cuela y el resto sélido se exprime
hasta lograr quitar el liquido remanente. El liquido asi obtenido, se clarifica por decantacién o

filtracion (Carrion y Garcia, 2010).

5.3.2. Percolacion

La percolacion es el procedimiento mas utilizado para la preparacion de tinturas y extractos fluidos.
El percolador es un recipiente conico con una abertura superior en la cual, se le puede colocar una
tapa circular horadada que permite el paso del liquido y somete a una ligera presion a los materiales
colocados en él. Se coloca el material vegetal en el percolador de manera que permita el paso

uniforme del disolvente hasta lograr un goteo uniforme (Carrion y Garcia, 2010).
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5.3.3. Digestion

La digestion es una forma de maceracion con ligero calentamiento durante el proceso de
extraccion, siempre que la temperatura no altere los principios activos del material vegetal y asi se
logra una mayor eficiencia en la utilizacion del solvente. Las temperaturas mas utilizadas son de
35y 40 °C, aunque puede elevarse a no mas de 50 °C. Se utiliza este proceso con aquellas partes

vegetales mas duras, o que contienen sustancias poco solubles (Alvaro, 2005).

5.3.4. Infusion
La infusién se lleva a cabo al sumergir las partes a utilizar de la planta en una cantidad de agua

hirviendo, se deja reposar 15 min y se filtra mediante un tamiz o papel de filtro (Bruneton, 2001).

5.3.5. Decoccion
Se somete la muestra en agua caliente hasta alcanzar la temperatura de ebullicién, manteniéndolo

asi durante un periodo (Alvaro, 2005).

5.4.Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA)

Las enfermedades transmitidas por alimentos pueden generarse a partir de un alimento o de agua
contaminada. Son llamadas asi porque el alimento actua como vehiculo de transmision de
organismos dafinos de sustancias toxicas producidas por microorganismos. Un brote de una ETA
es definido como un incidente en el que dos 0 méas personas presentan una enfermedad semejante
después de la ingestion de un mismo alimento, y que los analisis epidemioldgicos apunten al
alimento como el origen de la enfermedad. Para que ocurra una ETA, el patégeno o su(s) toxina(s)
debe(n) estar presente(s) en el alimento. Sin embargo, la sola presencia del patdgeno no significa

que la enfermedad ocurrira (OMS y OPS, 2019).

En la mayoria de los casos de ETA se presentan las siguientes observaciones:
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e El microorganismo enteropatégeno debe identificarse en una concentracion que pueda

ocasionar el proceso infeccioso o la produccién de toxinas

e | a muestra del alimento o el alimento en si debe mostrar caracteristicas intrinsecas para
favorecer el crecimiento del patogeno.

e El alimento debe permanece en una temperatura considerada de peligro por el tiempo
necesario para que el microrganismo pueda producir toxinas o desarrollarse.

e Laingestion o consumo del alimento debera ser la cantidad suficiente y que contenga el
microorganismo para sobrepasar la barrera de susceptibilidad del individuo (OMS y OPS,

2019).

5.4.1. Inocuidad de los alimentos

Se define como inocuidad de los alimentos cuando se tienen los niveles seguros, o0 aceptables, asi
como, la ausencia de riesgos o peligros dentro de productos alimenticios que pudieran ocasionar
dafios en la salud de los comensales. En cuanto al tipo de peligros que se transmiten por alimentos
estos se clasifican por su caracter fisico, quimico o biolégico. Por lo general, dichos peligros no son
visibles a la vista y comprenden virus, bacterias, hongos o productos quimicos como residuos de
pesticidas y hasta materiales o particulas fisicas que no son propias del alimento. La inocuidad
alimentaria es sumamente importante para generar alimentos que se garanticen como seguros y
abarca todas las etapas de la cadena productiva, desde la produccion, cosecha, procesos
industriales, almacén, distribucion, preparacion y hasta lo referente para que pueda el alimento

presentarse a los consumidores (FAO, 2019).
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5.5.Bacterias

Son organismos unicelulares que por su origen evolutivo se clasifican como procariontes. Mismas,
que pueden presentar formas de esferas (cocos), bastones (bacilos) y espirales (espirilos) con
longitud de 0.5 a 10 um. El material genético acido desoxirribonucleico (ADN), se localiza en el
citoplasma ya que este tipo de microorganismos carecen de organelos. Cuentan con pared celular
compuesta de peptidoglicano, principalmente, asi como de proteinas. Muchas bacterias tienen

flagelos u otro sistema para su desplazamiento (CONABIO, 2019).

Se encuentran en casi todos los habitats de la tierra y obtienen energia de una amplia variedad de
fuentes de alimento. Algunas bacterias llevan a cabo fotosintesis, otras obtienen energia de
moléculas inorganicas como azufre, amoniaco o nitritos y otras mas, se alimentan de materia
organica en descomposicion para buscar nutrientes como fuentes de Carbono y de Nitrégeno, asi
como de micronutrientes (sales minerales). Se clasifican en base a su estructura celular, en cuanto
a la composicién y estructura de la pared celular, en dos grupos segun la tincion de Gram, debido
a la tincién que dicha estructura adquiere. Las Gram positivas se tifien de color azul violeta y las
Gram negativas de color rojo. La pared celular de las Gram positivas esta formada por una Unica
capa homogénea de 20 a 80 nm de grosor de peptidoglicano situada por fuera de la membrana
celular. Por otro lado, las Gram negativas presentan una pared celular con una estructura con
mayor complejidad al contar o tener una capa de 2 a 7 nm de grosor de petidoglicano rodeada por
una membrana externa y la membrana citoplasmatica o interna. En comparacién con el grosor de
la pared celular presente en las Gram negativas, las Gram positivas presentan una pared celular
mas delgada, razon por la cual, durante la tincién de Gram en el paso de la decoloracién con alcohol
éste colorante, es arrastrado del interior celular y al contacto con la safranina, dichas células toman

el color rojo de esta otra tintura (Vargas y Vargas, 2014; CONABIO, 2019).
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5.5.1 Estructura celular de la bacteria

5.5.1.1. Estructura interna

Las bacterias no poseen membrana nuclear, nucleo, ni aparato mitético. Esto las diferencias de las
células eucariotas. Aunque no exista un nucleo delimitado hay una zona nuclear o nucleoide que
contiene una gran molécula circular de ADN. El citoplasma carece de organulos delimitados por
membranas. En el citoplasma se pueden apreciar plasmidos, vacuolas y ribosomas, y éste, es
rodeado y delimitado por la membrana citoplasmatica, seguido de la pared celular compuesta de
lipidos. Algunas bacterias, ademas, presentan una segunda membrana lipidica (membrana
externa) rodeado de la pared celular. El espacio entre la membrana citoplasmatica y la pared celular
0 membrana externa se denomina espacio plasmatico y las formaciones exteriores propias de la
célula bacteriana, entre las que destacan los flagelos y los Pili que les permiten desplazarse (Pirez

y Mota, 2006).

