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SUMMARY

Safety is one aspect that restricts the marketing of raw milk and its by-products obtained in
family systems, because of the risk that may lead to public health. It has been documented
that milk obtained small producers, which does not carry a strict sanitary control, not only
is sold in local markets, but also is used for household consumption or for the manufacture
of fresh artisan cheeses same as intended for sale or consumption. In this situation, our
preliminary studies establish that working group, use of nopal (Opuntia ficus-indica) to
supplement the diet of dairy cows, specifically the epidermis of the nopal, has positive
effects on the bacteriological quality of the raw milk and artisanal cheese. Therefore, the
objective of this research was to investigate if the direct addition of the epidermis (Ep) of
Opuntia ficus-indica on raw milk reduces the number of CFU/ml of aerobic mesophilic
(BMA) and total coliforms (CT) in compared with liquid mucilage (ML), dried mucilage
(MD) and pulp (Pa) of nopal. Using for this, the assessment of post direct addition of Ep,
ML, and MD Pa Opuntia ficus-indica bacterial load of BMA and CT raw milk inoculated
with Escherichia coli XL-1 Blue plsdl.4 and added with antibiotics (ampicillin +
tetracycline). To reinforce the information a second stage of research, where determined,
the antimicrobial effect of Ep, ML, MD, Pa Opuntia ficus-indica on Staphylococcus aureus
29213 under the inhibition in disk methodology. Finally, a third stage where evaluate the
effect of cuticular wax (Cc) Ep of nopal on the halo of growth inhibition of Staphylococcus
aureus 29213 was assessed designed. The results obtained by research stage were: first
stage, to the number (log10) of CFU / mL for BMA in raw milk was found that raw milk
without addition of FN without inoculum without antibiotics (control) containing 7.3 log10
CFU/mL of BMA. Adding Ep showed better performance (P < 0.05) in reducing CFU/mL
of BMA in comparison to the control. Regarding the rest of the FN analyzed it was found
that (ML, MD and Pa) showed lower values (P < 0.05) to the control treatment, but equal
(P > 0.05) treatments Ep; however, treatments Ep showed trend towards greater reduction
(log10) of CFU/mL of BMA in raw milk. In relation to CT in raw milk, it was determined
that Ep treatment without antibiotics reduced inoculum without CT (5.4 log1l0 CFU/mL)
compared to the control: 6.8 logl10; and even it was lower (P < 0.05) to the other PN (ML,
MD and P) analyzed. In the case of the results of the second stage it was found that Ep
showed better behavior (P < 0.05) to inhibit the growth of S. aureus strain at 24 h post-
incubation (inhibition zone equal to 0.75 mm), This compared with other PN evaluated:
average inhibition halos of 50 mm or less. Finally, the results of the disks impregnated with
the solution Cc showed higher growth inhibition of S. aureus (P < 0.05) compared to Ep:
2.00 and 0.75 mm zone of inhibition, respectively. These results might suggest that the
bacteriostatic action of the epidermis is due to the proportion of the wax contained in
fraction (1.0% based on 100 mL of distilled water or raw milk) added directly to the raw
milk.
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RESUMEN

La inocuidad es uno de los aspectos que limita la comercializacién de la leche cruda
y sus subproductos obtenidos en los sistemas familiares, debido al riesgo que puede
ocasionar a la salud publica. Se ha documentado que, la leche que obtienen los pequefios
productores, que no lleva un control sanitario estricto, no solo es comercializada en los
mercados locales, sino ademas, se utiliza para consumo familiar o para la fabricacion de
quesos fresco artesanal, mismo que se destina a la venta o para autoconsumo. Ante esta
situacion, estudios preliminares de nuestro grupo de trabajo establecen que, el uso de nopal
(Opuntia ficus-indica) como complemento de la dieta de vacas productoras de leche,
especificamente la epidermis del nopal, tiene efectos positivos sobre la calidad
bacterioldgica de la leche cruda y el queso fresco artesanal. Por ello, el objetivo de la
presente investigacion fue investigar si la adicion directa de la epidermis (Ep) de O. ficus-
indica a la leche cruda reduce el nimero de UFC/ml de mesofilas aerobias (BMA) y
Coliformes totales (CT) en comparacion con el mucilago liquido (ML), mucilago
deshidratado (MD) y la pulpa (Pa) de nopal. Utilizando para ello, la evaluacién de la carga
bacteriana de BMA y CT posterior a la adicion directa de Ep, ML, MD y Pa de O. ficus-
indica a la leche cruda inoculada con Escherichia coli XL-1 Blue plsd1.4 y adicionada con
antibidticos (tetraciclina + ampicilina). Para reforzar la informacion se establecié una
segunda etapa de investigacion, en donde se determind, el efecto antimicrobiano de las
fracciones Ep, ML, MD, Pa de O. ficus-indica sobre Staphylococcus aureus 29213 bajo la
metodologia de inhibicidn en disco. Finalmente, se disefid una tercera etapa, en donde se
evalud el efecto la cera cuticular (Cc) de Ep de nopal sobre el halo de la inhibicion del
crecimiento de Staphylococcus aureus 29213. Los resultados obtenidos por etapa de
investigacion fueron: primera etapa, para el caso del nimero (Logio) de UFC/mL para
BMA en leche cruda, se encontr6 que, la leche cruda sin adicion de FN, sin indculo y sin
antibioticos (testigo) contenia 7.3 Logio UFC/mL de BMA. La adicién de Ep mostré mejor
comportamiento (P < 0.05) en la reduccién de UFC/mL de BMA en comparacion con el
testigo. En lo referente al resto de las FN analizadas se encontré que (ML, MD y Pa)
mostraron valores menores (P < 0.05) al tratamiento testigo, pero iguales (P > 0.05) a los
tratamientos con Ep; sin embargo, los tratamientos con Ep mostraron tendencia hacia una
mayor reduccion (Logio) de UFC/mL de BMA en leche cruda. En relacion a CT en leche
cruda, se pudo determinar que, el tratamiento con Ep, sin indculo y sin antibidticos redujo
CT (5.4 Logio UFC/mL) en comparacién con el testigo: 6.8 + 0.25 Logio; e incluso, fue
menor (P < 0.05) al resto de PN (ML, MD vy P) analizadas. Para el caso de los resultados de
la segunda etapa se encontro que, Ep mostré mejor comportamiento (p < 0.05) para inhibir
el crecimiento de la cepa de S. aureus a 24 h post-incubacion (halo de inhibicién igual a
0.75 mm), ello en comparacion con el resto de PN evaluadas: halos de inhibicion promedio
de 50 mm o menos. Finalmente, los resultados de los discos impregnados con la solucién
Cc mostraron un mayor inhibicion del crecimiento de S. aureus (P< 0.05) en comparacion
con Ep: 2.00 y 0.75 mm de halo de inhibicion, respectivamente. Estos resultados podrian
sugerir, que la accion bacteriostatica de la epidermis se deba a la parte proporcional de la
cera contenida en la fraccion (1.0% en base 100 mL de agua destilada o en leche cruda)
adicionada directamente a la leche cruda.
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1. INTRODUCCION

Uno de los problemas fundamentales que impiden el desarrollo de los sistemas de
produccién de bovinos productores de leche, es la escasez de forraje de calidad (Ortega et
al., 2010). Por ello, las dietas del ganado criado bajo pastoreo estan sujetas a frecuentes
fluctuaciones en cuanto a calidad y cantidad del forraje consumido, lo que provoca
comportamiento productivo deficiente de los hatos explotados en zonas rurales donde los

periodos de estiaje son mas prolongados (Medina et al., 2006).

Bajo el contexto agroecoldgico de Michoacan, sobre todo en las zonas aridas y
semiaridas, las explotaciones ganaderas extensivas contribuyen notablemente con el
deterioro acelerado del ecosistema: erosion del suelo, escasez de agua y desertificacion. Sin
embargo, la ganaderia es una de las tres actividades mas importantes en el estado, por lo
cual se requiere mejorar la produccion y los ingresos de los productores; sin dejar de lado,
la restauracion de la fertilidad de los suelos, la proteccion del agua y los tropicos de la

entidad (Rodriguez, 2008).

Ante este escenario, algunos productores han intentado solucionar el problema de la
alimentacion de su ganado mediante la utilizacion de forrajes autéctonos, como las
especies del género Opuntia sp (Reveles et al., 2010). Sin embargo, los productores al
utilizar el nopal como forraje, en época de estiaje, lo hacen debido a la falta de insumos
basicos de la dieta de su ganado: esquilmos y/o pasto nativo (Flores-Valdez, 2001). En
investigaciones sobre la complementacion de dietas de ganado bovino con nopal forrajero

(O. ficus-indica), se ha establecido que, el nopal, como complemento de las dietas,
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incrementa la produccion de leche, mejora la calidad de la misma y aumenta la vida de

almacén de subproductos lacteos (Garcia et al. 2005).

La propiedad del nopal de incrementar la calidad de la leche cruda y sus
subproductos (Ortiz et al., 2013), al incorporarlo a las dietas del ganado lechero, es
trascendental; debido a que, la inocuidad de los alimentos es uno de los conceptos clave en
la salud publica, aspecto que limita la comercializacion de la leche cruda y sus
subproductos obtenidos en los sistemas familiares. Sin embargo, la leche que obtienen los
pequefios productores, que no recibe un tratamiento térmico ni tiene control sanitaria
estricta, se utiliza para consumo familiar o para la fabricacion de queso fresco artesanal,
mismo que se destina a la venta o para autoconsumo, conformando una préactica sin
controles sanitarios (Garcés et al., 2005). Estudios preliminares establecen que, el uso de
nopal (O. ficus-indica) como complemento de la dieta de vacas Holstein tiene efectos
positivos sobre la calidad bacterioldgica de la leche cruda y el queso fresco artesanal (Ortiz

etal., 2013).

Ortiz-Rodriguez et al. (2012) determinaron que, la leche cruda derivada de vacas
qgue consumieron una dieta complementada con 12 kg de nopal contenia 1.6 (logio)
UFC/mL para mesofilas aerobias (BMA) y 2.2 (logi0) UFC/mL de coliformes totales (CT);
ambos valores inferiores a 2.6 (logi) UFC/mL para BMA y 2.4 (logw) UFC/mL para CT
encontrados en leche cruda proveniente de vacas que no consumieron nopal, como
complemento de su dieta. EI mismo efecto se encontr6 en el queso fresco artesanal,
derivado de leche cruda obtenida de vacas alimentadas con nopal, como complemento de la
dieta. Estos resultados, sugieren que, el nopal posee cualidades bacteriostaticas. Ortiz et al.

(2013), intentaron comprobar si el efecto del nopal sobre la calidad de la leche cruda y el
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queso fresco artesanal era producto de una accién propia o resultado indirecto del proceso
de digestion, absorcion de los componentes del nopal y la posible generacion de algin
metabolito final con caracteristicas bacteriostaticas. Por ello, estos investigadores
plantearon una investigacion exploratoria para determinar el efecto de la adicion directa, de
mucilago y epidermis de nopal, asi como, nopal molido, a la leche cruda, sobre la calidad
microbioldgica de la misma. Se encontr6 que, la adicion directa de epidermis de nopal o
nopal molido a la leche cruda disminuy6 (P < 0.05) las UFC/mL de BMA y CT, ello en
comparacion con las UFC/mL, de dichas bacterias, encontradas en la leche cruda sin
tratamiento de los componentes de nopal. De lo anteriormente escrito, se desprende la
importancia de la presente investigacion, puesto que se requiere validar los resultados
encontrados en la investigacion exploratoria sobre el efecto de la adicion directa de las

fracciones del nopal a la leche cruda sobre la calidad de la misma.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas de los sistemas de produccion bovinos productores de leche a

escala familiar en zonas rurales

El sistema de produccién de leche a escala familiar se encuentra presente en la
mayor parte del territorio nacional. En este sistema, la explotacion del ganado esta
condicionada a superficies pequefias de terreno, en donde se ubican, por lo general, las
viviendas de los productores y sus familias, por lo que también se le denomina “sistema de
traspatio” (Moreno-Garcia et al., 2012). Las unidades de produccién pueden ser de tipo
estabulado o semi-estabulado, de acuerdo con las condiciones del campo de cultivo
(SAGARPA, 2000; Molina, 2006). EI nivel tecnolégico en el sistema familiar puede
considerarse como bajo; puesto que, las instalaciones y equipo son rudimentarios y no
proporcionan comfort a los animales. Ademas, los productores no realizan practicas
reproductivas, de medicina preventiva o mejoramiento genético, carecen de registros para

el control y manipulacion de los eventos reproductivos y productivos (SAGARPA 2004).

