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RESUMEN

La adhesion de Listeria monocytogenes a superficies en contacto con alimentos
es una de las principales causas de contaminacion cruzada en la industria
alimentaria. Una de las estrategias para prevenir la adhesion bacteriana es el uso
de compuestos fendlicos, ya que podrian interferir en factores clave en el proceso
de adhesion como la motilidad y propiedades fisicoquimicas de la bacteria. Por
lo que el presente trabajo plantea que la presencia de extractos de raquis de uva,
afectan la motilidad y la adhesién de L. monocytogenes a superficies de acero
inoxidable y polipropileno. Como resultados se observo que el extracto de raquis
de uva Red Globe present6 mayor contenido de fenoles (68.38+2.38 mg EAG/Q)
y flavonoides totales (98.07+2.60 mgEQ/g), comparado con el extracto del
cultivar Carignan también evaluado. En ambos extractos se observd una
disminucién en la adhesiéon de L. monocytogenes de 0.7703 — 2.215 Log
UFC/cm? en acero inoxidable y de 0.71 — 2.38 Log UFC/cm? en polipropileno; y
una inhibicién total de la motilidad a partir de 4.5 y 5 mg/mL del extracto Red
Globe y Carignan, respectivamente. Asi mismo, ambos extractos la energia
superficial de L. monocytogenes después de 2 h de contacto, afectando de esta
manera el potencial de adhesion de la bacteria a ambas superficies. Por otra
parte, los acidos elagico, cafeico, protocateico, ferulico y galico, asi como
catequina, epicatequina y rutina (presentes en ambos extractos) a 10 mM,
reducen la adhesion de L. monocytogenes en 0.208 — 1.603 UFC/cm?. Con lo
que se demuestra el potencial de los extractos de raquis de uva Red Globe y
Carignan para inhibir la adhesion de L. monocytogenes a superficies de acero
inoxidable y polipropileno, asi como de inhibir la motilidad y modificar el potencial

de adhesion de esta bacteria.

Palabras clave: Subproductos de uva; compuestos fendlicos; adhesion

bacteriana; L. monocytogenes; antimicrobianos naturales.
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ABSTRACT

The adhesion of Listeria monocytogenes to food contact surfaces is a major cause
of cross-contamination in the food industry. One strategy to prevent this adhesion
is the use of phenolic compounds that could interfere with key factors of this
process, such as bacterial motility and physicochemical properties of the bacterial
surface. For this reason, the present study stated that the presence of grape
stems extracts, rich in phenolic compounds, could affect motility and adhesion of
L. monocytogenes to stainless steel and polypropylene surfaces. As results,
grape stems extract from Red Globe variety showed a higher content of total
phenolics (68.38+2.38 mgGAE/g) and flavonoids (98.07+2.60 mgQE/qg),
compared with the stem extract from Carignan variety. In addition, both extracts
reduced adhesion of L. monocytogenes on stainless steel (0.7703 — 2.215 Log
CFU/cm?reduction) and polypropylene (0.71 — 2.38 Log CFU/cm? reduction); and
completely inhibited bacterial motility at 4.5 and 5 mg/mL of Red Globe and
Carignan extracts, respectively. Similarly, both extracts decreased the surface
energy of L. monocytogenes after 2 h contact, affecting their potential adhesion
to both surfaces. On the other hand, ellagic, caffeic, protocatechuic, ferulic and
gallic acids, as well as, catechin, epicatechin and rutin, presented in both extracts,
reduced the adhesion of L. monocytogenes to stainless steel (0.208 — 1.603 Log
CFU/cm? reduction) at 10 mM. These results, demonstrated that extracts from
Red Globe and Carignan grape stems inhibited the adhesion of L.
monocytogenes to stainless steel and polypropylene by inhibiting motility and

modifying its adhesion potential.