5.5.1.2. Estructura externa

La membrana celular separa el interior de la célula con el exterior, cumple asi, la funcién de barrera
osmotica, le otorga una permeabilidad selectiva y permite el ingreso de nutrientes y la salida de
desechos, siendo una estructura relevante para la comunicacion de la célula con lo que la rodea.
Es una estructura compuesta por una bicapa lipidica donde los fosfolipidos que la componen y
otorgan su peculiaridad presentan en laces de tipo éster. En algunas bacterias terméfilas o en
arqueas de esa indole los acidos grasos esterificados suelen ser de tipo saturados de cadenas
medias. A diferencia de las arqueas la esterificacion de los acidos grasos en los lipidos de
membrana comprenden enlaces de tipo éster y no de tipo éter. Dentro del membrana citoplasmatica
se presentan moléculas receptoras que ayudan estos microrganismos en la deteccion y repuesta

a compuestas quimicos del medio externo. Externo a la membrana citoplasmatica la mayoria de
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las bacterias presentan la ya mencionada pared celular. Misma que otorga rigidez y proteccion a
las células. Los farmacos que bloquean la formacion de la pared producen la lisis y causan la
muerte de las bacterias susceptibles. La pared celular protege a las bacterias de sustancias toxicas

y es el sitio de accion de algunos antibiéticos (Pirez y Mota, 2008; Megias et al., 2017).

5.5.2. Actividad antibacteriana

Es la capacidad de eliminar o inhibir el crecimiento o proliferacién de las bacterias. Son en esencia
los antibioticos u otros agentes quimicos capaces de combatir estos microorganismos. Las
sustancias con propiedades antibacterianas se clasifican en dos tipos segun la accion que ejerce
sobre la bacteria, estos son bactericidas y bacteriostaticos. Los antibacterianos pueden actuar de
varias formas en las bacterias, en la pared celular para evitar su crecimiento, sobre la membrana
celular para que sea permeable y que el principio tenga acceso al interior, en el ADN de la bacteria
para dafiar su estructura o sobre los ribosomas para que no sea capaz de sintetizar las proteinas
que la mantienen con vida. Los bacteriostaticos bajo diversos mecanismos impiden el crecimiento
de dichas células. Los agentes bactericidas inducen la muerte celular de modo irreversible,
disminuyendo asi la poblacion bacteriana. Muchos antibacterianos se encuentran en las plantas,
siendo estas un importante grupo de estas sustancias. Las cuales, pueden actuar como medicina

natural (Cuca et al., 2011).

5.5.3. Resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es la capacidad de los microorganismos de evolucionar y adaptarse para
resistir los efectos de un antibacteriano como los antibiéticos en nuevas formas patogenas a través
de cambios en el genoma bacteriano. El uso irracional de antibiéticos da como resultado el
surgimiento de mecanismos de resistencia bacteriana ante los antibiéticos a través de los afios

(Garcia, 2006).

14



5.5.4. Escherichia coli ATCC 25922

Estos microorganismos son bacteria Gram negativas de forma bacilar pertenecientes a la familia
de las enterobacterias. Las diferentes cepas de E. coli habitan desde el tracto gastrointestinal de
los seres humanos y animales. Es un microorganismo anaerobio facultativo y crece a una
temperatura dptima de 37 °C (Doyle et al., 2001). La temperatura limite de crecimiento se sitla
alrededor de 7 °C, por lo tanto, la cadena de frio en la produccién de alimentos es el facto requerido
para evitar el crecimiento de E. coli en los alimentos. La congelacion tiene pocos efectos sobre la
poblacion de este microorganismo en el alimento, y no garantiza la destruccién de un nimero
suficiente de bacterias viables para asegurar su inocuidad. No obstante, muestra serias dificultades
para el crecimiento en temperaturas mayores a 70 °C por lo tanto, a dichas temperaturas es facil
eliminarla y esto es la razén para la pasteurizacion de los alimentos y que la coccidn correcta de

los alimentos sea la mejor medida de control o eliminacion de estas cepas (Leyva et al., 2009).

Al ser una Gram negativa, este microbio presenta tres elementos: una membrana citoplasmatica,
membrana externa, y el espacio periplasmico. La pared celular esta formada por petidoglicano. La
cual, otorga el microorganismo rigidez y resistencia contra presiones osméticas relativamente alta

(Canet, 2016).

Algunos serotipos de E. coli producen enterotoxinas (verotoxina) responsable de las diarreas
hemorragicas, que suele complicarse hasta la presencia del sindrome hemolitico urémico,
enfermedad letal en nifios. Dicho aspecto es por lo cual, este microorganismo representa un peligro

de Salud Publica (Canet, 2016).

La cepa Escherichia coli ATCC 25922 es un microorganismo de control del Instituto de Estandares

para Laboratorio y Clinica (CLSI) para pruebas de susceptibilidad. Especialmente como la toxina
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LT y en pruebas de calidad. Se utiliza en la prueba de sensibilidad a neomicina, kanamicina,

cefalexina, gentamicina, cefalotina, tetraciclina y cloranfenicol (Doyle et al., 2001).

5.5.5. Listeria innocua AST-062

Listeria innocua es una de las seis especies que pertenecen al género Listeria. Se encuentra
ampliamente en el medio ambiente (como el suelo) y en las fuentes de alimentos. Puede sobrevivir
en pH y temperatura extremos, y una alta concentracion de sal. En términos de apariencia, es una
bacteria Gram positiva en forma de bastdén y no forma esporas. Puede vivir individualmente u
organizarse en cadenas con otras bacterias, es un mesdfilo y opera en un rango de temperatura
6ptimo de 30 a 37 °C. Listeria innocua se parece mucho a los otros miembros de su familia, como
la patdgena transmitida por alimentos L. monocytogenes, pero se distingue por su caracter no

patogeno (Mossel, 2006).

5.5.6. Bacillus subtilis ATCC662

Bacteria Gram positiva, aerobia, se encuentra cominmente en el suelo. No resulta patdgena para
el ser humano, aunque en ocasiones puede contaminar los alimentos. Sin embargo, raramente
llega a producir intoxicaciones alimentarias y es muy Util en diferentes tipos de industrias. Esta
bacteria tiene un alto poder antifingico, por lo que es muy dtil en la agricultura para combatir
algunas plagas de hongos. Al contacto con el patdgeno, destruye sus paredes celulares,
ocasionandole la muerte. Ademas; produce sideréforos, unos compuestos extracelulares con alta
afinidad por el ion hierro, que previenen la germinacion de los hongos causantes de la plaga (IVAMI,

2016).
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5.5.7. Enterococcus sp.