Las unidades de produccion son manejadas en promedio por familias de cinco
miembros (Jiménez et al., 2008). El genotipo de los animales del sistema es generalmente
hibrido, principalmente de la raza Holstein y en menor proporcion Pardo Suizo Americano
y sus cruzas (SAGARPA, 2000; Molina, 2006). La alimentacion en el sistema familiar se
basa en el pastoreo o en el suministro de forrajes y esquilmos provenientes de los cultivos

que produce el mismo productor, en su unidad de produccion agricola (SAGARPA 2004;
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Molina, 2006). Jiménez et al. (2008) encontrd6 que, la alimentacion de la vacas en
produccion varia con la época del afio y con el sistema de confinamiento; el 63% mantienen
su ganado semi-estabulado y el resto en estabulacion total. En relacion a la época de lluvias
(mayo - septiembre), la alimentacion se basa en alimento balanceado, maiz (Zea mays),
salvado, rastrojo de maiz o sorgo (Sorgum vulgare), complementado con el pastoreo de
gramas nativas, forrajes verdes como béllico anual (rye grass) y trébol (Trifolium spp).
Mientras que en la época de estiaje (octubre-abril), el alimento se basa en esquilmos
agricolas (rastrojo de maiz o sorgo) y pacas de avena (Avena sativa); esto en el mejor de los

casos Yy de acuerdo a los ingresos del productor (Molina, 2006).

Los hatos en el sistema familiar estdn conformados de 2 a 20 vacas, los cuales
presentan de 1 a 12 vacas en produccion (Sanchez y Sénchez 2005) y el rendimiento
promedio/vaca/hato oscilan en 9 L; produccion que, se acerca al promedio nacional. Este
tipo de sistemas contribuyd en el afio 2000 con el 30% de la produccién total de leche y
estaba conformado por solo el 23% de los vientres inventariados a nivel nacional (Garcia et
al., 2007). Aunado a ello, en los ultimos afios se ha observado una tendencia en la
disminucion de la produccion lechera familiar en el pais, cuyas causas incluyen: problemas
en la tenencia de la tierra, politicas de fomento hacia el productor, inseguridad, altos costos
de produccion, baja calidad de la leche (Garcia et al., 2005) y poca integracion a las
cadenas productivas (Espinoza, et al., 2002). El conjunto de estos factores, asociados a las
tendencias de concentracion y centralizacion de la produccion intensiva a gran escala,
limitan la participacion de la produccion familiar en los sectores comerciales, por lo que en
el mejor de los casos quedan relegados al comercio local donde desarrollan la actividad y

encuentran un mercado para su producto (Moreno-Garcia, et al., 2012).
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Aun y cuando la tendencia indica una menor participacion de los sistemas familiares
en la produccion de leche, en el estado de Michoacén, se ha establecido que existe un total
de 62,545 familias que se dedican a la ganaderia, aprovechando 2°451,855 hectéreas, lo que
equivale a 2.9 veces la superficie ocupada por la agricultura en el estado (Sénchez y
Sanchez, 2005). No solo se ha cuantificado a la ganaderia del estado, también se ha
analizado la capacidad de los ganaderos para adaptar sus sistemas de produccion a la gran
diversidad fisiogréfica y climética del estado; por ejemplo, existen zonas donde es nula la
vocacion agricola para el éxito de la ganaderia, cuyo finalidad zootécnica es la produccion
de leche, como seria el caso de la region Tierra Caliente del estado de Michoacan, donde

prevalecen los sistemas de produccidn de doble propdsito (Moreno-Garcia et al., 2012).

Caso contrario es la region del Bajio michoacano, en donde las condiciones
climéticas han permitido una mayor expansion de la lecheria “familiar”. De aqui que la
eficiencia de la ganaderia no solo radica en su nimero y adaptabilidad a las diversas zonas
geograficas, sino también por ser la actividad que genera mas empleos permanentes en el
sector agropecuario del estado de Michoacan, pues genera alrededor del 8.6% de empleos
fijos, lo que equivale a la poblacién econémicamente activa a nivel estatal y 37.3% de la

poblacion econdmicamente activa del sector primario del estado (INEGI, 2004).

Todas las caracteristicas referidas, en los parrafos anteriores, determinan que los
sistemas de lecheria familiar respondan, de forma general, a la estructura socioeconémica
de las zonas rurales del pais. Por ello, aprovechan los recursos de familias campesinas:
mano de obra de tipo familiar, esquilmos agricolas producto de sus parcelas, uso de pastos
nativos y en menor medida, uso de insumos comerciales para la alimentacion del ganado;

asi como poca o nula inversién en infraestructura (Moreno-Garcia et al., 2013). No
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obstante, en lo referente a la alimentacion del ganado, se ha reportado que existe una
proporcién baja de sistemas que cuentan con pastos mejorados, como parte de las
estrategias de alimentacion del ganado; pero ello ocurre tan solo en el 7% de las unidades

productivas a nivel familiar (Sanchez y Sanchez 2005).

En las regiones rurales de Michoacan, especificamente en las zonas aridas y
semidridas, los sistemas de produccién bovina se han caracterizado por ser de tipo
extensivo y con poca o nula tecnificacion (Macedo et al., 2006). Por lo que, uno de los
problemas fundamentales que impiden el desarrollo de los sistemas de produccién de
bovinos productores de leche en este tipo de zonas, es la escasez de forraje de calidad
(Medina et al., 2006). Debido a que, estas zonas agroecoldgicas estan definidas por la
precipitacion pluvial, misma que determinan la oferta de recursos forrajeros. Y como se
sabe, esta oferta disminuye en la época de estiaje y se exacerba cuando el estiaje es mas
prolongado, aspecto que provoca un comportamiento productivo deficiente de los hatos
explotados en este tipo de zonas. Puesto que, el ganado criado bajo pastoreo esta sujeto a
frecuentes fluctuaciones en cuanto a calidad y cantidad del forraje consumido (Gutiérrez et
al., 2008). Fluctuaciones que pueden afectar la rentabilidad de los sistemas de produccién

de bovinos productores de leche (Moreno-Garcia et al., 2013).

Bajo el contexto ambiental de Michoacan, las explotaciones ganaderas extensivas
contribuyen notablemente con el deterioro acelerado del ecosistema, erosion del suelo,
escasez de agua y desertificacion. Sin embargo, la ganaderia es una de las tres actividades
mas importantes en el estado, por lo cual se requiere mejorar la produccion y los ingresos
de los productores; sin dejar de lado la restauracion de la fertilidad de los suelos, la

proteccion del agua y los tropicos de la entidad (Rodriguez, 2008).
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2.2 Produccion y calidad de la leche cruda proveniente de los sistemas a escala

familiar.

Garcia et al. (2005) establecieron que la infraestructura tecnolégica y disponibilidad
de alimento en diferentes épocas del afio limita la participacion de la produccion de los
sistemas familiares en los sectores comerciales, por lo que en el mejor de los casos quedan
relegados al comercio local donde desarrollan la actividad y encuentran un mercado para su
producto. Sanchez y Sanchez. (2005) determinaron que, la productividad de la lecheria
familiar estd supeditada por: (a) su conformacion socioecondmica, determinada por la
estructura de las zonas rurales del pais; (b) uso de recursos como, mano de obra familiar,
cultivos forrajeros y residuos de cosecha producidos en sus parcelas, con una reducida
inversion en insumos; (c) poca inversion en infraestructura y, (d) el manejo del hato se da
en condiciones de estabulacion o semiestabulacion, en instalaciones cercanas a la vivienda

de la familia.

En general, los sistemas familiares de bovinos productores de leche poseen un
rendimiento promedio que oscila alrededor de los 9 kg de leche vaca™ d. El resultado de
estas caracteristicas se refleja en la baja eficiencia de este tipo de sistema, el cual oscila

entre $1.02 y $6.87 USD de margenes de utilidad, lo que equivaldria a una ganancia diaria
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por jornalero de $1.29 hasta $8.52 USD?. Este monto les limita a cubrir las necesidades

béasicas de las familias (Moreno-Garcia et al., 2012)

Por otra parte, la leche cruda que oferta la lecheria familiar (caliente o fria) es a
través de canales directos al consumidor, al autoconsumo o queserias artesanales; leche y
subproductos obtenidos con amplia variacion en el nivel de produccion, manejo de la
ordefia y précticas sanitarias (Cervantes et al., 2001). Del mismo modo, el INEGI (1999)
establece que, la elaboracion de productos artesanales derivados de la leche cruda sigue
siendo una costumbre en México, tanto en comunidades rurales como en &reas periurbanas
de las ciudades. Debido esencialmente, a que esta actividad (fabricacion de productos
derivados de la leche cruda) es un complemento del ingreso econdmico familiar al ofertar:
quesos, yogures, natillas, nata, dulces, entre otros mas. Aunado ello, también es una fuente
de ahorro, derivado del autoconsumo tanto de leche cruda como de subproductos de la

misma.

Jensen (1995), determind que la calidad de la leche cruda puede deteriorarse debido
a un manejo inadecuado de los utensilios de ordefio, transporte o adulteracién (grasas, sales,
agua, entre otros), aumentando la carga bacteriana y propiciando propiedades indeseables
de acidez, rancidez o agriado. Es un hecho que la leche al interior de la cisterna (6rgano de
depdsito de almacenamiento de leche de la vaca), es estéril. Sin embargo, una vez realizado
el ordefio, ésta es susceptible de contaminarse con altas cargas bacterianas -parte de estas
pueden ser patdgenas- provenientes de la tierra y estiércol presente en las ubres de las vacas

(Magarifios., 2001).

LEl délar se cotizo a $12.00 en el 2012. http://www.banxico.org.mx/dyn/portal-mercado-
cambiario/index.html
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En relacion a los aspectos de calidad de la leche, estos cubren un cierto nimero de
variables, como: su composicion fisico-quimico, es decir, el contenido de proteina, grasa,
acidez, densidad, sélidos no grasos, el potencial genético de la vaca y la alimentacion. Otra
variable que también determina la calidad de la leche cruda es su carga bacteriana o cuentas
bacterianas (Minakowski, 1993; Lach y Podkowka, 2000). Los conteos bacterianos altos,
en leche cruda, pueden afectar su calidad y aceptacion por el consumidor e incluso, en la
leche pasteurizada, descremada en polvo o los subproductos (crema y queso) los
organismos no patdgenos pueden alterar la calidad de estos (Barbano et al., 2006, Jayarao

et al., 2006).

La importancia de la calidad de la leche cruda y sus subproductos se centra en la
inocuidad y seguridad alimentaria. Sin embargo, los pequefios productores de ganado
vacuno, quienes obtienen leche para la venta, el autoconsumo y/o la fabricacion de quesos
frescos artesanales, conforman un mercado desprotegido, informal y practicamente sin
controles sanitarios (Garcés et al., 2005). Al respecto, en el Noreste del estado de
Michoacan, se ha encontrado que la leche cruda de los sistemas productores de bovinos
lecheros contenia entre 6.7 y 7.9 (logio) unidades formadoras de colonias/mL (UFC/mL) de
BMA y de 2.3 a 3.5 (logio) UFC/mL de CT (Carrion et al., 2007). Mientras que en el
Municipio de Sahuayo, Michoacan, los estudios determinaron que la leche cruda contenia
de 8.0 a 9.0 (logi0) UFC/mL de BMA y de 5.7 a 8.0 (logi0) UFC/mL de CT (Flores et al.,
2009). Valores superiores a los estandares que marca la norma oficial mexicana; 6 y 2
(log0) UFC/mL para BMA y CT, respectivamente, para que la leche cruda se considere

apta para el consumo humano (NMX-F-700-COFOCALEC, 2004).
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Estudios, relacionados con la salud de la ubre de vacas lecheras, determinaron que
en la region de Jiquilpan, Michoacéan, el 80% de las explotaciones bovinas presentaron
mastitis, cuyo principal patdgeno fue Staphylococcus aureus (Caraveo et al., 2007). En
Alvaro Obregdn, Michoacéan este mismo patdgeno se aislo en el 94% de las explotaciones
bovinas afectadas por mastitis en el (Beiza et al., 2007). De manera general, se ha
establecido que en el estado de Michoacéan, la mastitis es ocasionada en un 65% por

Staphylococcus aureus (Carrion et al., 2009).

Asi mismo, la mastitis es uno de los principales problemas sanitarios ya que afecta
la calidad y produccion de la leche, ademas causa un incremento en los gastos por
tratamiento (Orrego et al., 2003). Ademas, para aspectos de inocuidad de la leche cruda, la
mastitis genera leche de mala calidad y un decremento hasta de un 36.6% en el rendimiento

del queso, mas el riesgo a la salud del consumidor (Beiza et al., 2007).