Keywords: Grape byproducts; phenolic compounds; bacterial adhesion; L.

monocytogenes; natural antimicrobials.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes en una bacteria causante de listeriosis, una enfermedad
transmitida por alimentos con una alta tasa de mortalidad, ademas este patdogeno
es considerado persistente en la industria alimentaria. Se estima que L.
monocytogenes, es responsable de alrededor del 19% de las muertes
directamente relacionadas con el consumo de alimentos contaminados con
patégenos en Estados Unidos (Scallan et al., 2011). L. monocytogenes ha sido
aislada en diversas plantas procesadoras de alimentos como pescado, queso,
vegetales congelados y de alimentos listos para su consumo (Almeida et al.,
2012; Vongkamjan et al.,, 2013; Zhao et al., 2013). Su presencia ha sido
relacionada con su habilidad de adherirse y crecer en superficies que estan en
contacto con los alimentos como cintas transportadoras, plasticos, acero
inoxidable, caucho entre otras (Veluz et al., 2012). Lo que resalta la importancia
de conocer e investigar mas a fondo los procesos de adhesién de L.

monocytogenes a superficies abiodticas.

El proceso de adhesion de L. monocytogenes a superficies abidticas se
generaliza al igual que en otras bacterias patégenas, y se puede describir como
un proceso de dos fases. La fase inicial (fase |) es instantanea y fisicamente
reversible e involucra un balance entre las fuerzas atractivas de Van der Waals y
las fuerzas electroestaticas, en funcion de la distancia entre las dos entidades
(bacteria y superficie) (AlAbbas et al., 2012). Sin embargo, en L. monocytogenes
se ha establecido que la motilidad mediada por flagelos también es un factor
critico en la fase inicial de adhesion (Lemon et al., 2007). Mientras que la segunda

fase (fase Il) es considerada una interaccion celular y molecular que involucra la



sintesis de sustancias poliméricas extracelulares llamadas adhesinas (Wan et al.,
2013). Estas estructuras forman un puente entre la célula bacteriana y la
superficie de contacto permitiendo una asociacion irreversible que le confiere una
mayor resistencia para su remocion (Katsikogianni y Missirlis, 2004; Li et al.,
2012).

Los métodos comunmente utilizados para reducir o eliminar la presencia de
bacterias patdogenas en superficies de contacto con alimentos son los
procedimientos de limpieza y desinfeccion utilizando compuestos quimicos
sintéticos (Li et al., 2014; Mgaretrg et al., 2012; Silva et al., 2010). Sin embargo,
se ha observado que las bacterias adheridas son menos susceptibles a los
desinfectantes en comparacién con sus contrapartes planctonicas (Riazi y
Matthews, 2011). Aunado a esto, se encuentra la percepcién de los
consumidores sobre el riesgo a la salud que representa el uso de compuestos
sintéticos (Ayala-Zavala et al., 2011). Lo que despierta el interés de la busqueda
de antimicrobianos naturales que tengan la habilidad de inhibir la adhesién de las
bacterias patdgenas a superficies en contacto con alimentos (Villa y Cappitelli,
2013).

Por otro lado, las plantas sintetizan un gran nimero de metabolitos secundarios
con propiedades antimicrobianas. Un ejemplo son los compuestos fendlicos, que
son reconocidos por sus propiedades antibacterianas sobre un amplio rango de
patébgenos incluyendo, Salmonella spp., Escherichia coli 0157:H7,
Staphylococcus auerus, L. monocytogenes y Bacillus subtilis entre otras
(Ravichandran et al., 2011; Sanchez-Maldonado et al., 2011; Xiao et al., 2014).
Ademas, a concentraciones subletales han mostrado inhibir la adhesion de
bacterias patdégenas a superficies abidticas mediante diversos mecanismos de
accion. Estos pueden ser: (i) la inhibicién de la motilidad bacteriana (Lee, Park,
et al., 2013), (ii) la modificacién de las propiedades fisicoquimicas de la superficie
de la célula (Borges et al., 2012), y (iii) la inhibicidn de la sintesis de material
exopolimérico (Lee, Park, et al., 2013). Lo que los hace excelentes candidatos



para su uso y aplicacion en la industria alimentaria para inhibir la adhesion de
bacterias patdgenas en superficies de contacto con los alimentos.

Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en alimentos
de origen vegetal (Ignat et al., 2011). Sin embargo, se prefiere la extraccion de
estos compuestos de fuentes de bajo costo como los subproductos
agroindustriales (Ayala-Zavala et al., 2011). Una fuente importante de
compuestos fenolicos es el raquis de uva, que es la estructura vegetativa que
soporta directamente las bayas y sirve como un sistema de conduccién de
nutrientes y agua (Gonzalez-Centeno et al.,, 2012). Este subproducto es
descartado al inicio del proceso de vinificacién y en el procesamiento minimo de
uva y su contenido de fenoles totales es mayor que otros subproductos como el
orujo (céscaras y semillas) (Gonzalez-Centeno et al., 2012). Los extractos de
raquis de uva, ricos en compuestos fendlicos, han mostrado actividad
antibacteriana contra L. monocytogenes (Anastasiadi et al., 2009). Sin embargo,
su uso para inhibir la adhesion de este patégeno a superficies de interés

alimenticio no ha sido estudiado.

Por lo anteriormente descrito, el presente trabajo de tesis se plantea que la
aplicacion de extractos de raquis de uva puede inhibir la adhesion de L.
monocytogenes a superficies abibticas en contacto con alimentos como acero

inoxidable y polietileno de alta densidad.



ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Adhesion de L. monocytogenes a Superficies Abioticas; un Problema de
Inocuidad en la Industria Alimentaria

Listeria monocytogenes es la bacteria causante de listeriosis, una enfermedad
transmitida por alimentos con una alta tasa de mortalidad (20-30%) que se puede
presentar de forma gastrointestinal o invasiva (Vera et al., 2013). Esta ultima se
caracteriza por su adhesién e invasion a células epiteliales y una subsecuente
translocacion a distintos érganos, teniendo como consecuencia una infeccion
sistémica en el hospedero (Vera et al., 2013). En México no se cuenta con un
registro adecuado de brotes ocasionados por L. monocytogenes, sin embargo;
no significa que éste no sea un problema. Por otra parte, en el Cuadro 1 se
muestra el nimero de casos, hospitalizaciones y muertes ocasionadas por
listeriosis en Estados Unidos de América de 2011 a 2015, debido al consumo de
alimentos contaminados (CDC, 2015). Sin embargo, pueden existir
subestimaciones ya que el diagndéstico de L. monocytogenes es complicado
debido a su ciclo de vida intracelular (Blum-Menezes et al., 2013). Ademas sus
infecciones no necesariamente se manifiestan clinicamente con una respuesta

inmune tipica de una infeccién bacteriana (Blum-Menezes et al., 2013).

L. monocytogenes es considerada una bacteria persistente en la industria
alimentaria y ha sido aislada en diversas plantas procesadoras de alimentos
como pescado, queso, vegetales congelados y de alimentos listos para su
consumo (Almeida et al., 2013; Vongkamjan et al., 2013; Zhao et al., 2013). .



Cuadro 1. Numero de casos, hospitalizaciones y muertes ocasionadas por
listeriosis en Estados Unidos debido al consumo de alimentos contaminados de
2011 a 2015. Fuente: CDC.

ARfo Producto dNumero Hospitalizaciones/muertes
e casos
2015 Productos de heladeria 10 10/3
Manzanas caramelizadas 35 34/7
Germinados de soya 5 5/2
2014 Queso 5 4/1
Queso fresco 8 7/1
2013 Queso 6 6/1
2012 Queso ricota 22 20/4
2011 Meldn entero 147 142/33




L. monocytogenes es una bacteria facultativa Gram-positiva, psicotropica, capaz
de multiplicarse a temperaturas cercanas a los 0 °C, ademas de crecer a pH entre
4.6 y 9.5, asi como en actividades de agua de 0.92 (Carpentier y Cerf, 2011).
Ademas, su presencia en las plantas procesadoras de alimentos se relaciona con
su habilidad de adherirse y formar biopeliculas en superficies abioticas (Martins
et al., 2010).

Las superficies abidticas se pueden definir como cualquier superficie que no esta
asociada o proviene de algun organismo vivo. Esta definicion involucra materiales
como acero inoxidable, polipropileno, poliestireno, vidrio, entre otras, los cuales
son abundantes en la industria alimentaria (Abban et al.,, 2012). Con estos
materiales se fabrican una gran numero de equipos de procesamiento y
superficies que estan en contacto con los alimentos como cintas transportadoras,
tablas de corte, tuberias, tanques de almacenamiento entre otras (Veluz et al.,
2012).