Comprende un grupo de bacterias Gram positivas localizadas en el tracto gastrointestinal de
animales y humanos. Se localiza asi mismo, en el tracto genitourinario, asi como en el liquido
salivar. Este grupo se ha definido por su caracter oportunista en humanos y por la capacidad de
generar diversos padecimientos, como endocarditis, bacteriemias enterocdccicas, infecciones del
tracto urinario, en el sistema nervioso central (aunque son raras), intrabdominal y pélvica. Este

patogeno también es un indicador de contaminacion fecal (Diaz et al., 2010).

5.5.8. Género Salmonella

La salmonelosis es una enfermedad provocada por bacterias del género Salmonella. Generalmente
se caracteriza por fiebre alta, dolor abdominal, diarrea, nausea y, a veces, vomitos. Los sintomas
de la enfermedad comienzan a manifestarse entre 6 y 72 h (generalmente 12 a 36 h) después de

la ingesta de alimentos contaminados y la enfermedad dura entre 2y 7 dias (Brenner et al., 2000).

El 10y el 22 de marzo del 2016 la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), lanz6 una alerta sobre la presencia de Salmonella en pistaches (Pistacia vera L.)
importados de Estados Unidos de la empresa Wonderful Co. La Agencia de Alimentos y
Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés), notificé a la COFEPRIS que la empresa Wonderful
Co. realizé el retiro voluntario de pistaches de la marca comercial Wonderful debido a que se

detectd la presencia de Salmonella en el producto (COFEPRIS, 2016).

5.5.9. Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp. se conoce como un patégeno ubicuo de caracter oportunista y resistente a
diversos tipos de antibi6ticos, asi como persistente en el medio ambiente. Es el agente causal de
diversas enfermedades intrahospitalarias, debido a la gran capacidad que este microorganismo

presenta para la transferencia de plasmidos. Este microorganismo presenta forma bacilar de 0.5-
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1.0 ym de diametro y de largo 1.5-5.0 um. poseen flagelos polares y es considerada como
anaerobia facultativa, ya que presenta crecimiento en condiciones anaerobias asimilando el
nitrégeno o a la arginina como aceptor de protones. El género Pseudomonas es persistente en el
agua y en suelos, donde logra sobrevivir con requerimientos nutricionales minimos. El principal
microorganismo dentro de este género es Pseudomonas aureuginosa yes relacionado con al

menos el 10% de las infecciones nosocomiales a nivel mundial (Paz et al., 2019).

En humanos se presentan en ocasiones con las especies Pseudomonas putida, P. fluorescens o
P. acidovorans y se les atribuye ser los agentes etiologicos de foliculitis asociada, otitis externa,
infecciones focales de partes blandas, ulceras pequefias de las cdrneas, bacteriuria asintomatica,

asi como en otras enfermedades sistémicas (INSHT, 2016).

La presencia de bacterias resistentes a antimicrobianos o a los antibiéticos utilizados en clinica
tanto de humanos como de animales ha sido el motor para que los investigadores giren la atencion
en la busqueda de aquellos mecanismos de resistencia y presentar asi, mayor informacion
relevante para la disminucién de la morbilidad ocasionada por estos patdgenos. Pseudomonas
aureuginosa es conocida como la especie de este género que no solo desarrolla mecanismo de
resistencia a antibioticos si no que posee determinada patogenicidad dificultando el tratamiento a

las infecciones que ocasiona (Cabrera, 2019).

5.5.10. Staphylococcus sp.

En el género Staphylococcus, la especie S. aureus es el microorganismo considerado como
patdégeno para humanos y animales, agente causal de infecciones nosocomiales y dentro de la
comunidad. Las infecciones por este microorganismo generalmente son superficiales, agudas y

piogénicas, con menor incidencia causan también osteomielitis endocarditis aguda o neumonia.
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Dentro del ambito intrahospitalario los Staphylococcus son importantes agentes etiologicos de
infecciones en heridas quirurgicas, de protesis, entre otras. También la especie Staphylococcus
aureus tiene la capacidad de producir toxinas mismas que son las ya identificadas como agentes
causales del sindrome del shock toxico, intoxicaciones alimentarias y el sindrome de piel escaldada

(Seija, 2016).

Los Staphylococcus, tienen cocoide y son Gram positivos, asi como catalasa- positivos que se
divide en mas de un plano para formar racimos tridimensionales de células. La presencia de estas
bacterias puede ocasionar intoxicaciones alimentarias, mismas que se producen por la
contaminacion de alimentos, que suelen ser de elevado contenido en proteinas e hidratos de
carbono como pasteles, helados y salsas, y con pH superior a 5, que permitiran un rapido
crecimiento bacteriano. La mala refrigeracion permite que el microorganismo prolifere, y si es una
cepa productora de enterotoxina termoestable, la libera en cantidad suficiente como para producir
intoxicacion. El tiempo de incubacién de esta bacteria en el huésped es relativamente corto (1 a 7
horas) y los sintomas son vémitos y diarrea de hasta 2 dias de duracion, en general sin fiebre,
siendo normalmente de réapida recuperacion. Este proceso solo requiere hidratacion y no necesita

de tratamiento antibi6tico (ICMSF, 1998).

Es resistente a las condiciones ambientales normales y también puede sobrevivir hasta tres meses
en un cultivo a temperatura ambiente. Muere expuesto a temperaturas mayores de 60 °C por una
hora. En cuanto a los agentes quimicos, es sensible a la mayoria de los desinfectantes y

antisépticos, que lo matan en pocos minutos (Seija, 2016).

5.5.11. Klebsiella sp.
Los microorganismos de este género son bacterias Gram negativas reportada como agentes

etiologicos de diversos padecimientos infecciosos como son neumonias, infecciones en heridas
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quirargicas, sepsis, en el tracto urinario e infecciones en tejidos blandos. Es un patégeno que
presenta produccion de carbapenemasas. Estos microorganismos son un problema de salud
mundial por la facilidad con la que son transmitidas, asi como por el impacto econdmico que se
origina por la dificultad del tratamiento de los padecimientos que ocasionan. Klebsiella pneumoniae
como se menciond anteriormente produce las enzimas carbapenemasas (KPC), las cuales también
se han reportado en otras enterobacterias, sin embargo, en este patégeno dichas encimas son la
razon de que este microorganismo ocasiones un alto impacto clinico e los ultimos afios, ya que es

el responsable de diversos brotes endémicos (Mossel et al., 2006).

5.5.12. Listeria monocytogenes ATCC 19115

Las Listerias spp. son bacilos cortos, Gram positivos, espordgenos, catalasa-positivo y anaerobios
facultativos. Listeria monocytogenes se define como un patégeno oportunista con la capacidad de
multiplicarse y sobrevivir fuera de los animales hospedadores y con la capacidad de crecer en
medios de cultivos simples. Dentro del hospedador su multiplicacion es intracelular (ICMSF, 1998).
La listeriosis es un padecimiento ocasionado por este microorganismo de origen alimentario y de
interés de salud publica. Es considerada una infeccién grave y de caracter no entérico, L.
monocytogenes difiere en muchos aspectos de los demas patégenos transmitidos por alimentos:
es omnipresente, es resistente a condiciones ambientales diversas tales como el pH bajo y las
concentraciones elevadas de NaCl, y es microaerébica y psicrotréfica. Los cuales, son los distintos
modos que permiten a la bacteria ser capaz de entrar en las plantas de tratamientos de alimentos,
su capacidad para sobrevivir durante periodos de tiempo prolongados en el ambiente (tierra,
plantas y agua), y su capacidad para crecer a temperaturas muy bajas (de 2 a 4 °C), tiene la

capacidad de sobrevivir ya sea en la superficie o en el interior de alimento por prolongados
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periodos, incluso bajo condiciones adversas asi, L. monocytogenes es una preocupacion principal

en la industria agroalimentaria (Doyle et al., 2001).