Farkye (2002) determiné que, la presencia de microorganismos patdgenos en queso
no solo depende de la calidad de la leche cruda, sino de otros factores como: calidad del
tratamiento térmico de la leche, limpieza del material usado para queseria, manejo de la
cuajada durante el procesamiento y de la temperatura de almacenamiento, entre otros
factores méas. Sin embargo, en la calidad del queso fresco artesanal, esta se asocia por lo
general, a la salud de la ubre de las vacas (Delgado et al., 2003), a los altos niveles de
humedad que presentan los quesos frescos, mismos que provocan el desarrollo de
microorganismos patdgenos (Salmonella y Escherichia coli serotipo O157:H7) causantes
de infecciones e intoxicaciones alimentarias (Ceron, 2008); puesto que este tipo de queso se

elabora a partir de leche cruda sin pasteurizar (Delgado et al., 2003).
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2.3 Caracteristicas generales del nopal (Opuntia ssp) y su utilizacion como forraje

para el ganado vacuno productor de leche

El nopal (Opuntia ssp) tiene un origen e historia relacionados con las antiguas
civilizaciones mesoamericanas, en particular con la cultura azteca. Existen evidencias
arqueoldgicas que permiten afirmar que las poblaciones indigenas asentadas en las zonas

semiaridas de Mesoamérica fueron las que iniciaron su cultivo formal (Séenz et al., 2007).

Opuntia ssp ha desempefiado un papel importante en el desarrollo histérico de las
culturas del centro de México, de los grupos chichimecas del centro y el norte del pais, asi
como en algunas culturas del sureste como la mixteca y la zapoteca, en Oaxaca (Granados y
Castafieda, 2000). Las culturas prehispanicas lo nombraron nopalli y nochtli y, lo usaron en
la alimentacion, medicina, religion, magia, y politica; ya que el escudo de la gran

Tenochtitl&n ostentaba un nopal, asi como el Escudo Nacional actual (Paredes et al., 2006).

Los nopales son originarios de América tropical y subtropical, sin embargo, en la
actualidad se encuentran en una gran variedad de condiciones agroclimaticas, en forma
silvestre o cultivada, en todo el continente americano. Ademas, se han difundido a Africa,
Asia, Europa y Oceania donde también se cultivan o se encuentran en forma silvestre
(Séenz et al., 2007). La planta se distribuye principalmente en Ameérica, en donde México,
es catalogado como el pais con mayor abundancia de especies (Granados y Castafieda,

2000).
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El nopal es una verdura, que pertenece a la familia de las cactaceas (Tabla 1) y al
género Opuntia que se divide en los subgéneros: a) Cynlindropuntia, b) Grusonia, c)
Corynopuntia, d) Opuntia y e) Stenopuntia que se clasifican en series: contiene 22 series y
377 especies, de las cuales 104 se encuentran en forma silvestre en México y de éstas, 60
son especies mexicanas (Granados y Castafieda, 2000); sin embargo, hay solo 10 o 12
especies hasta ahora utilizadas por el hombre, ya sea como alimento, forraje o producto
industrial, entre éstas se encuentran, como especies para alimento: O. ficus-indica, O.
amyclaea, O. xoconostle, O. megacantha y O. streptacantha. Y como especies silvestres:
Opuntia hyptiacantha, O. leucotricha y O. robusta. De todas estas especies la comin y mas

cultivada en distintas partes del mundo es Opuntia ficus-indica (Ruiz y Guerrero, 2009).

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica del nopal.

Superreino o Division Eukaryota
Reino Viridiplantae
Phylum Streptophyta
Subphylum Embryophyta
Division Mesangioespermae
Clase Eudycotyledonea
Subclase Pentapetalae
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Género Opuntia
Especie Opuntia ficus-indica

Fuente: National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/)

Los nopales son plantas arbustivas, rastreras o erectas que pueden alcanzar de 3.5 a
5 m de altura. Es densamente ramificado, rico en raices finas y absorbentes y superficiales
en zonas aridas de escasa pluviometria. Los tallos o cladodios suculentos y articulados,

comunmente llamados pencas, presentan forma de raqueta ovoide o alargada de 60-70 cm
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de longitud, cuando miden 10-12 cm son tiernos y se consumen como verdura (Rios y

Quintana, 2004).

En Opuntia, en las dos caras del cladodio, se presentan las yemas, llamadas areolas
que presentan en su cavidad espinas; aguates y espinas grandes. Las flores son sésiles,
hermafroditas y solitarias, se desarrollan en el borde superior de las pencas, pueden ser de
color rojo, amarillo y blanco (Guzman et al., 2003). El fruto es una falsa baya con ovario
infero simple y carnoso. La forma puede ser ovoide, redonda, eliptica, y oblongas, con los
extremos aplanados, cdncavos o convexos. El color puede ser rojo, anaranjado, purpura,
amarillos y verdes. La epidermis es muy parecida a la del cladodio, incluso con areolas y
abundantes aguates y espinas. Las caracteristicas de las diferentes especies de nopal son
variables, se diferencian en la ausencia o presencia de espinas, la forma de los cladodios, en

el tamafio y color de los frutos, y otras caracteristicas botanicas (Saenz et al., 2007).

O. ficus-indica tiene un minimo de espinas, es un vegetal arborescente que puede
llegar a medir de 3 a 5 m de alto, su tronco es lefioso y mide de 20 a 50 cm de didmetro.
Sus pencas o cladodios miden de 30 a 60 cm de largo x 20 a 40 cm de ancho y de 2 a 3 cm.
de grosor. Sus ramas estan formadas por pencas de color verde opaco con areolas que
contienen espinas y produce flores de 7 a 10 cm de largo, su fruto es oval de 5 a 10 cm. de
largo x 4 a 8 cm. de didmetro y su color puede ser amarillo, anaranjado, rojo o purplreo

con abundante pulpa carnosa y dulce (Rodriguez et al., 2010).

En la composicion quimica del nopal en fresco y en polvo se destaca el alto
contenido promedio en agua (91.80%), siguiéndole el de carbohidratos (5.50%) y el de

cenizas (1.58%) (Granados y Castafieda, 2000; Reza et al., 2005). Los mayores
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componentes minerales en el nopal son calcio (93 mg) y hierro (1.60 mg). El nopal también
contiene algunos aminodcidos como arginina, histidina, lisina, metionina y treonina. Pero
ademas, posee un elevado porcentaje de fibra dietética (40%) cuando su presentacion es en
polvo (Abrajan, 2008). El nopal contiene también otros minerales como aluminio,
magnesio, potasio, silice, sodio y manganeso, ademas de vitamina A, B, B2, y C (Reza et

al., 2005).

El nopal (O. ficus-indica) es una planta muy atractiva como alimento para el
ganado, particularmente por su alta eficiencia al utilizar luz solar en el proceso fotosintético
y convertir agua en biomasa, y por su contenido de energia digestible (Ruiz et al. 2008;
Medina et al. 2006). Este es util no sélo porque sobrevive a las sequias, sino también
porque es mas eficiente que muchas gramineas o pastos forrajeros de hoja ancha durante la
época estiaje. La importancia forrajera del nopal para la alimentacion del ganado radica en

que permanece verde durante los periodos de sequia o invierno, este (Santos et al., 2010).

O. ficus-indica se considera como un forraje suculento, rico en agua y mucilago,
con niveles significativos de calcio (1.8 a 2.5 %), potasio (1.5 %) y magnesio (0.7 a 1.1 %)
(Wanderley, 2001). Ademas, presenta hasta un 70% de carbohidratos no estructurales —
CNE- (fructooligosacaridos, inulina, mucilagos, pectinas y almidones) y una aceptable
digestibilidad (65 a 80%) de materia seca (MS) y materia organica (MO): 78 a 81%
(Bezerra et al., 2002; Torres, 2010). No obstante, posee un bajo contenido de MS (10 a 14
%), fibra detergente neutra (26,8%) y proteina cruda (PC): 4.0 a 6.0%) (Vazquez et al.,

2007).
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Lépez (2010), establecid que el valor de la proteina del nopal (4.0 — 6.0% de PC)
solo permite utilizarlo como complemento de la dieta para rumiantes domesticos con el fin
de mantener su productividad durante la época de estiaje. No obstante, investigaciones
referentes a la utilizacion del nopal como complemento de la dieta de vacas lecheras
sugieren que esta planta es una alternativa para incrementar la produccion de leche en

época de estiaje, ademas, mejora la calidad de la misma (Ortiz et al., 2012)

Garcia et al., (2013), probaron tres niveles de inclusion de O. ficus-indica (10, 20 y
30 kg d?) a las dietas de vacas Holstein y reportan que al complementar la dieta con 10 y
20 kg d* de nopal vaca™ aumento (p<0.05) la produccion lactea a 13.394 y 13.103 kg d! de
leche, respectivamente, siendo ambos tratamientos diferentes (p<0.05) a la adicion de 30 kg
d ! de nopal vaca™, cuya produccion fue de 12.294 kg de leche d1. Por lo tanto, concluyen
que la inclusion de 10 y 20 kg d* de nopal a la dieta de las vacas fueron los nivel de

complementacién que mejor desempefio presentaron sobre la produccion lactea.

Asi mismo, se demostré que al administrar 12 kg d* de nopal vaca! como
complemento de dietas para bovinos productores de leche, la produccion lactea y sus
derivados (queso fresco) son de mayor calidad organoléptica: consistencia, olor, textura y
rendimiento. Ademads, la vida de almacenamiento de los derivados de la leche se
incremento, debido a que los efectos del nopal sobre dichos productos, son atribuidos a la
disminucion de la tasa de reproduccion de los microorganismos que causan la

descomposicion (Ortiz et al., 2012).

(Moreno et al. (2013) y Ortiz et al.(2012) también reportaron el efecto positivo de

O. ficus-indica sobre la produccion de leche y posiblemente sobre la calidad de los
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subproductos de esta respectivamente. La mejora en la produccién lactea son atribuidos al
efecto de los componentes del nopal (carbohidratos, fibra detergente neutra y acida, asi
como los niveles altos de calcio, entre otros mas) mismos que son trasformados a nivel
ruminal, por la flora microbiolégica, e incrementan las proporciones de los productos
finales de dicho proceso entre los cuales se encuentran los &cidos grasos volatiles (AGV),

energia (ATP) y amoniaco (NHs) (Araujo y Vergara, 2007).

Dentro de las partes del nopal que més se han estudiado se encuentra una sustancia
viscosa llamada “mucilago”, el cual forma parte de la fibra dietética y su composicion
quimica ha sido ya establecida (Méndez, 2006). Es un polimero cuyo peso molecular oscila
alrededor de 13x10° g/mol y que esta compuesto por polisacaridos emparentados con las
pectinas (Ruiz y Guerrero, 2009). EI mucilago del nopal es un polisacarido fibroso,
altamente ramificado con muchos azlcares (Figura 1). Es una molécula larga y compleja

(Gibson y Nobel, 1990).

H CH,0H H COM
O s o O 0
HO HO HO CHy M
H,OH H, OH H, OH H, OH
CH CH HONOH oK
OH OH CH CH OH OH

Arabinosa Galactosa Ramnosa Xilosa  Acido galacturénico

Figura 1. Estructuras quimicas de los azucares que componen el mucilago.
Fuente: Gibson y Nobel (1990)

Cada molécula de mucilago de O. ficus-indica, puede contener mas de 30,000

subunidades de azucar, o residuos. Los azlcares mas abundantes arabinosa, galactosa,
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ramnosa, y Xxilosa (Méndez, 2006). EI mucilago también tiene una considerable cantidad de
acido galacturonico, el cual es un azucar carboxilado. La molécula de mucilago tiende a ser
fuertemente cargada negativamente, ya que los iones hidrogeno tienden a disociarse de la
parte carboxilica, de las subunidades galacturénicas (Gibson y Nobel 1990). Esta
electronegatividad en la parte carboxilica de la molécula del mucilago, y por lo que, el 20%
del calcio insoluble en el tallo del nopal puede estar asociado con el mucilago (Ruiz y
Guerrero, 2009). Esta asociacion facilita ademas su permanencia en el aparato digestivo y

promueve su absorcién deficiente.