El 19 de marzo del 2015 la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS), lanz6 un comunicado a la poblacién en donde la FDA instruyo a la compafia Blue
Bell el retiro de sus productos en Estados Unidos por la probable asociacion de casos de Listeriosis.
Por lo tanto, Paletas Manhattan S.A. de C.V., importador y distribuidor de la marca Blue Bell, en
México, realizd el retiro voluntario en los diversos canales de comercializacion, como medida

precautoria (COFEPRIS, 2016).

5.6. Control con antimicrobianos para microorganismos patégenos

Gran parte de las especies vegetales poseen distintos componentes bioactivos que hacen que las
plantas tengan propiedades antiflamatorias, antidiarreicas, antifingicas, antibacterianas,
insecticida y antiespasmaddica (Suleiman et al., 2016). Estas propiedades se explican por la
presencia de sustancias activas capaces de combatir enfermedades que ponen en riesgo a la
poblacién, tomando en cuenta el gran potencial de las plantas como fuentes de medicamentos
antimicrobianos desde la antigliedad hasta los tiempos actuales cuya finalidad es controlar la
prevalencia de enfermedades infecciosas, contrarrestar los problemas de resistencia de los
microorganismos, disminuir los efectos colaterales que causan los antimicrobianos de sintesis
quimica y por otra parte esta la necesidad que ha llevado a los investigadores del area de
alimentos, farmacéutica y agricultura a buscar fuentes nuevas de origen vegetal que contengan
compuestos bioactivos. Ademas, esta documentado que ciertas especies vegetales contienen
compuestos capaces de inhibir bacterias patdgenas causantes de enfermedades infecciosas (Cruz

et al, 2012)
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5.7. Metodologias para evaluacion in vitro de actividad antibacteriana de compuestos de
origen vegetal
Los métodos para evaluar actividad antibacteriana estan clasificados en tres grupos principales:

métodos difusion, métodos de dilucion y bioautografia (Ramirez y Marin, 2009).

5.7.1. Método de difusion en agar

Este método en agar presenta la ventaja de que sus resultados son altamente reproducibles. La
técnica estd basada en el método originalmente descrito por Bauer (método de Kirby-Bauer). Este
método en disco 0 en pozo, es actualmente recomendado por el comité de ensayos de

susceptibilidad de National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) de E.U.

El método se basa en la relacidn entre la concentracion de la sustancia necesaria para inhibir una
cepa bacteriana mediante la estimacion de un halo de inhibicién de crecimiento sobre la superficie.
Este método consiste en depositar en la superficie de agar de una placa de Petri previamente
inoculada con el microorganismo. Posteriormente, se colocan discos de papel impregnados con el
extracto o antibiético a probar y que se pone en contacto con el agar para que se difunda y se

formen halos inhibicién al crecimiento de la bacteria ensayada (Ramirez y Marin, 2009).

5.7.2. Método de dilucién

Este método determina el crecimiento de microorganismos en presencia de concentraciones de
antimicrobianos, que se encuentran diluidos en el medio de cultivo. Es una técnica facil para evaluar
diferentes grupos de bacterias principalmente heterotréficas, aerobias totales o bacterias
reductoras. El método consiste en inocular una serie de frascos que contienen 9 mL del medio de
cultivo apropiado segun el tipo de bacteria que se quiera evaluar con 1 mL de la muestra usando
una jeringa descartable, estéril, de 1 6 2 mL de capacidad. Se inocula el primer frasco, sin retirar

la aguja se agita el mismo, se invierte y se retira 1 mL que se inocula en el 2° frasco. Con una
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nueva jeringa, se retira 1 mL del frasco N° 2, previamente agitado, y se inocula el frasco N° 3y asi

sucesivamente, utilizando una nueva jeringa para cada frasco (Picazo., 2000; Andrews., 2001).

5.7.3. Bioautografia

Este método es una variante del método de difusion en agar, con la premisa de que el extracto
crudo al que se le evaluaran las propiedades antimicrobianas es colocado sobre una placa de
cromatografia en capa fina (CCF), posteriormente es eluido con una mezcla apropiada de
solventes, permitiendo la separacion de los diferentes componentes del extracto. La CCF es un
método ideal para la separacion de compuestos naturales debido a que después de eluir la
cromatografia se evapora el solvente, evitando asi la posible actividad de este (Sanchez et al.,

2016).

La bioautografia es empleada como una técnica preliminar de tamizaje fitoquimico, para detectar
compuestos que afectan las tasas de crecimiento de microorganismos en mezclas y matrices

complejas, como los extractos de plantas (Colorado et al., 2007).
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VL. MATERIALES Y METODOS
El presente estudio, se realizé en el laboratorio de Calidad de Productos Agropecuarios de la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado de México, Campus

Universitario “El Cerrillo”, El Cerrillo Piedras Blancas, Estado de México.

El experimento, se desarrolld en dos fases: La primera, relacionada con la preparacion de los
extractos vegetales que se llevd a cabo con hojas, fruto, semilla y corteza del arbol de arrayan
(Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) de la localidad de Tenexcontitlan, Guerrero. La segunda fase,
relacionada con la aplicacidn de las pruebas microbioldgicas realizadas con los microorganismos:
Escherichia coli ATCC 25922, Listeria innocua AST-062, Bacillus subtilis ATCC-662, Enterococcus
sp., Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp.,
Salmonella sp., Klebsiella sp. y Listeria monocytogenes ATCC 19115. Los microorganismos
mencionados fueron donados en cepas por el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la

Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos (UNIDA), Instituto Tecnoldgico de Veracruz.

6.1. FASE | Preparacion de los extractos vegetales

6.1.1. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal se colectd el 16 de febrero del 2019 en la localidad de Tenexcontitléan (El
Ranchito), situado en el Municipio de Tetipac, Guerrero en las coordenadas 18° 40’ 26” N 99° 39’
52" O a 1760 msnm (Google maps, 2018). Las hojas fueron recolectadas de arboles sanos y de la
parte central del mismo, evitando hojas con dafio mecanico o bioldgico. Los frutos de igual manera
fueron tomados de la misma parte. Se seleccionaron aquellos que no mostraron ningun tipo de
dafio. La corteza fue removida con apoyo de una navaja. EI material biolégico se procesd al dia

siguiente de los muestreos, para lo cual el material se almaceno extendido sobre las mesas de
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trabajo a temperatura ambiente. Lo anterior, a fin de realizar los ensayos bajo la influencia

unicamente de las variables que se proponen (Salem et al., 2011; Palomares, 2019).