El mucilago consiste de aproximadamente 35 a 40% de arabinosa, 20 a 25% de
galactosa y xilosa cada una, y de 7 a 8% de ramnosa y acido galacturonico cada uno. Un
polimero hipotético que contiene estos residuos de azlcares en aproximadamente estos
porcentajes fue construido en base a la evidencia quimica disponible. El esqueleto de la
molécula de mucilago consiste en residuos alternados de ramnosa y acido galacturénico, los
cuales estan unidos a los lados por cadenas compuestas de tres residuos de galactosa. Los
residuos de arabinosa y xilosa estan ramificados en los lados de las cadenas de galactosa;
xilosa parece estar unida a arabinosa, las cuales a su vez estan ligadas a la galactosa

(Méndez, 2006).

En otras especies de Opuntia, el mucilago esta compuesto por los mismos
residuos de azucares, pero en diferentes porcentajes que O. ficus-indica. Las células del
mucilago de las Opuntias que han sido estudiadas pueden ocupar cerca del 3% del volumen
del tallo y pueden afectar el metabolismo de la planta en diferentes formas. Primero, al
haber Ca*? ligado al mucilago en grandes cantidades, las células del mucilago actdian como

depdsito de calcio para el tallo. Segundo, el agua puede estar ligada a muchos residuos de
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azucares de la molécula del mucilago afectando el estado de hidratacion del tallo y tercero,
el mucilago juega el papel de proteccion del nopal contra altas temperaturas (Ruiz y

Guerrero, 2009).

En relacion al mucilago y su papel de proteccion del nopal, aun no es claro,
considerando la gran dimension de las moléculas del mucilago y cémo estas podrian
ingresar a las células del clorenquima, donde probablemente la proteccion del dafio térmico
es mas necesitada de acuerdo a Gibson y Nobel (1990). Se ha demostrado que el mucilago
solo se encuentra en el aparato de Golgi y que su sintesis probablemente se lleva a cabo en

éste (Ruiz y Guerrero, 2009).

El nopal siempre se ha utilizado en la alimentacién de bovinos productores de carne
y leche, caprinos y ovinos en las zonas del norte del pais, principalmente. Los pequefios
productores son los que comdnmente utilizan al nopal en la alimentacién de su ganado, ya
que en épocas criticas del afio, es el Unico alimento que tienen disponible para la
alimentacion de sus animales. Algunos expertos consideran que el manejo (corte y acarreo)
y utilizacion del nopal, es muy voluminoso y costoso en relacion al valor nutritivo. Sin
embargo, en el caso de los animales domésticos el nopal se usa como una dieta de
mantenimiento junto con esquilmos agricolas e industriales (Gutiérrez et al., 2008). La
opinidn de algunos investigadores es que el nopal se justifica como fuente forrajera, ya que
existen observaciones en el sentido de que el nopal estimula la produccion de leche y
mejora la calidad microbiolédgica de esta (Ortiz et al., 2013); aunque alin no queda claro
gue elemento o elementos de nopal promueven el aumento en la sintesis de leche y provoca

una disminucion de cuentas bacterianas en la misma (Soria, 2010).
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2.4 Efecto de la complementacion de nopal (O. ficus-indica) a las dietas de bovinos
productores de leche sobre calidad de la leche cruda.

Garcia et al. (2005) y Ortiz et al. (2013), determinaron que al complementar la dieta
de los bovinos con Opuntia, se incrementa no solo la produccion de leche, sino que mejora
la calidad y vida de almacén de los subproductos lacteos. En cuanto a la calidad de la leche
y sus subproductos, es un hecho que la leche al interior de la cisterna (6rgano de depdsito
de almacenamiento de leche de la vaca), es estéril. Sin embargo, una vez realizado el
ordefio, ésta es susceptible de contaminarse con altas cargas bacterianas -parte de estas
pueden ser patdgenas- provenientes de la tierra y el estiércol presente en las ubres de las

vacas (Magarifios, 2000).

Dentro de la seguridad alimentaria, la inocuidad de los alimentos es uno de los
conceptos clave, pues los pequefios productores, que obtienen leche de sus propios
animales, la utilizan para consumo familiar y para la fabricacion de quesos frescos
artesanales destinados ya sea a la venta o para autoconsumo, conformando de esta forma
una préactica sin controles sanitarios (Garcés et al., 2005). De hecho, la posibilidad de crear
marcas regionales para los quesos artesanales obligaria a que las cargas bacterianas fueran
disminuidas, lo cual atentaria con las préacticas de produccion del queso artesanal, con lo

cual se podria modificar la calidad del producto artesanal.

Al parecer, los pectin-oligosacaridos del nopal estimulan el desarrollo de

bifidobacterias (microorganismos que son denominados probidticos) y estas se asocian con
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el estimulo del sistema inmune del hospedero y en consecuencia con el incremento de la
resistencia contra la colonizacién de microorganismos patdgenos (Paul, 2005; Guevara,

2009).

Asimismo, se ha establecido que, las plantas en general, ademas de tener defensas
fisicas, como la pared celular, también presentan defensas quimicas, a base de compuestos
metabdlicos, como son los metabolitos secundarios ( Langenheim, 1994). Estos metabolitos
estan almacenados en vacuolas u organelos y son liberados al citoplasma o espacio
extracelular naturalmente (Agrios, 1996). Las plantas también generan compuestos
quimicos (fitoalexinas) como defensa inducida por la presencia de patdgenos o estrés
abiotico (Verpoorte, 2000). Sin embargo, algunos componentes constitutivos se liberan o
incrementan en presencia de un ataque externo (Morrissey et al., 1999; Nimchuk et al.,
2003; Mysore et al., 2004; Glazebrook, 2005; Thatcher et al., 2005; Wiermer et al., 2005).
En sintesis, las plantas utilizan como sistema defensivo ante ataques de los patdgenos
sustancias como las antes mencionadas, lo que podria explicar porque el nopal tiene efectos
bactericidas y la cual se ve reflejado en el nUmero de UFC/mL, para el caso del conteo

bacteriano en leche cruda y de UFC/gr en el caso del queso artesanal.

Otros compuestos que podrian explicar la actividad bacteriostatica del nopal son, el
acido malico y el &cido citrico (en menor grado); principales metabolitos secundarios del
metabolismo del &cido crasulaceo (CAM) de las cactaceas (Andrade et al., 2007): el acido
malico, esta relacionado con la inhibicidn o suspension del crecimiento de varias especies
bacterianas en cactaceas. Su accion bacteriostatica, parece estar basada, no solo en su poder
acidificante, sino también, en la capacidad para penetrar a través de la pared celular del

microorganismo, reduce el pH del citoplasma, incrementa los gastos energéticos, altera el
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equilibrio osmoético y perjudica la sintesis de ADN, evitando la replicacion de los

microorganismos (Arango, 2010).

La naturaleza y distribucion de las fitoalexinas en el reino vegetal se desconoce,
ademas se ignora si son sintetizadas universalmente en las plantas superiores, pero se han
identificado aproximadamente 16 familias, principalmente en las dicotiledéneas, entre ellas
la familia Cactacea, del género Opuntia (Cortadi et al., 2003). La producciéon de
fitoalexinas, no solo es inducida por la presencia de hongos, bacterias, virus y otros
patégenos (inductores de una infeccion), sino también por compuestos liberados de la
hidrélisis enzimatica de la pared celular de plantas, por dafio mecénico y radiacion

ultravioleta, comun en cactaceas (Garcia y Pérez, 2003).

Existen otros componentes del nopal que actlan indirectamente sobre los
microorganismos patogenos, ya que tienen un efecto prebidtico (Panesar et al., 2013). Los
prebidticos resisten la digestion en el estbmago e intestino delgado, para ser selectivamente
fermentados por bifidobacterias y lactobacilos (Paul, 2005). Estos microorganismos se
denominan probioticos y se han asociado a efectos benéficos para la salud, como el
incremento en la resistencia contra la colonizacion de microorganismos patdgenos. Los
pectin-oligosacaridos presentes en el nopal estimulan el desarrollo de Bifidobacterias, por
su parte los mucilago-oligosacaridos generan un incrementd de Lactobacilos (Guevara,
2009). La fermentacién de pectin-oligosacaridos y mucilago-oligosacaridos, por parte de
los probioticos, reduce el pH y consumen componentes que son vitales para otros
microorganismos, impidiendo la contaminacion por microorganismos patdgenos (Guevara-

Arauza et al., 2012).
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Una parte importante del nopal es la epidermis y dentro de esta, la cuticula juega un
papel importante; la cuticula es una membrana lipidica extracelular continua, la cual es
sintetizada por las células epidérmicas (Bargel et al., 2006; Yeats et al., 2010). Dicha
estructura tiene como funcion aislar y proteger al cladodio del medio externo (Shepherd y
Griffiths, 2006; Reina-Pinto y Yephremov, 2009); por lo que, constituye un elemento
estructural de importancia funcional y ecoldgica, debido a que, es la capa mas externa de
las células vegetales que interacciona con el ambiente (Kunst y Samuels, 2003; Jeffree,

2006).

El papel fisioldgico de la cuticula y ceras cuticulares incluye la regulacion en la
transpiracion y mantenimiento del balance de agua (Veraverbeke et al., 2003; Wagner et
al., 2003), regulacion del intercambio de gases (Kolattukudy, 1996), proteccidon contra
patégenos y dafios mecanicos (Commenil et al., 1997) y proteccion contra la radiacion
ultravioleta y agentes contaminantes (Barnes et al., 1996; Holroyd et al., 2002). La
resistencia que ofrece la cuticula a los dafios mecanicos, a la difusién de gases, a los
cambios en permeabilidad al agua y a la penetracion de microorganismos, no dependen
especificamente de su grosor, sino mas bien de los cambios de la estructura cuticular
(Knoche et al., 2004; Rogiers et al., 2004), de la variacion de sus componentes
(principalmente lipidos solubles cuticulares) y las proporciones en gque éstos se encuentran

(Verardo et al., 2003; Matas et al., 2004;VVogg et al., 2004; Schreiber, 2005).

Desde un punto de vista morfologico, la cuticula cubre la pared celular de las
células epidérmicas. Estd compuesta por una cubierta superior de ceras epicuticulares,
seguida por otra capa inferior formada por cutina y ceras mezcladas con sustancias de la

pared celular, pectinas, celulosa y otros carbohidratos, los cuales constituyen la capa
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cuticular (Kunst y Samuels, 2003; Jetter et al., 2006; Dominguez et al., 2011); capa que,
segn la especie, la puede variar de pocos microgramos a mas de 1000 pg cm? y su grosor
puede variar desde menos de 1 hasta 10 um o mas (Dominguez et al., 2011; Yeats et al.,
2012). La funcion esencial de las ceras cuticulares es limitar la pérdida de agua por la
cuticula, lo cual puede asociarse al complejo poliéster con ceras de naturaleza hidrofobica y
muy escasa reactividad, porque la mayoria de los grupos carboxilicos presentes en la
membrana estan esterificados con grupos hidroxilos alifaticos de otros &cidos grasos

(Riederer, 2006; Dominguez et al., 2011).

La separacion fisica de la cuticula mediante solventes organicos y el andlisis de sus
componentes, han demostrado que las ceras intracuticulares estan intercaladas dentro del
polimero de la cutina y tienen una composicion quimica distinta de las ceras epicuticulares
que se encuentran en la superficie exterior de la cutina, en forma de una capa mas 0 menos
uniforme y amorfa o como cristales discontinuos (Bargel et al., 2006; Samuels et al., 2008;
Dominguez et al., 2011). El analisis de estas ceras han establecido que, los componentes de
estas son muy variados y normalmente constituyen de 20 a 60 % de la masa de la cuticula

(Heredia, 2003).

La cera cuticular es una mezcla compleja de compuestos alifaticos de cadenas
lineales que varian entre 20 y 40 carbonos de tamafio; sin embargo, también se han
identificado ésteres de cera con cadenas que van desde 36 hasta 70 carbonos (Reina-Pinto y
Yephremov, 2009). Los principales componentes quimicos de las ceras son n-alcanos,
ésteres, alcoholes, aldehidos, cetonas y acidos grasos de cadena larga en el caso de las
epicuticulares, o de &cidos grasos de cadena corta en las intracuticulares (Kunst y Samuels,

2003; Cameron et al., 2006; Leide et al.,, 2011). Asi mismo, entre las ceras se han
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encontrado algunos metabolitos secundarios como los triterpenoides, compuestos fendlicos
(&cido cumérico y ferdlico, flavonoides, fenilpropanoides), polisacéridos (principalmente
celulosa y pectina) y algunos polipéptidos (Stark y Tian, 2006; Jeffree, 2006; Riederer,
2006; Kunst y Samuels, 2009) y, los compuestos como los fendlicos y flavonoides estan

relacionados con la actividad bactericida de las cactaceas (Sanchez et al., 2014).

De acuerdo con los parrafos anteriores, diversas sustancias o metabolitos que el
nopal genera, podrian explicar el efecto de la disminucion de UFC/mL de Mesdfilas
aerobias y coliformes totales, cuando este forraje se incluye a la dieta de los bovinos
productores de leche o cuando se adiciona directamente a la leche cruda (Ortiz-Rodriguez
et al., 2012). Estas propiedades (bacteriostaticas) de los acidos organicos, son aplicadas en
la preservacion de materias primas (Abrajan, 2008) y las combinaciones entre dos 0 mas
acidos organicos, combinan las propiedades conservantes y acidificantes de varios de ellos

(Creus, 2005)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con los antecedentes, la seguridad alimentaria y la inocuidad deben ser
conceptos clave, para los pequefios productores de leche quienes ofertan su producto y sus
subproductos al consumidor de su localidad, conformando de esta forma una practica sin
controles sanitarios. Al parecer el uso del nopal (O. ficus-indica) disminuye los conteos de
UFC/mL de mesofilas aerobias y coliformes totales, en la leche cruda. Sin embargo, no
queda claro en donde podria estar el compuesto del nopal que actia como bacteriostatico:
¢en el mucilago, en la epidermis, o en la pulpa? El estudio preliminar en el que se baso esta
investigacion sugiere que es en la epidermis a una inclusion de 1.0% en base a 100 mL de
leche cruda (Ortiz et al., 2013), pero se requiere de profundizar en el estudio, si es la
epidermis del nopal la que provee la accidn bacteriostatica. Pero ademas, es importante
asegurar si las partes del nopal (epidermis, mucilago o pulpa) actdan inhibiendo el
desarrollo bacteriano a través de una prueba, como lo es la prueba de sensibilidad en disco,

utilizando como bacteria referente al Staphylococcus aureus.
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4. HIPOTESIS

La adicion directa de la epidermis de nopal (O. ficus-indica) a la leche cruda
mejora la calidad microbioldgica de esta, puesto que la epidermis del
cladodio al ser la primera barrera fisica contra patdgenos provoca la
disminucion en el nimero de UFC/mL para bacterias mesofilas aerobias y
coliformes totales, en la leche cruda proveniente de sistemas familiares

donde se carece de controles sanitarios e higiene de la ubre.
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5. OBJETIVOS GENERALES

Evaluar el efecto de la accion del nopal (O. ficus-indica) y sus partes (epidermis y
mucilago liquido o deshidratado y pulpa) sobre Staphylococcus aureus, bajo la

metodologia de sensibilidad en disco.

5.1 Objetivos Especificos.

e Determinar el efecto de la adicion directa de la epidermis del nopal (Opuntia ficus-
indica) a la leche cruda sobre las cuentas bacterianas de mesofilas aerobias y
coliformes totales.

e Evaluar el efecto de la adicion directa del mucilago (liquido o deshidratado) de
nopal (Opuntia ficus-indica), a la leche cruda sobre las cuentas bacterianas de
mesofilas aerobias y coliformes totales.

e Establecer el efecto de la adicién directa de la pulpa del nopal (Opuntia ficus-
indica) a la leche cruda sobre las cuentas bacterianas de mesofilas aerobias y
coliformes totales.

e Comparar el efecto de las diferentes partes de Opuntia ficus-indica (mucilago
liquido, mucilago deshidratado, epidermis y pulpa) post-adicién directa a la leche
cruda sobre la disminucion de UFC/mL de mesofilas aerobias y coliformes totales.

e Evaluar la epidermis, mucilago liquido, mucilago deshidratado y pulpa de nopal
(Opuntia ficus-indica) sobre Staphylococcus aureus bajo la metodologia de

sensibilidad en disco.
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6. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en el Centro Multidisciplinarios en Estudios de
Biotecnologia (CMEB)-UMSNH, ubicado en Posta Zootécnica de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia-UMSNH, ubicada en el Kilémetro 9.5 de la carretera Morelia-

Zinapecuaro. Michoacan; (INEGI 2005; Servicio Meteoroldgico Nacional, 2000).
La investigacion se realizd en tres etapas:

6.1 Primera etapa: se evalud el efecto de la adicion directa de la epidermis, mucilago
liquido, mucilago deshidratado y pulpa de nopal (Opuntia ficus-indica) a la leche cruda
inoculada con Escherichia coli méas antibiéticos sobre el nimero (logio) de UFC/mL

para Bacterias Mesofilas Aerobias y Coliformes Totales.
6.1.1 Métodos

6.1.1.1 Inoculacion a la leche cruda con la cepa Escherichia coli XL-1 Blue plsd1.4 y

antibioticos (tetraciclina y ampicilina)

Se utilizé la cepa comercial E.coli XL-1 Blue (Stratagene) por ser una cepa
modificada genéticamente (genotipo: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac[F proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")]) para su uso en técnicas de biologia molecular y que
es resistente a tetraciclina por la presencia del trasnposon Tn10. A esta cepa, se le insertd
previamente el plasmido plsd1.4 disponible en el laboratorio y que contiene el gen bla que
confiere resistencia a ampicilina (Velazquez-Hernandez et al., 2011). La inoculacion a la

leche cruda con la cepa Escherichia coli XL-1 Blue plsd1.4 (1x10°® UFC/mL/100 mL de
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leche), resistente a tetraciclina y ampicilina, se utilizé para disminuir la carga microbiana
nativa tanto de la leche cruda como del nopal, y poder monitorear el efecto de los
componentes del nopal directamente sobre la cepa resistente a ambos antibidticos. El
objetivo de la adicion de tetraciclina® (12 pg/mL) y ampicilina® (50 pg/mL) a la leche
cruda, fue para disminuir la flora microbiana del nopal y descartar el posible efecto de la
flora microbiana propia del nopal que, podria tener efecto antagonico sobre las bacterias
mesoéfilas aerobias y coliformes totales provenientes en leche cruda. De esta manera se
estaria en posibilidad de establecer que, la disminucion de las cuentas bacterianas en leche
cruda por accidn de la adicién directa de las fracciones del nopal (FN) pudiera atribuirse a
un compuesto fitoquimico propio de esta cactacea. Ademas, la esterilizacion del nopal o sus
partes mediante métodos fisicos de esterilizacién puede modificar la estructura quimica de
esta planta, lo que ocasionaria resultados diversos, en relacién a cuentas bacterianas,
posteriores a la adicién de FN a la leche cruda. La cepa se conservo en agar Luria-Bertani
(LB) inclinado conteniendo 50 pg/mL de ampicilina y 12 pg/mL de tetraciclina, sembrado
por estria y picadura y almacenado a 4°C. También se conservé una alicuota crecida por
toda la noche en caldo LB con ambos antibidticos, a la que se adiciond y mezclé 15% de
glicerol esteril y se conservé almacenada en ultracongelacion a -70°C. Para preparar el
indculo la cepa se crecio en medio LB que contenia ambos antibidticos hasta una densidad

Optica de 0.0706, la cual contenia 1x10® de UFC/mL.
6.1.1.2 Extraccion del Mucilago

La variedad de nopal de donde se extrajo el mucilago fue O. ficus-indica; para ello,
se utilizaron 4.5 kg de nopal en base fresca, para obtener mucilago deshidratado (MD) y 3.5

Kg de nopal en base fresca, para obtener mucilago liquido (ML).
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Para obtener MD, primeramente se realizé la extraccion de mecilago a traves de la
metodologia de Arizmendi (2004) modificada por Rodriguez et al. (2010). Previo a la
obtencion del mucilago se procedié a la desinfeccion de la superficie del nopal con una
solucion de hipoclorito de sodio al 2% durante 15 min, posteriormente se lavo
consecutivamente con agua destilada esteril durante seis veces, para quitar los residuos de
hipoclorito (Ortiz et al., 2013). Inmediatamente después, se procedio a retirar la epidermis
del nopal. El nopal sin epidermis se cort6 en fracciones de 3x3 cm para su posterior molido
en licuadora con etanol al 50% y agua destilada. La combinacién de etanol y agua destilada
se administré en la siguiente relacion: 520 mL de etanol: 480 mL de agua destilada.
Preparada la combinacion de etanol y agua destilada, se procedié a depositar en la vaso de
la licuadora 1L de la combinacidon etanol:agua y 1 kg de nopal sin epidermis para realizar el
proceso de molido, El resultado del molido fue centrifugado a 2500 rpm durante 15 min.
Inmediatamente después, se procedio a extraer el sobre nadante y, se precipitd con etanol al
96% en una relacién de 1:4 (1 L de sobrenadante/4 L de etanol). El precipitado se
deshidrato, en un deshidratador solar construido con aluminio y policarbonato, a una
temperatura de promedio de 52.5°C. Una vez deshidratado el mucilago, se procedié a
molerlo en licuadora. El resultado final de la deshidratacién fue de 6.2 g de mucilago/kg de

nopal en base fresca.

Para el caso de la extraccién de ML, se procedio a la desinfeccion de los cladodios
del nopal tal como se describié anteriormente para la obtencion del MD. Posterior al a
desinfeccion, se procedio a desprender la epidermis (Ep) del cladodio. El cladodio sin Ep se
cortd en fracciones de 3x3 cm, mismas que se depositaron en bolsas Ziploc® para la

trituracién manual de las fracciones dentro de la misma bolsa y de esta manera acelerar la
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obtencion del mucilago. Obtenido el ML en la bolsa Ziploc®, este se vertio en una tela de
algodén (tipo manta cielo) para filtrar Gnicamente el mucilago y dejar en la tela, las
fracciones sdlidas del cladodio. EI mucilago filtrado se almacen6 en tubos de ensayo,

previamente esterilizados.

6.1.1.3 Extraccion de la epidermis del cladodio de nopal

Para la extraccion de Ep, primero se realizo la desinfeccion del cladodio del nopal,
tal como se ha descrito en los parrafos anteriores. Una vez desinfectado el cladodio se
procedio a hacer incisiones paralelas y longitudinales en la superficie del cladodio, estos
cortes se realizaron con una hoja de bisturi y para separar Ep del resto de los componentes

del nopal. Separada Ep fue depositada en tubos de ensayo previamente esterilizado.

6.1.1.4 Extraccion de la pulpa del cladodio de nopal

Para la extraccion de la pulpa (Pa), primeramente se separé Ep del cladodio del
nopal. Posteriormente, se procedid hacer cortes transversales (con hoja de bisturi) lo cual
permitio quitar la dermis y el xilema de ambas caras del cladodio, dejando al descubierto
Pa, a la cual se hicieron pequefios cortes delgados (con hoja de bisturi), los cuales se
introdujeron en frascos de cristal (previamente esterilizados) con agua destilada estéril. Los
frascos de cristal con el contenido de Pa de nopal y agua destilada estéril fueron agitados de
forma manual para acelerar la extraccion y eliminacion del mucilago. Este procedimiento
se repitié cinco veces, es decir en cada ocasion se adicionaba agua destilada, se agitaba
manualmente, se dejaba reposar (30 min) y se retiraba el agua mezclada con mucilago. Una
vez realizada esta operacion (cinco lavados), la Pa ya sin contenido de mucilago, se

almaceno en tubos de ensayo previamente esterilizados.
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6.1.1.5 Obtencidn de leche cruda y formacion de grupos

La leche cruda se obtuvo de ocho vacas Holstein, pertenecientes a un sistema de
produccion familiar ubicado en la localidad de Uruétaro, Municipio de Tarimbaro,
Michoacan., ubicado en el kildbmetro 15 de la carretera Morelia-Zinapecuaro, Michoacan;
cuyo clima es templado con lluvias en verano. Tiene una precipitacion pluvial anual de
609.0 mm vy temperaturas entre 2.5 a 25.1°C (INEGI 2005; Servicio Meteoroldgico

Nacional, 2000).

Las vacas se ordefiaron dos veces al dia. Una vez homogenizado el total de la
produccién de la leche del ordefio de la mafiana, se recolectaron 2.0 L; mismos que se
depositaron en un recipiente de plastico previamente esterilizado, para trasportarlos en
hielera a 4°C (NOM-SSA-109-1994) al laboratorio del CMEB-FMVZ-UMSNH. Una vez
en el laboratorio, los dos litros de leche fueron divididos en 20 muestras (100 mL/muestra).
Cada muestra fue depositada en un frasco -previamente esterilizado con capacidad de 300
mL. La recoleccidn, trasporte y obtencion de muestras de leche cruda se repitié durante

cinco dias. Ello origin6 un total de 100 muestras.