6.1.2. Desinfeccion del material vegetal
Las hojas y frutos se desinfectaron mediante la inmersion durante 30 minutos en una disolucion de

hipoclorito de sodio al 1% (Moreno, 2019; Roque 2019).

6.1.3. Secado del material vegetal

Las muestras (hojas y corteza) se colocaron sobre charolas de acero inoxidable para airearse y
posteriormente, se sometieron a deshidratacion en una incubadora Felisa, modelo FE133A a una
temperatura de 50°C, 48 h (Figura 1). En caso del fruto, este fue separado de la semilla y ambos

se secaron durante 72 h (Salem et al., 2011; Archundia et al., 2019).

Figura 1. Deshidratacion de hojas (A), corteza (B), fruto y semilla del fruto de arrayan (C).
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6.1.4. Molienda del material vegetal
Cada una de las muestras se pulverizaron en el molino eléctrico (General electric Modelo

5XBG00G) con una criba de 20 micras (Figura 2).

Figura 2. Molienda de las muestras.

6.1.5. Obtencion de los extractos por el método de maceracion

La extraccion fue realizada por medio del método de maceracion. Se realizd un extracto
hidroalcohdlico con etanol 50 % en 50 mL de volumen final, con una concentracién 125 mg/mL de
material vegetal pulverizado. Se prepard un extracto para cada una de las partes vegetales (hojas,
corteza) y de las partes reproductivas (fruto y semilla) a estudiar. Se colocaron las muestras en
frascos ambar con los 50 mL del solvente y se homogenizaron con movimientos circulares, 1 min.
Finalmente, se dejaron macerar por 72 h a temperatura ambiente y en un lugar obscuro. Al término
de la maceracion las muestras se colocaron a bafio maria analdgico (Stable Temp de Colpe-
Parmer), a 39 °C, 30 min como se observa en la Figura 3. Posteriormente, se filtr6 el contenido de
cada frasco con papel filtro (Whatman 240 nm) sobre vasos de precipitado (Figura 4) para obtener
el eluyente. El liquido filtrado se centrifugd a 1000 rpm, 5 min para separar los solidos que aun

pudieron haberse quedado.
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de los extractos
6.1.6. Esterilizacion de los extractos por filtracion
Los extractos obtenidos se esterilizaron por medio de filtracion. Para lo cual, se utilizaron

acrodiscos estériles para jeringa (PALL de nylon, 0.2 um) (Figuras 5 y 6). Los extractos filtrados ya

estériles se depositaron en frascos ambar estériles y se almacenaron en refrigeracion.

Figura 5. Acrodisco estériles utIizados Figura 6. Esteriliéél'on por filtracion de Ioé extractos

6.2. FASE Il pruebas microbioldgicas

6.2.1. Activacién de microorganismos

Primero se reactivaron los microorganismos que se encontraban en microtubos Eppendorf (60 %
glicerol con caldo LB) a -80°C. Para esto se tomo el 1% (100 pL) de muestra y se pasaron a medio
liquido (caldo Luria Bertani) para incubarlas a 37°C. Después de 18 h de crecimiento se tomaron

100 pL de indculo y se pasaron a un tubo con 9 mL de caldo LB. Se agitaron el equipo vortex
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(Genie) y se dejé incubar a 37°C, 2 h. Posteriormente, se realizaron tres disoluciones seriadas de
1 mL en tubos con 9 mL de agua peptonada para ajustar el indculo al equivalentemente al patron
de turbidez 0.5 de McFarland para una concentracion de aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL

(Picazo, 2000; Archundia, 2019).

6.2.2. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los extractos del arbol de arrayan

Se utilizd el método de difusidén en agar por diseminacién superficial en disco de Kirby-Bauer del
CLSI con algunas modificaciones (Bullain et al., 2017). Se coloco el indculo (1 mL) de cada una de
las diez bacterias en cajas Petri previamente estériles e identificadas. Se le agreg6 15 mL de agar

y se homogenizd. Se dejé un minuto hasta que gelificd.

Se depositaron los discos de papel filtro de 6 mm de diametro previamente impregnados del
extracto a evaluar en dosis de 10, 20, 30, 40 y 50 uL con tres repeticiones cada uno, para
determinar la concentracion del extracto mas eficiente frente a cada una de las bacterias. Una vez
determinada la concentracion idonea por cada extracto se repitié el mismo procedimiento para la
actividad antibacteriana de cada concentracion de cada extracto. Ya determinada la concentracion
menor que presentase inhibicion bacteriana ésta se considerd para cada extracto contra las cepas
ensayadas. Para el ensayo de la actividad antimicrobiana, primeramente, en condiciones estériles
se inoculd con 1 mL la caja por vaciado en placa, posteriormente se colocaron los discos
impregnados de cada extracto sobre las cajas Petri. Las cuales, se sometieron a refrigeracion por
4 h, 4 °C para permitir la difusion de los extractos y después se incubaron a 37 °C, 24 h (Ramirez
y Marin, 2009). La actividad antimicrobiana se determin6 de acuerdo con el CLSI Instituto de
Estandares de clinica y laboratorio (del inglés, Clinical and Laboratory Estandar Institute) (2012)
con ligeras modificaciones de Diaz (2020). Para lo cual, la presencia de un halo de inhibicién

alrededor de los acrodiscos se considerd como el efecto antibacteriano de cada extracto. Se midié
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dicho diametro del halo de inhibicion (mm) con un vernier y se compararon los efectos de los
extractos de hojas, corteza, semilla y fruto sobre cada bacteria, con la finalidad de encontrar si los

extractos mostraban actividad antibacteriana sobre las bacterias (Diaz, 2020).