A cada muestra de leche se le adicion6 de 0.0 0 1.0% de Ep, MD o ML y Pa, mas
10° de Escherichia coli XL-1Blue plsd1.4 y antibidticos (50 pg/mL de ampicilina y 12
pg/mL de tetraciclina). La adicion y nivel de cada PN, la inoculacion de Escherichia coli y
los antibioticos se realizo en funcion de la formacion de grupos de analisis (Tabla 2). El
porcentaje de adicion de FN se realizo en base a 100 mL de leche cruda. Antes del analisis
microbiologico de la leche cruda se dejo que el contacto directo de cada FN con la leche

cruda fuera de 2 h.
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6.1.1.6 Microbioldgico de las Muestras

La preparacion y andlisis microbioldgico de las muestras/grupo (5 muestras/grupo)
se realiz6 bajo los criterios de las normas oficiales mexicanas: NOM-120-SS1-1994, NOM-
113-SSA y NOM-110-SSA. El estudio bacterioldgico se realizé6 en el CMEB-FMVZ-
UMSNH, inmediatamente después de haberse cumplido el tiempo de contacto de Ep, MD

0 ML y Pa con la leche cruda (2 h).

De cada muestra/grupo, 2 h post adicion de indculo, antibiotico y FN, se tomé 1.0
mL, misma que se diluyé en 9.0 mL de solucion reguladora de fosfatos. De esta dilucion
(10Y) se obtuvieron diluciones decimales consecutivas hasta una dilucion 10°. La
inoculacion para bacterias coliformes totales (CT) se realiz6 en el medio de Agar Bilis Rojo
Violeta (Bioxon®) el cual se prepard en base a las indicaciones del fabricante. EI medio se
esterilizo en autoclave, se dejo enfriar a una temperatura de 40°C. Posteriormente, de cada
dilucion (leche cruda mas indculo, antibidticos y PN) se tomd 1 mL y se vertio en caja de
Petri. Inmediatamente después, se agregaron 20 mL de Agar Bilis Rojo Violeta, cantidad
que fue homogeneizada en el interior de la caja de Petri, ello de acuerdo a la norma NOM-
113-SSA-1994. Homogenizado el medio de cultivo con el mL de la dilucion se dejo

solidificar la placa y se incub6 a una temperatura de 37°C durante 24 h.

Para el caso de la determinacion de bacterias mesofilas aerobias (BMA)/muestra, se
inoculé en medio liquido Agar Cuenta Estandar (Bioxon®) y se realizd el mismo
procedimiento utilizado en CT, mismo que fue descrito en el parrafo anterior. No obstante,

para BMA se requiri6 incubar a 37°C durante 48 h.
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El conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC)/mL, tanto para CT como

para BMA, se realiz6 mediante un contador de bacterias digital (Quebec).

6.1.2 Disefio estadistico

Para la evaluacion del efecto de las FN sobre la carga microbiana de la leche cruda, se

realizd un disefio estadistico factorial 2x2x5; lo cual produjo la formacion de 20 grupos

(Tabla 2), con cinco repeticiones por grupo.

Tabla 2. Conformacion de los grupos de acuerdo al indculo, antibi6tico y partes de nopal

Inéculo Antibiotico
Grupo Bacteria Adicion Antibioticos Adicion Parte del Nopal
1 Escherichiacoli ~ NO  Tetraciclinay Ampicilina ~ Si Epidermis
2 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina Si Mucilago liquido
3 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina  Si Mucilago deshidratado
4 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina  Si Pulpa
5 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina  Si Sin Nopal
6 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina N0 Epidermis
7 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina No Mucilago liquido
8 Escherichia coli No Tetraciclina y Ampicilina No Mucilago deshidratado
9 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina N0 Pulpa
10 Escherichia coli NO  Tetraciclinay Ampicilina ~ NO  Sin Nopal
11 Escherichia coli Si Tetraciclinay Ampicilina ~ Si Epidermis
12 Escherichia coli Si Tetraciclinay Ampicilina Si Mucilago liquido
13 Escherichia coli Si Tetraciclina y Ampicilina Si Mucilago deshidratado
14 Escherichia coli Si Tetraciclina y Ampicilina Si Pulpa
15 Escherichia coli Si Tetraciclinay Ampicilina ~ Si Sin Nopal
16 Escherichia coli Si Tetraciclinay Ampicilina ~ NO  Epidermis
17 Escherichia coli Si Tetraciclinay Ampicilina~ No  Mucilago liquido
18 Escherichia coli Si Tetraciclina y Ampicilina No Mucilago deshidratado
19 Escherichia coli Si Tetraciclinay Ampicilina ~ NO  Pulpa
20 Escherichia coli Si_ Tetraciclinay Ampicilina N0 Sin Nopal

Con la informacion recabada se elaboré una base de datos para su analisis estadistico -

previa transformacion de los valores a Logio-, a través de la metodologia de los Modelos

lineales generalizados (GLM, siglas en inglés) (SAS, 2000) y las diferencias estadisticas
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entre grupos se obtuvieron mediante el método de medias de minimos cuadrados (Lsmeans,

siglas en inglés) (SAS, 2000).

6.2 Segunda etapa: En esta etapa se determind el efecto de la epidermis, mucilago liquido,
mucilago deshidratado y pulpa de nopal (O.ficus-indica) sobre Staphylococcus aureus y

Escherichia coli bajo la metodologia de sensibilidad en disco.

6.2.1 Métodos

6.2.1.1 Extraccion del Mucilago, epidermis y pulpa para la prueba de antibiograma.

En la obtencion de ML o MD, Ep y Pa del cladodio de O. ficus-indica se utilizo6 la

misma metodologia descrita en la primera etapa de esta investigacion.

6.2.1.2 Crecimiento del Staphylococcus aureus (ATCC 29213)

Para el analisis del efecto de las partes del nopal (O.ficus-indica) a través del
antibiograma, se utilizo la bacteria Staphylococcus aureus (cepa ATCC 29213) que es
recomendada por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI), para realizar pruebas
de sensibilidad a antibidticos, de acuerdo con el protocolo M02-A10 “Performance
Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved Standard—Tenth
Edition”. La prueba se realiz6 en el Centro Multidisciplinarios en Estudios de
Biotecnologia (CMEB)-UMSNH, ubicado en Posta Zootécnica de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia-UMSNH.

Para el crecimiento del Staphylococcus aureus (cepa ATCC 29213) se procedi6 a la
preparacion del medio de cultivo. Para ello se utilizé el medio liquido Mueller Hinton

(BDDIFCO®); cuyo procedimiento fue acorde a las indicaciones del fabricante. Se tomaron
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5mL del medio de cultivo y se depositaron en tubos de ensayo con tapa rosca.
Posteriormente los tubos de ensayo y su contenido se esterilizaron en autoclave a una
temperatura de 100°C Una vez enfriados los tubos de ensayo, se inoculd el medio de
cultivo con S. aureus (ATCC 29213) y se incubd a 37°C durante un periodo > 6 h, puesto
que se debe alcanzar o excede la turbidez de McFarland, misma que debe ser de 0.5
McFarland para antibiograma (CLSI, 2009). Sin embargo, cuando se excedié la turbidez, esta
se ajusto con el medio liquido Mueller Hinton hasta lograr la turbidez requerida (0.5
McFarland) (CLSI, 2009); lo cual resulto en una suspension que contenia aproximadamente
entre 1 a 2x10% CFU/mL de bacteria analizada. Para establecer dicha turbidez se requirio

de un espectrofotémetro (Microplate Manager 6; lector de microplacas IMARK™).
6.2.1.3 La inoculacion de las placas

Para la inoculacion de las placas se utilizéd el medio de Agar Mueller Hinton
(Bioxon®) el cual se prepar6 de acuerdo a las indicaciones del fabricante. El agar se
depositdé en un frasco de % L para esterilizase en autoclave a una temperatura de 120°C.
Esterilizado el agar se dejo enfriar a 45°C y se vertieron 20 mL/caja de Petri, de 150 mm
de diametro, para lograr un grosor de 4 mm de agar/caja. Vertidos los 20 mL de agar, a la
caja de Petri, se dejaron solidificar y posteriormente, se eliminé la humedad de las placas en
la campana de flujo laminar, proceso que durd aproximadamente 30 min. Eliminada la
humedad de las placas se procedié a su inoculacion con una suspension de S. aureus con
turbidez de 0.5 del nefelometro de McFarland. La inoculacion se realizé con un hisopo de
algodon estéril impregnado con la bacteria: se frotd la superficie de la placa de agar con el
hisopo varias veces para asegurar una distribucion uniforme del in6culo en la placa de agar

y posteriormente aplicar los discos impregnados con los antibidticos y con las FN.
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6.2.1.4 Aplicacion de los discos a placas de agar inoculado

Los discos utilizados en los antibiogramas se hicieron en el laboratorio de forma
manual con papel absorbente, a excepcion del disco con el antibiético con amoxicilina
(SENSI-DISC AMOXICILINA®); obteniéndose el control positivo. El disco impregnado
de agua destilada estéril fungié como control negativo o testigo. Mientras que, los discos de
los tratamientos fueron impregnados con 20 pl de las soluciones obtenidas de cada parte de
nopal (E, ML, MD y P). La solucion de cada parte de nopal se hizo al 1% en base a 100 mL
de agua destilada estéril. Una vez que los discos fueron depositados sobre las placas
inoculadas con S. aureus, se incubaron durante 24 h a 35 £ 2°C. Finalmente, se procedio a
hacer la lectura de las placas, para ello, se midié cada halo de inhibicion de los diferentes

discos a través de un vernier (Pretul®) y se tomaron la imagenes correspondientes.

6.2.2 Disefio estadistico

El disefio estadistico utilizado fue completamente al azar, con 10 repeticiones por
tratamiento. Con la informacién recabada, se labor6 una base de datos para su analisis
estadistico, mediante la metodologia de Modelos lineales generalizados (GLM siglas en
inglés) (SAS, 2000). Las diferencias estadisticas entre tratamiento, se obtuvieron mediante

el método de medias de minimos cuadrados (Lsmeans, siglas en inglés) (SAS, 2000).

6.3 Tercera Etapa: Se evalud (de forma exploratoria) el efecto de la cera cuticular del

nopal sobre S. aureus bajo la metodologia de sensibilidad en disco.
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6.3.1. Métodos

6.3.1.1 Obtencion de la cera cuticular del nopal (Opuntia ficus-indica)

Para la obtencion de la cera cuticular (Cc) de O.ficus-indica se desinfecté el cladodio
(como se describio anteriormente) y se procedié a raspar superficialmente la Ep, con un
bisturi, para obtener 0.1 g de Cc; cantidad que, se depositd (junto con 1 mL de agua
destilada estéril) en un tubo de ensayo previamente esterilizado. La mezcla de Cc y agua se

utilizé para impregnar los discos para antibiograma.

6.3.1.2 Crecimiento e inoculacion del Staphylococcus aureus (serotipo ATCC 29213) en

placas y aplicacion de los discos para el antibiograma

La metodologia para el crecimiento, inoculacion de S. aureus en placas y la
impregnacion de los discos con Ep se describieron en la etapa dos, de esta investigacion.
Mientras que, los discos para el tratamiento de Cc fueron impregnados con 20 pl de esta

solucidn (0.1g de Cc en base a un mL de agua destilada estéril).

6.3.2 Disefio estadistico

Para esta etapa se utiliz6 un disefio estadistico completamente al azar, con 10
repeticiones por tratamiento. La informacion recabada, se analizé mediante la metodologia
del ANOVA (SAS, 2000) vy las diferencias entre tratamientos se obtuvieron mediante el

método de medias de minimos cuadrados (Lsmeans, siglas en inglés) (SAS, 2000).
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7. RESULTADOS

7.1. Resultados de la primera etapa de la investigacion: Efecto de la adicion directa de
las FN a la leche cruda sobre BMA 'y CT

La adicion directa de FN a la leche cruda afectdo (P < 0.001) al nimero (Log10)
promedio de UFC/mL para BMA y CT. Dicho efecto concuerda con los resultados
obtenidos por Ortiz et al. (2011) y Ortiz et al. (2013), en los cuales la adicion directa de PN

a la leche cruda afect6 (p<0.05) el nimero (Logi0) de UFC/mL para BMA 'y CT.

No obstante, en la presente investigacion se opt6 adicionar antibiotico (50 pg/mL de
ampicilina + 12 pg/mL tetraciclina) a la leche cruda e inocular las muestra de leche cruda
con E. coli (1x108/1 mL de leche cruda) resistente a antibiéticos, para establecer con mayor
claridad la propiedad bacteriostatica de FN sobre BMA y CT; ello con el objetivo de
eliminar la carga bacteriana propia de la leche cruda y la posible flora bacteriana del nopal,
siendo el inoculo (E. coli, resistente a antibidticos) el referente bacteriano a medir en el

analisis de UFC/mL de las muestras post-adicion de FN.