6.3. DISENO EXPERIMENTAL

6.3.1. Disefio estadistico

Para identificar si los extractos vegetales tenian algun efecto de actividad antibacteriana sobre las
cepas ensayadas se realizo un disefio experimental de un Analisis de Varianza Simple (ANDEVA)
al 95% de confianza para identificar la concentracion como dosis minima en L del extracto vegetal
que presentara dicho efecto, para ser utilizado en el disco para las pruebas posteriores. Para lo
cual, las variables independientes fueron las dosis de los extractos de cada parte estudiada del
arbol (10, 20, 30, 40 y 50 uL) y las variables de respuesta fueron los didmetros de inhibicion (mm)
obtenidos de cada dosis en cada una de las bacterias estudiadas. Al observarse diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) se aplicé una prueba de comparacion de medias de
Duncan al 95% de confianza. La siguiente parte del presente trabajo consistié en analizar el efecto
antibacteriano de la dosis minima de cada extracto seleccionada de lo citado anteriormente. Para
lo cual, se ejecutd otro andlisis de Varianza Simple (ANDEVA) al 95% de confianza para identificar
las diferencias entre el efecto antibacteriano de los cuatro extractos obtenidos sobre las 10 cepas
analizadas. Los tratamientos fueron los extractos vegetales de las partes vegetativas (hojas y
corteza) y los de las partes reproductivas (fruto y semillas) del &rbol de arrayan y las variables de
respuesta fueron los didmetros de inhibicidn de las 10 cepas de bacterias (Escherichia coli ATCC
25922, Listeria Innocua AST-062, Bacillus subtilis ATCC 662, Enterococcus sp., Salmonella
enterica serotipo Enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Salmonella sp.,

Klebsiella sp. y Listeria monocytogenes ATCC 19115), bajo las condiciones ensayadas.
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Finalmente, cuando se identificaron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) se aplico
una prueba de comparacion de medias de Duncan al 95% de confianza. Todos los analisis de
hicieron por triplicado. Los datos obtenidos se analizaron con el software estadistico Statgraphic

Plus (Batanero y Bernabeu, 2008).
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VI.  RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacion de la concentracion minima con actividad antimicrobiana para cada
extracto

Inicialmente se obtuvieron los resultados de los diametros (mm) de los halos de inhibicidén de cada
una de las concentraciones minimas (10, 20, 30, 40 y 50 uL) que presentaron la mayor actividad
antimicrobiana de cada uno de los cuatro extractos. Dichos resultados se analizaron mediante un
ANDEVA para encontrar si hubo diferencias significativas (p <0.05) entre las dosis mencionadas
para cada extracto. Como se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05)
entre tratamientos (las dosis 0 concentraciones de cada extracto ya mencionadas) se realizo un
analisis de comparacién de medias por Duncan al 5 %. Los resultados del analisis estadistico
reflejaron que hubo diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre las dosis ensayadas
en cada extracto (Cuadro 1). Por lo tanto, como se indica en el cuadro 1 se decidi6 conservar las
siguientes dosis consideradas como la concentracion minima con mayor actividad antibacteriana
década extracto para el siguiente ensayo. Para el extracto de hojas se considerd 40 L, para el

extracto de corteza y el de semilla 50 uL y finalmente, se consideraron 40 uL del extracto de fruto.

Cuadro 1. Resultados de la comparacion de medias Duncan 5% de las dosis a menor
concentracion que presentaron actividad antimicrobiana.

Dosis
Extracto 1_ 0L 2_0 uL 3:0 ML LEO ML FiO WL
1+DS 11DS 1+DS 1+DS 11DS
mm mm mm mm mm

Hojas 509+429a 6.53+445a 9.70+4.16b 10.70+2.25¢c 12.01 +2.46¢
Corteza 0.8 +£2.44a 5.7 +3.84b 7.00 +4.79b 7.83 +5.35¢ 9.40 +5.13c
Semilla 1.6 +3.25a 6.50+£331b 876+110c 9.83+128 11.06 +1.48d
Fruto 409+4.18a 7.70£29b  9.45+2.01b 115;11%: 13.62 + 1.56¢

Las letras a, b, ¢ y d denotan las diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre filas, X = media aritmética, DS = desviacion estandar.
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Las concentraciones minimas que con actividad antimicrobiana que se encontraron para cada
extracto se utilizaron respectivamente en la siguiente fase. En la cual, se estudio el efecto de

inhibicién sobre las cepas estudiadas.

7.2 Actividad antimicrobiana

Los resultados de los diametros (mm) de los halos de inhibicion de cada una de las bacterias tras
el efecto o por efecto de cada uno de los cuatro extractos (hojas, corteza, semilla y frutos) se
analizaron mediante un analisis de varianza simple (ANDEVA). El cual, indicé que hubo diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los tratamientos (tipo de extracto) bajo las
condiciones ensayadas. Por lo tanto, se realiz6 un analisis de comparacién de medias por Duncan

al 5% (Cuadro 2.).

Cuadro 2. Prueba de comparacion de medias (Duncan 5%) del efecto de inhibicién de los cuatro extractos de
Psidium sartorianum (O. Berg) Nied sobre las diez bacterias y de la comparacion del efecto de inhibicion entre
los extractos sobre cada una de las cepas microbianas bajo las condiciones ensayadas.

Extracto de

Extracto de

Extracto de

Extracto de

B . Hojas Corteza Semilla Fruto
acteria % +DS % +DS % +DS % DS
mm mm mm mm

E. coli ATCC 25922 10.75+0.95a 15.77+0.33d 10.75+1.69a 11.0740.81c
L. innocua AST-062 10.75+0.50a 16.37+0.37¢ 10.92+1.49a 12.70+0.60d
B. subtilis ACC662 17.25+0.95d 16.02:£0.33d 16.20+1.35b 14.02+0.09
Enterococcus sp. 13.50+0.57¢ 13.45+0.59b 14.32+1.53b 11.12+0.45¢
i‘h ten.ﬁ;’s"f\fﬁgc 13076 12.5040.57b 12.52+0.42a 14.45+0 57b 11.3540.43¢
Pseudomonas sp. 12.25+0.95b 14.80+0 54¢ 13.9740.27b 10.170.22b
Staphylococcus sp. 12.5041.29b 12.000.80a 14.62+0.74b 8.67+0.53a
Salmonella sp. 14.00£2.00c 15.15+0.85d 11.37£0.57a 10.80+0.35by
Klebsiella sp. 13.7541.70¢ 16.35+1.17e 11.37+0.57a 11.45+0.36¢
L. monocytogenes ATCC 44 4315 164 15.17+0.22d 14.50+3.08b 11.12+0.15¢

662

Las letras a, b, ¢ y d denotan las diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) entre filas, X = media aritmética, DS = desviacion estandar.



La prueba de comparaciéon de medias para cada extracto se describe a continuacion.

7.2.1. Extracto de hojas de arrayan
Como se menciond antes, a partir de los resultados del Cuadro 1 se utilizo la concentracion de 40
uL de este extracto para impregnar los discos de 6 mm de diametro utilizados en la actividad

antimicrobiana.

Los resultados de las medias de los diametros de los halos de inhibicidn obtenidos por los extractos
bajo las condiciones ensayadas fueron de 10.75-17.25 mm. La prueba de comparacién de medias
(cuadro 2) indicd que se formaron cuatro grupos estadisticamente diferentes (p < 0.05). El primer
grupo que presenté los menores diametros de halos de inhibicion se formo de las bacterias E. coli
ATCC 25922, L. innocua AST-062 y L. monocytogenes ATCC 19115. El segundo grupo fue
formado por S. entérica serotipo Enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas sp. y Staphylococcus sp.
El tercer grupo, se formd por Enterococcus sp., Salmonella sp. y Klebsiela sp., y por un ultimo
grupo con el valor mas alto a B. subtilis ATCC 662, que presentd el mayor diametro de halo de

inhibicion de 17.25 mm a partir de este extracto (Cuadro 2) (Figura 7).