Para el caso del nimero (Logio) de UFC/mL para BMA en leche cruda, se encontrd
que, la leche cruda sin adicién de PN, sin indculo y sin antibi6ticos contenia 7.3 + 0.25
Logio de UFC/mL para BMA; valor mayor (P < 0.05) a la carga bacteriana (BMA) de la
leche cruda sin adicion de FN, con inéculo y con antibidticos (6.4 £ 0.25 logio de
UFC/mL). Dichos valores se utilizaron como referente al comparar la accion de FN sobre
BMA, cuando son adicionados directamente a la leche cruda. Asi, la adicion de epidermis

mostrd el mejor comportamiento (P < 0.05), puesto que el nimero (logio) de UFC/mL para

42



TESIS DE MAESTRIA: “CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LA LECHE CRUDA CON ADICION DIRECTA DE
MUCILAGO O EPIDERMIS DE NOPAL (OPUNTIA FICUS-INDICA)”

BMA fue de 6.6 = 0.25 Logio, para leche cruda con Ep, sin indculo y sin antibidtico y de
5.0 £ 0.25 Logio, para leche cruda con Ep, con in6culo y antibi6ticos; promedios que
fueron menores (P < 0.05) a los valores de referencia: 7.3 £ 0.25 y 6.4 = 0.25 Logo,

respectivamente.

Tabla 3. Medias de minimos cuadrados para UFC/mL de bacterias mesoéfilas aerobias en
leche de acuerdo al tratamiento con y sin indculo y antibidtico y Fracciones de nopal.

Tratamiento (adicion de FN)

Ep* ML* MD* Pa* Sin FN*
Inclusion X X X X X
Sinlysin A 6.6%1 6.9%1 6.8%1 6.7%¢1 7.322
Sinlycon A 4.7°1 4,901 5.1p1 5.201 5.301
Conlysin A 6.8%* 7.021 6.9%! 7.5%2 7.4%2
Con |y con A. 5.001 5.6°12 5.9¢2 6.16:23 6.43

*= E.E.=0.25 en todos los tratamientos

PN= Partes de nopal (Opuntia ficus-indica); I= Inéculo (E. coli); A= antibidticos (ampicilina + tetraciclina)
Ep= Epidermis; ML=Mucilago liquido; MD= Mucilago deshidratado; Pa= Pulpa

a.b.¢ = | jterales diferentes indican diferencias estadisticas (P < 0.05) dentro de columna

1.2 = Numerales diferentes indican diferencias estadisticas (P < 0.05) dentro de fila

Un aspecto interesante a resaltar, fue el valor (Logio) de UFC/mL, para BMA,
encontrado en el testigo (sin FN, sin indculo y con antibidtico): 5.3 £ 0.25, lo que sugiere
que, en este tratamiento podrian estar bacterias (BMA) resistentes a los antibiéticos
incluidos a la leche cruda (ampicilina y tetraciclina). No obstante, cuando la leche cruda no
fue inoculada con E. coli, pero se le adiciond Ep y se incluyeron antibidticos, las UFC/mL
fueron de 4.7 +0.25 Logzo, valor que muestra una tendencia a la disminucion de cuentas

bacterianas de BMA en la leche cruda (4.7 £0.25 vs 5.3 £0.25 L0gQ10).

En lo referente al resto de los tratamientos analizados (FN) se encontré que el ML,
MD y Pa mostraron valores (Logio) menores (P < 0.05) a los tratamientos sin FN, sin
embargo, dichos valores fueros estadisticamente iguales (P > 0.05) a los tratamientos con

epidermis, a excepcion de los tratamientos con Pa. No obstante, los valores de los
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tratamientos con epidermis mostraron una tendencia hacia un menor numero (Logio) de
UFC/mL de BMA en leche cruda (Tabla 3). En sintesis, la adicion directa de Ep de nopal
(O. ficus-indica) mostraron un mejor comportamiento en la reduccién en el nimero (Logz0)
de UFC/mL de BMA en leche cruda. Lo que sugiere que en esta FN se encuentran los
compuestos quimicos responsables de la inhibicion del crecimiento bacteriano de la leche

cruda.

Con respecto a los valores (Logio) de UFC/mL para CT en leche cruda, se encontrd
que, el nimero de UFC/mL en el tratamiento testigo (sin adicion de FN, sin in6culo y sin
antibidtico a leche cruda) fue de 6.8 + 0.25, mientras que, en el tratamiento sin FN, con
inéculo y antibidticos fue de 4.4 + 0.25 logio de UFC/mL, ambos valores diferentes entre si
(P < 0.05). De la misma forma que se hizo con BMA, los valores anteriormente citados se
utilizaron como referente al comparar la accion de FN sobre CT, cuando son adicionados

directamente a la leche cruda (Tabla 4.).

Tabla 4. Medias de minimos cuadrados para UFC/mL de Coliformes Totales en leche de
acuerdo al tratamiento y a la inclusion o no de inéculo y antibidticos.

Tratamientos (adicion de FN)

Ep* ML* MD* Pa* Sin FN*
Inclusion X X X X X
Sinlysin A 5.4%1 6.1%2 6.1%2 5.9312 6.8%
Sin 1y con A. 3.101 3.9%2 4,002 2.9°1 4,202
Con lysin A 5.541 5.731 5.731 5.5%1 6.22
Con Iy con A. 3.9¢1 4,301 4.3°1 4.2°1 4.4°1

*=E.E.=0.25 en todos los tratamientos

PN= Partes de nopal (Opuntia ficus-indica); I= Inéculo (E. coli); A= antibiéticos (ampicilina + tetraciclina)
Ep= Epidermis; ML=Mucilago liquido; MD= Mucilago deshidratado; Pa= Pulpa

ab.¢ = | jterales diferentes indican diferencias estadisticas (P < 0.05) dentro de columna

1.2 = Numerales diferentes indican diferencias estadisticas (P < 0.05) dentro de fila

Se pudo determinar que, el tratamiento de la leche cruda con Ep de O. ficus-indica,

sin inclusion de indculo y sin antibidtico redujo la carga bacteriana de CT (5.4 = 0.25
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Log1o) en comparacion con el tratamiento testigo (sin PN, sin indculo y sin antibioticos: 6.8
+ 0.25 Log10; € incluso fue menor (P < 0.05) al resto de los tratamientos (ML, MD y Pa) sin

inclusion de indculo y de antibidticos (Tabla 4.)

También se pudo observar que, los tratamientos con Ep sin la inclusion, a la leche
cruda, del in6culo pero con inclusion de los antibioticos (ampicilina + tetraciclina) produjo
el menor conteo (logio) de UFC/mL para CT (P < 0.05): 3.1 + 0.25 Logzo, pero ademas, fue
menor (P < 0.05) al tratamiento testigo (sin PN, sin indculo y con antibidtico): 4.2 +0.25

Logio (Tabla 4).

En relacion al resto de los tratamientos (ML, MD y Pa) a la leche cruda mas la
inclusion o no de in6culo y antibidticos estos presentaron valores (Logl0) mayores (P <
0.05) a los tratamientos con Ep, especificamente cuando se compara el ML, MD y Pa mas
la inclusion de in6culo y sin antibiotico, asi como ML, MD y Pa sin la inclusién del in6culo
y con antibidticos (Tabla 4). No obstante, cuando se analizan los valores (Logl10) de
UFC/mL de CT cuando a la leche cruda es inoculada (E. coli) pero no se le incluyen los
antibioticos las diferentes FN producen valores iguales (P > 0.05) dentro de un rango de 5.5
a 5.7 logio UFC/mL pero menores (P < 0.05) al tratamiento testigo (sin FN, con inéculo y

sin antibidticos): 6.2 £ 0.25 logio (Tabla 4).

De acuerdo con estos resultados, se puede sugerir que la adicion directa de Ep de
nopal (O. ficus-indica) a la leche cruda es el mejor tratamiento; puesto que, presentd un
mejor comportamiento en la reduccion del nimero (Logio) de UFC/mL de CT en leche

cruda, en comparacion con el resto de las fracciones del nopal analizadas.

45



TESIS DE MAESTRIA: “CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LA LECHE CRUDA CON ADICION DIRECTA DE
MUCILAGO O EPIDERMIS DE NOPAL (OPUNTIA FICUS-INDICA)”

De las tablas 3 y 4 se puede observar también que: 1) existe una presencia
importante de bacterias nativas de la leche, resistente a los antibidticos; 2) La diversidad
bacteriana de la leche enmascara el efecto de la Ep sobre el conteo de BMA y CT, ya que al

disminuir la poblacion bacteriana con la adicion de antibioticos, el efecto es mas evidente.

7.2. Resultados de la segunda etapa: Determinacion del efecto de las partes del nopal (O.
ficus-indica) sobre el crecimiento del S. aureus (cepa ATCC 29213) a través de la

metodologia de sensibilidad en disco.

La prueba de la sensibilidad en disco 0 método de Kirby y Bauer, es un método
para evaluar el comportamiento de los antimicrobianos frente a los diferentes
microorganismos. El objetivo de la prueba de sensibilidad en disco es tratar de reproducir,
experimentalmente, lo que pudiera ocurrirle a determinado microorganismo cuando es
expuesto a uno o diversos antimicrobianos (Sanchez y Feris, 1998). Para fines de la
presentacion de los resultados obtenidos en esta investigacion es necesario establecer que,
las investigaciones en torno al efecto de Opuntia ssp sobre la inhibicion del crecimiento de
diversos microorganismos patégenos han sefialado que esta accion es del tipo
bacteriostatico mas que del tipo antibiotico (Almenares, 2012). Se entiende por antibidtico
a toda aquella sustancia quimica que, produce la muerte o impide el crecimiento de ciertos
microorganismos patdgenos 0 no y que son sensibles a dicha substancia. Mientras que, un

bacteriostatico es una sustancia o agente fisico que dificulta la reproduccion bacteriana sin
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llegar a destruirlas (Sumano y Ocampo, 2006), aspecto que concuerda con los resultados

obtenidos en la primera etapa de esta investigacion.

Para el caso de los resultados especificos de esta segunda etapa, se encontré efecto
(P < 0.001) del tratamiento sobre la inhibicion del halo de crecimiento del S. aureus. A este
respecto, se encontrd que los tratamientos (FN) mostraron valores, de inhibicién del halo de
crecimiento de dicha bacteria, cuya interpretacion revelo resistencia a PN evaluadas,
Unicamente la amoxicilina (testigo positivo) logré un valor promedio (6.15 + 0.07 mm) que
permitio interpretarse como sensible (Tabla 6). No obstante, como se establecio en el
parrafo anterior, el nopal (O. ficus-indica) no posee compuestos fitoquimicos que puedan
considerarse como substancias con caracter de antibidtico, sino mas bien, estas poseen

propiedad bacteriostéaticas.

Tabla 5. Medias de minimos cuadrados de halo de inhibicién del crecimiento de
Staphylococcus aureus (cepa ATCC 29213) e interpretacion del antibiograma de acuerdo al
tratamiento.

Halo de inhibicion*

Interpretacion

Tratamiento X (mm)

Epidermis 0.75% Resistente
Mucilago Liquido 0.50° Resistente
Mucilago Deshidratado 0.15° Resistente
Pulpa 0.20° Resistente
Amoxicilina® (Testigo positivo) 6.15¢ Sensible
Agua destilada estéril (Testigo negativo) 0.00° Resistente

*=E.E.=0.07 en todos los tratamientos
a, b, ¢, d, e= Literales diferentes indican diferencias (P < 0.05) entre promedios

El analisis del halo de inhibicion permitio establecer que Ep del nopal es la que
presento un halo de inhibicion mayor (p < 0.05) en el crecimiento de la cepa de S. aureus

(ATCC 29213) a 24 h posteriores a la incubacion (0.75 + 0.07 mm), ello en comparacion
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con el resto de PN evaluadas, en el antibiograma, quienes mostraron un valor promedio en
los halos de inhibicién de 50 mm o menos. Sin embargo, los discos impregnados con MD
fueron los que menor valor presentaron (P < 0.05): 0.15 + 0.07 mm de halo de inhibicion
(Tabla 5). Como se pudo observar, los resultados obtenidos a través de la prueba de
sensibilidad en disco, especificamente al valor promedio encontrado en los discos
impregnados con Ep, refuerzan los resultados encontrados en la primera etapa de esta
investigacion: la FN que mejores resultados brinda, al evaluarse como un inhibidor del

crecimiento, es la Ep del nopal.