B. subtilis ATCC 662 fue la bacteria con mayor susceptibilidad ante este extracto con un halo
promedio de inhibicion de 17.25 mm. Asi mismo, el extracto tuvo menor efecto antibacteriano sobre
E. coliATCC 25922, L. innocua AST-062 y L. monocytogenes ATCC 19115 que fueron las bacterias
que mayor resistencia pusieron al formar halos con diametros de 10.75, 10.75 y 11.0 mm,

respectivamente.
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Extracto de hojas de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied
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Figura 7. Diametros (mm) de halos de inhibicion presentados en el extracto de hojas de arrayan frente a
las diez bacterias ensayadas.
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En las siguientes figuras de 8 a 17 se muestran los ensayos biologicos con el extracto vegetal de

hojas de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied, evaluado con cada una de las bacterias.

Figura 8. E. coli ATCC 25922 en extracto Figura 9. L. innocua AST-062en extracto de
de hojas. hojas.

Figura 10. B. SUbti/iShATCC'GGZ en extracto de Figura 11. Enterococcus sp. en extracto de hojas.
ojas.
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Figura 12. Salmonella enterica serotipo Enteritidis Figura 13. Pseudomonas sp. en extracto de
ATCC 13076 en extracto de hojas. hojas.

Figura 14. Staphylococcus sp. en extracto de hojas.  Figura 15. Salmonella sp. en extracto de hojas.
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Figura 16. Klebsiela sp. en extracto de hojas. Figura 17. L. monocytogenes ATCC 19115 en
extracto de hojas.

Existen muy pocos reportes de la actividad antimicrobiana del arrayan, sobre todo por partes
vegetales. La mayoria de los estudios de este arbol se han enfocado al contenido de antioxidantes.

(Quijada, 2018; Pio et al., 2013).

Flores y Aquipucho, (2019), estudiaron el efecto antibacteriano de hojas de guayaba (Psidium
guajava) en extractos en etanol y con una concentracién de material vegetativo ligeramente
superior hojas) (133.33 mg/ml), con respecto al presente trabajo (125 mg/ml) Los cuales, los
valores fueron similares a los del presente estudio. Se obtuvieron para E. coli ATCC 25922 halos
de 7.6 a 13.4 mm los cuales, fueron valores no muy alejados al presente estudio (10.750.5). Para
S. aerus ATCC 25923 se obtuvieron halos de 7.7 a 28.3 mm, los cuales fueron valores incluso
superiores a lo obtenido a este trabajo 12.50 mm (Cuadro 2). Cabe mencionar que los extractos
evaluados en este trabajo se sugieren con la ventaja de estar en etanol al 50% y que dicha menor
concentracion de alcohol los propone con una menor toxicidad, por lo tanto, pudieran ser mejores

opciones para usarse en la industria de alimentos.
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7.2.2. Extracto de corteza del arbol de arrayan
Como se mencion6 antes (Cuadro 1) se utilizé la concentracion de 50 L de este extracto para

impregnar los discos de 6 mm utilizados en la actividad antimicrobiana.

Los resultados de las medias de los diametros de los halos de inhibicion oscilaron entre 12 y 16.37
mm. El comportamiento de cada bacteria fue diferente frente al extracto de corteza por lo que se
aplicd un multifactorial indicando que hubo diferencias significativas y se procedié a realizar la
prueba de comparacion de medias por Duncan al 5% para identificar a las bacterias mas
susceptibles o resistentes, como se muestra en la Figura 18. La cual, arroj6 que existieron 5 grupos
estadisticamente diferentes (p < 0.05). En el primer grupo con las bacterias que mostraron menores
halos de inhibicion se encontré a Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 13076 y
Staphylococcus sp. El segundo grupo fue formado por Enterococcus sp. El tercer grupo presenté
a Pseudomonas sp. El cuarto grupo lo formaron B. subtilis ATCC 662, Salmonella sp., L.
monocytogenes ATCC 19115y E. coli ATCC 25922. Finalmente, los mayores halos de inhibicidn
fueron por L. innocua ATCC-062 y Klebsiella sp. que fueron las bacterias con mayor susceptibilidad
ante el extracto con diametros de halos de inhibicion de 16.37 y 16. 45 mm, respectivamente

(Figura 18).

Staphylococcus sp. y Salmonella enterica serotipo Enteritidis ATCC 13076 fueron las bacterias que
mayor resistencia demostraron al formar los halos mas pequefios de inhibicion de 12 y 12.52 mm,

respectivamente.
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Extracto de corteza de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied
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Figura 18. Diametros (mm) de halos de inhibicion presentados en el extracto de corteza de arrayan frente a las diez
bacterias ensayadas.
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En las siguientes figuras de 19 a 24 se muestran los ensayos bioldgicos con extracto vegetal de

corteza de arbol de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied, evaluado con cada una de las bacterias.

Figura 19. Salmonella entérica serotipo Enteritidis Figura 20. Pseudomonas sp. en extracto de
ATCC 13076 en extracto de corteza. corteza.

Figura 21. Staphylococcus sp. en extracto de ;
corteza. Figura 22. Salmonella sp. en extracto de corteza.
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Figura 23. Klebsiella sp. en extracto de corteza. Figura 24. L. monocytogenes ATCC 19115 en
extracto de corteza.

No existen reportes de la actividad antimicrobiana de esta parte vegetal del arrayan (Psidium
sartorianum (O. Berg) Nied). Sin embargo, en otra especie del mismo género, guayaba agria (Psidium
friendrichsthalianum) se estudiaron extractos en hexano y etanol (25 mg/mL) de la corteza. No
obstante, no reportan actividad antimicrobiana mediante esta misma prueba, sino reportaron la
concentracion minima inhibitoria (CMI) de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
typhimurium ATCC 14028 y Bacillus cereus ATCC 11778 (Cruz at al., 2012). Cabe mencionar que los
extractos que se manejaron no se pueden utilizar en alimentos, principalmente el que contenia hexano,
por lo tanto, los extractos del presente trabajo se sugieren a la ventaja de utilizarse para consumo

humano o de animales.

7.2.3. Extracto de semilla del fruto de arrayan
Como se menciond antes (Cuadro 1) se utilizd la concentracion de 50 pL de este extracto para

impregnar los discos de 6mm utilizados en la actividad antimicrobiana.
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Los resultados de las medias de los diametros de los halos de inhibicion fueron de 10.75a 17.25 mm.
El comportamiento de cada bacteria fue diferente frente al extracto de semilla y se encontraron
diferencias significativas y se procedio a realizar una prueba de comparaciéon de medias por Duncan
al 5% para identificar a las bacterias méas susceptibles o resistentes como se muestra en la Figura 25.
Lo cual, indicé que hubo dos grupos estadisticamente diferentes (p < 0.05). El primer grupo con los
menores halos de inhibicion comprendio6 a E. coli ATCC 25922, L. innocua AST-062, Salmonella sp. y
Klebsiela sp. (Cuadro 2). El grupo con las bacterias méas sensibles a este extracto al haber presentado
didmetros mayores en los halos de inhibicién comprendi6 a B. subtilis ATCC 662, Enterococcus sp.,
Salmonella enterica serotipo Enteritidos ATCC 13076, Pseudomona sp., Staphylococcus sp. y L.

monocytogenes ATCC 19115.