7.3. Resultados de la tercera etapa: efecto de la cera cuticular de O. ficus-indica sobre el
crecimiento de S. aureus bajo la metodologia del antibiograma.

Esta etapa, surge a raiz de que Ep del nopal estd compuesta por la cuticula (en
donde se deposita la cera, tanto en la superficie como en la matriz de la misma) y por dos a
tres capas de células epidermoides (Jiménez y Szudsuki, 1999), de aqui que, surgiera la
siguiente pregunta, ¢la substancia que provee la capacidad bacteriostatica de la epidermis
también se podrd encontrar en la Cc? Puesto que, las cactaceas (Opuntia spp) se
caracterizan por la disposicion de grandes cantidades de cera (Ting y Zsarcck, 1975; citado
por Silva et al., 2001) y, la quimica y la estructura de cutina y ceras (cuticula) evitan la
entrada de los microorganismos al cladodio (Gibson y Novel, 1986; citado por Silva et al.,

2001)
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Los resultados de los discos impregnados con la suspensién de Cc del nopal
mostraron un mayor didmetro de halo de inhibicion del crecimiento de S. aureus (P< 0.05)
en comparacion con el valor del halo de inhibicion de Ep: 2.00 = 0.07 y 0.75 + 0.07 mm,
respectivamente (Tabla 6). Estos resultados podrian sugerir, que la inhibicion del
crecimiento causada por la Ep se deba a la parte proporcional de la cera contenida en la
fraccion (1.0% en base 100 mL de agua destilada o en leche cruda) adicionada directamente

a la leche cruda.

Tabla 6. Medias de minimos cuadrados de halo de inhibicion e interpretacion para
Staphylococcus aureus ATCC 29213 de acuerdo al tratamiento.

Halo de inhibicion*

Tratamiento X (mm) Interpretacion
Cera de Epidermis 2.00° Resistente
Epidermis 0.75° Resistente
Amoxicilina® (Testigo positivo) 6.15° Sensible
Agua destilada estéril (Testigo negativo) 0.00¢ Resistente

*=E.E.=0.07 en todos los tratamientos
ab.¢.d = | jterales diferentes indican diferencias (P < 0.05) entre promedios.
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8. DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos la fraccidn del nopal (O. ficus-indica) que
presentd mayor inhibicion del crecimiento contra mesofilas aerobias y coliformes totales,
fue la epidermis en contacto directo con la leche cruda o al probarlo con la prueba de
sensibilidad en disco frente a la bacteria S. aureus (serotipo ATCC 29213). Al respecto,
Glazebrook (2005), Thatcher et al. (2005) y Wiermer et al. (2005), establecieron que, el
efecto de la epidermis sobre la inhibicion del crecimiento bacteriano, puede deberse a que
esta parte del nopal, es la primera barrera de defensa fisica y, por lo tanto, posee un sistema
de defensa, contra el ataque de patdgenos, tales como fitoalexinas o la fitoanticipinas cuya
presencia aumenta de forma considerable en respuesta a una invasion microbiana

(Domingo y Lépez, 2003).

Otra posible explicacion a la accion bacteriostatica de la epidermis del nopal, es que
las cactaceas (Opuntia ssp) poseen propiedades naturales antibacterianas, mismas que estan
relacionadas con el metabolismo acido crasuldceo (CAM) de las plantas, el cual inhibe o
suspende el crecimiento de varias especies bacterianas (Arango, 2010). Asi, el acido malico
y el acido citrico (en menor grado), son los principales metabolitos secundarios del CAM
(Andrade et al., 2007) v, el a&cido malico, esta relacionado con la inhibiciéon o suspension

del crecimiento de varias especies bacterianas en cactaceas (Guevara, 2009).

Estudios actuales sobre la actividad antimicrobiana de algunas cactaceas, tal como
Opuntia matudae, se puede explicar a través del contenido de varios compuestos activos
presentes en estas plantas, dentro de los cuales estan los compuestos fenodlicos, &cido

ascorbico y betalainas ( Hayek y Ibrahim, 2012). Se ha establecido que Opuntia ssp tiene
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una combinacion de compuestos fendlicos en los cuales se pude incluir el galico, vanilico,
acidos 4-hidroxibenzoico, catequinas, epicatequinas y Vainillina (Guzman-Maldonado et
al., 2010). Asi mismo en un estudio realizado por Sanchez et al. (2014) informaron de
efecto antimicrobiano de los extractos de diferentes especies de Opuntia en Campilobacter
jejuni, Vibrio cholera y Clostridium perfringens. Estos autores relacionan la actividad
bactericida con los compuestos fendlicos y flavonoides que se encuentran en los extractos
de disolventes en Opuntia. Ademas, Kim et al. (2002) encontraron la inhibicion de la
actividad de Salmonella spp y Escherichia coli a partir de extractos de O. ficus-indica, en
estudios realizados in vitro. En los estudios en los extractos de pruebas in vivo de O. ficus-
indica, no se observo la presencia de Salmonella typhimurium DT104 en las heces y en el
tracto intestinal de los ratones previamente inoculados con el microorganismo; sin
embargo, aln no esta claro el mecanismo antimicrobiano de estos compuestos. Se sugiere
que, los compuestos fendlicos alteran la permeabilidad celular microbiana, lo que ocasiona

la perdida de macromoléculas desde el interior de la célula (EI-Mostafa et al., 2014).

Un metabolito secundario de las cactaceas que se sabe que posee accion
antimicrobiana es el acido malico; el cual basa su activida no solo en su poder acidificante,
sino también, en la capacidad para penetrar a través de la pared celular, alterar la
homedstasis del microorganismo y perjudicar la sintesis de ADN, evitando la replicacion de
los microorganismos (Lozano, 2006 y Arango, 2010); asi lo han probado los extractos de
O. ficus-indica al inhibir el crecimiento de Campilobacter jejuni y Campilobacter coli (El-
Mostafa et al., 2014). La actividad antimicrobiana de O. ficus-indica se asocia a los
extractos metandlicos, mismos que causan disrupcion de la membrana celular de la bacteria

lo que genera el incrementd de la permeabilidad y la disrupcién del pH interno y
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disminucion energética de la bacteria, al limitarse la produccion de ATP (El-Mostafa et al.,

2014).

Los compuestos fendlicos interfieren con la funcién de la membrana al interactuar
con proteinas de la misma, lo cual causa deformacion y funcionalidad de la membrana
celular microbiana (Bajpai et al., 2008), ocasionado la alteracion del equilibrio osmético, lo

cual inhibe el crecimiento de los microorganismos (Lozano, 2006 y Arango, 2010).

Existe otra posible explicacién, las especies de Opuntia tiene propiedades
antibacterianas, atribuidas principalmente a la presencia de oligosacaridos pécticas
(Guevara-Arauza et al., 2012), lo que puede explicar la reduccion de bacterias aerobias
mesofilas y coliformes totales, cuando se afiadid mucilago de Opuntia para la leche cruda.
Asi mismo, Panesar et al. (2013) describieron que los oligosacaridos promueve el
crecimiento de bifidobacterias que se asocian con el estimulo del sistema inmune del
huésped y, en consecuencia, con la resistencia contra la colonizacion de microorganismos
patdgenos. Al respecto, Opuntia, también promueve los beneficios descritos por Panesar et

al. (2013), ya que contiene pectina-oligosacaridos (Guevara-Arauza et al., 2012).

Con respecto a los resultados, en donde la cera cuticular de O. ficus-indica mostrd
un mejor desempefio en la inhibicion del halo de crecimiento de S. aureus (ATCC 29213)
en comparacion con el resto de las fracciones del nopal (Epidermis, mucilago liquido o
deshidratado y pulpa) analizadas bajo la prueba de sensibilidad en disco, Commenil et al.
(1997) establecieron que, las ceras cuticulares de las plantas ademas de desempefiar varias
funciones protectoras juegan un papel importante en la proteccion contra patdgenos. En

relacion con el papel fisiologico de las ceras cuticulares, ademas de las mencionadas, estas
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regulan la transpiracién y mantienen el balance de agua (Veraverbeke et al., 2003; Wagner
et al., 2003), regulan el intercambio de gases (Kolattukudy, 1996) y ofrecen proteccién
contra la radiacion ultravioleta y agentes contaminantes (Barnes et al., 1996; Holroyd et al.,

2002).

La resistencia que ofrece la cuticula a la penetracion de microorganismos, no
dependen especificamente de su grosor, sino mas bien de los cambios de la estructura
cuticular (Knoche et al., 2004; Rogiers et al., 2004), de la variacion de sus componentes
(principalmente lipidos solubles cuticulares) y las proporciones en que éstos se encuentran
(Hauke y Schreiber, 1998; Riederer y Schreiber, 2001; Verardo et al., 2003; Matas et al.,
2004;Vogg et al., 2004; Schreiber, 2005). Asi mismo, entre las ceras se han encontrado
algunos metabolitos secundarios como los triterpenoides, compuestos fendlicos (&cido
cumarico y feralico, flavonoides, fenilpropanoides) (Stark y Tian, 2006; Jeffree, 2006;
Riederer, 2006; Kunst y Samuels, 2009) y, los compuestos secundarios como los fendlicos
y flavonoides estan relacionados con la actividad bactericida de las cactaceas (Sanchez et

al., 2014).
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9. CONCLUSIONES

El contacto directo de las fracciones de nopal (O. ficus-indica), como epidermis y mucilago
liquido, a leche cruda inoculada o no con Escherichia coli XL-1 Blue plsd1.4 resistente a
tetraciclina y ampicilina, lograron reducir el niumero (Logio) de UFC/mL de bacterias
mesdfilas aerobias. Sin embargo, la epidermis de nopal presenta tendencia hacia una mayor
accion inhibidor del crecimiento microbiano en comparacion con el mucilago liquido.
Mientras que, la pulpa de nopal o el mucilago deshidratado, no logran reducir el nimero
(Logio) de UFC/mL de bacterias mesotfilas aerobias. Por lo que, estas fracciones de nopal o
no cuentan o poseen menores cantidades de compuestos fitoquimicos con accion
bacteriostatica. Aspecto reforzado con el anélisis del de sensibilidad en disco: la epidermis
es la parte del nopal que produce mayor inhibicion del halo de crecimiento de
Staphylococcus aureus, serotipo ATCC29213; aunque si bien, la interpretacién de la prueba
de sensibilidad en disco determina que Staphylococcus aureus ante la epidermis es

resistente.

En relacién a la accion inhibidora del crecimiento de las fracciones del nopal sobre
bacterias coliformes totales en leche cruda, la epidermis logra una mejor respuesta cunado
estd en contacto directo con la leche cruda sin la inclusion del in6culo (Escherichia coli,
XL-1 Blue plsd.14) y sin adicion de antibioticos (tetraciclina y ampicilina). No obstante,
cuando la leche es inoculada con dicha bacteria resistente a los antibioticos y se le adiciona
tetraciclina y ampicilina, las partes del nopal evaluadas se comportan estadisticamente (P <
0.05) igual en la disminucion del namero (Logl0) de UFC/mL en leche cruda; aunque si
bien, se observa un tendencia hacia una mayor disminucién de UFC/mL de coliformes

totales en leche cruda cuando esta en contacto directo con la epidermis del nopal. Esta
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tendencia de la epidermis sobre la disminucion de cuentas bacterianas de coliformes totales
se refuerza con lo observado en el antibiograma, en donde la epidermis afecta (P < 0.05) el
crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus, serotipo ATCC29213, en mayor medida

que el mucilago (liquido o deshidratado) y que la pulpa de nopal.

La accion bacteriostatica de la epidermis del nopal (O. ficus-indica) puede explicarse por
los compuestos fitoquimicos (metanolicos y flavonoides) que contienen las ceras de la
cuticula epidermal. Aspecto que fue confirmado con la metodologia del antibiograma; en
donde, Staphylococcus aureus, fue la bacteria de referencia para observar los halos de
inhibicion mediante discos impregnados con solucion de epidermis o mucilago

(deshidratado o liquido) o pulpa o cera cuticular.

Estos hallazgos sugieren la posibilidad de utilizar la epidermis o las ceras cuticulares del
nopal (O. ficus-indica) o ambas, como promotores de calidad bacteriana de la leche cruda,
sobre todo para los sistemas de produccion de leche a escala familiar donde las condiciones
de salud e higiene de la ubre de las vacas es deficiente. Asegurando con ello, que el
autoconsumo de la leche y la fabricacién de subproductos de la misma (queso fresco) en las
zonas rurales presente menor riego para la salud de las familias (que se dedican a esta

actividad) y para la poblacién que adquiere estos productos en los mercados locales.
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