Extracto de semilla de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied
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Figura 25. Didmetros (mm) de halos de inhibicidn presentados por el extracto de semilla de arrayan frente
a las diez bacterias ensayadas.
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En las siguientes figuras de 26 a 35 se muestran los ensayos biologicos con extracto vegetal de

semilla de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied, evaluado con cada una de las bacterias.

Figura 26. E. coli ATCC 25922 en extracto de Figura 27. L. innocua AST-062 en extracto de
semilla. semilla.

—

S

Figura 28. B. subtilis ATCC-662 en extracto de
semilla.

Figura 29. Enterococcus sp. en extracto de semilla.
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Figura 30. Salmonella entérica serotipo Enteritidis Figura 31. Pseudomona sp. en extracto de semilla.

ATCC 13076 en extracto de semilla.

Figura 32. Staphylococcus sp. en extracto de semilla. Figura 33. Salmonella sp. en extracto de semilla.
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Figura 34. Klebsiella sp. en extracto de semilla.
Figura 35. L. monocytogenes ATCC 19115 en extracto
de semilla.

7.24. Extracto de fruto
Como se mencion6 antes (Cuadro 1) se utilizé la concentracion de 40 uL de este extracto para
impregnar los discos de 6 mm utilizados en la actividad antimicrobiana. Los resultados de las

medias de los diametros de los halos de inhibicion fueron de 8.67 a 14.02 mm.

El efecto del extracto de fruto sobre las diez bacterias estudiadas de acuerdo con el ANDEVA
mostré que hubo diferencias significativas (p < 0.05) y, por lo tanto, se procedié a realizar una
prueba de comparacion de medias por Duncan al 5% para identificar las bacterias més susceptibles
0 resistentes como se muestra en la Figura 36. Lo cual, indicé que se formaron cinco grupos
estadisticamente diferentes. El primer grupo con la bacteria que se sugiere como la mas resistentes
al haber presentado el menor diametro en los halos de inhibicion (8.67 mm) fue Staphylococcus
sp. El segundo grupo comprendié a Salmonella sp. y Pseudomona sp. El tercer grupo comprendid
alas bacterias E. coli ATCC 25922, Enterococcus sp., S. enterica serotipo Enteritidis ATCC 13076,

Klebsiella sp. y L. monocytogenes ATCC 19115. Finalmente, con el halo mas grande resultd L.
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innocua AST-062 y B. subtilis ATCC 25922 como las bacterias mas sensibles a este extracto con

un halo de 12.07 mmy 14.025 mm (Cuadro 2).

Extracto del fruto de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied
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Figura 36. Diametros (mm) de halos de inhibicion presentados en el extracto de fruto de arrayan frente a
las diez bacterias estudiadas.
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En las siguientes figuras de la No. 37 a la 46 se muestran los ensayos bioldgicos con extracto

vegetal de fruto de Psidium sartorianum (O. Berg) Nied, evaluado con cada una de las bacterias.

Figura 37. E. coli ATCC 25922 en extracto de fruto. Figura 38. L. innocua AST-062en extracto de fruto.

Figura 39. B. subtilis ATCC-662en extracto de fruto. Figura 40. Enterococcus sp. en extracto de fruto.
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Figura 41. Salmonella entérica serotipo Enteritidis Figura 42. Pseudomona sp. en extracto de fruto.
ATCC 25922 en extracto de fruto.

Figura 43. Staphylococcus sp. en extracto de fruto. Figura 44. Salmonella sp. en extracto de fruto.
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Figura 46. L. monocytogenes ATCC 19115 en

Figura 45. Klebsiella sp. en extracto de fruto. extracto de fruto.
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VIIL.

CONCLUSIONES
Se obtuvieron los extractos vegetales en etanol al 50% de dos partes vegetales (hoja,
corteza) y de dos partes reproductivas (semilla y fruto) del arbol de arrayan (Psidium
sartorianum (O. Berg) Nied).
Se determind que a diferencia de lo citado en otros reportes, en donde el uso de las frutas
con los frutos del arbol de arrayan (Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) han sido utilizados
como parte de tratamientos tradicionales sobre infecciones gastrointestinales, en el
presente estudio todos los extractos hidroalcohdlicos no solamente dichas partes, sino
también los extractos de las hojas junto con los de semilla y corteza, mostraron actividad
antimicrobiana sobre todas las cepas probadas (Escherichia coli ATCC 25922, Listeria
Innocua AST-062, Bacillus subtilis ATCC 662, Enterococcus sp., Salmonella enterica
serotipo Enteritidis ATCC 13076, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Salmonella sp.,
Klebsiella sp. y Listeria monocytogenes ATCC 19115), bajo las condiciones ensayadas.
Se identificd que la actividad bacteriana para los extractos de las dos partes vegetales
(hoja, corteza) y de las dos partes reproductivas (semilla y fruto) del arbol de arrayan
(Psidium sartorianum (O. Berg) Nied) se encontr6 en dosis entre un rango de 40-50 L,
bajo las condiciones ensayadas.
Se determind que los cuatro extractos hidroalcoholicos de hojas, corteza, semilla y fruto
presentaron actividad antibacteriana sobre cepas enteropatdogenas relevantes al ser
agentes etioldgicas de enfermedades transmitidas por alimentos (Salmonella enterica
serotipo Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas sp.,
Enterococcus sp., Staphylococcus sp., Salmonella sp., Klebsiella sp. y Listeria

monocytogenes ATCC 19115) por lo que, podrian sugerirse bajo estudios posteriores por
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dicho potencial antimicrobiano para incluirse dentro del ambito agroalimentario, como

podria ser en envases activos.
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IX. RECOMENDACIONES
Determinar la Capacidad Minima inhibitoria de los extractos con mejores resultados (corteza, hojas

y semilla) tanto de los presentes extractos en etanol 50% y en extractos acuosos.

Realizar mas pruebas para evaluar la actividad antimicrobiana de los extractos de corteza, hojas y
semillas tales como; concentracion minima inhibitoria, asi como, completar una caracterizacion
fisicoquimica (Contenido de fenoles totales, actividad antioxidante, determinacion del contenido de
saponinas y pH) que sugiera resultados contundentes para proponer estudios mas detallados de

los extractos.

Analizar el potencial antibacteriano de los extractos del presente trabajo como parte de la
formulacion de biopeliculas o envases activos, para evaluar la dicha propiedad sobre la elongacion

de la vida de anaquel de productos agropecuarios.
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