Etapas de la Adhesién de L. monocytogenes a Superficies en Contacto
con Alimentos y Principales Factores que Afectan este Proceso

El proceso de adhesién de L. monocytogenes a superficies en contacto con
alimentos ocurre en dos fases (Figura 1) (Katsikogianni y Missirlis, 2004). La
primera etapa (fase 1) ocurre cuando la bacteria se aproxima a la superficie; en
este punto la bacteria necesita vencer una barrera de energia para establecer
contacto directo con ésta. Esta etapa involucra un balance entre las fuerzas
atractivas de Van de Waals, las fuerzas repulsivas electroestaticas y fuerzas
acido-base de Lewis, las cuales estan en funcion de la distancia entre las dos
entidades (AlAbbas et al., 2012). Por ello, la primera etapa de adhesién se
considera reversible y mediada por interacciones inespecificas (AlAbbas et al.,
2012).
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Figura 1. Proceso de adhesion de L. monocytogenes a superficies en contacto
con alimentos. La adhesién comienza una vez que las bacterias que son
transportadas a las superficies abiéticas y hacen contacto directo dando lugar a
la adhesion reversible (fase ). Enseguida comienza la sintesis de sutancias
poliméricas extracelulares que refuerzan la union entre la bacteria y la superficie
(fase II).



Los mecanismos por los cuales las bacterias son transportadas a las superficies
pueden incluir el movimiento Browniano, la sedimentacién o la trasferencia de
masa por conveccion debido al movimiento del medio en suspension (Habimana
et al., 2014). Ademas, en L. monocytogenes se ha establecido que la motilidad
mediada por flagelos es critica en el proceso de adhesién (Lemon et al., 2007).
Se ha observado que cepas de L. monocytogenes carentes de flagelos (AflaA) y
con flagelos disfuncionales (motBD23A) se adhieren en menor proporcion a
acero inoxidable y a vidrio en comparacion con las cepas silvestres (Lemon et al.,
2007). Esto se ha observado, de manera similar, en otras bacterias como E. coli,
Salmonella Typhimurium y Pseudomonas aeruginosa (Almeida et al., 2012;
Strehmel y Overhage, 2013). Por lo que, la inhibicién de la motilidad mediada por
flagelos podria interferir en el proceso de adhesion a las superficies de contacto

con alimentos.

Una vez que L. monocytogenes vence las fuerzas de repulsion de la superficie y
entra en contacto con ella ocurren cambios fenotipicos como la pérdida de
motilidad tipo swimming (Verstraeten et al., 2008). Posteriormente, comienza la
sintesis de sustancias poliméricas extracelulares (SPE), que pueden ser
proteinas, polisacaridos y material genético, lo que permite la asociacion
irreversible (fase Il) entre la bacteria y la superficie (Li et al.,, 2012). Se ha
observado que para algunas bacterias la capacidad de adhesién depende de la
sintesis de SPE. Esto se puede ver reflejado en el estudio de Tian et al. (2014)
gue demuestra que los exopolisacaridos Pel y Psl estan involucrados en la
adhesidn inicial de P. aeruginosa PAO1 a superficies abioticas, ya que las cepas
donde se silenciaron los genes responsables de la sintesis de estos
exopolisacaridos (Apel/Apsl) mostraron el menor coeficiente de adhesion en

comparacion con la cepa silvestre.

En L. monocytogenes, las proteinas de la superficie celular son uno de los
principales factores en el proceso de adhesion y formacién de biopeliculas,
especialmente los flagelos y algunas proteinas aun no identificadas (Renier et al.,

2014). También el ADN extracelular juega un papel importante en la adhesion y



en etapas tempranas del desarrollo de biopeliculas en ciertas condiciones de
cultivo (Harmsen et al., 2010). Para el caso de los polisacaridos, recientemente
se ha determinado que consiste en unidades repetidas de N-acetilmanosamina y
galactosa, sin embargo, se desconoce su papel en la formacion de biopeliculas
de L. monocytogenes (Kdseoglu et al.,, 2015). Ademas, las SPE también
contribuyen a la adhesion o reclutamiento de otras células bacterianas (Liu et al.,
2007). Por lo que la inhibicion de la produccion de SPE se puede considerar como
uno de los blancos para la inhibicidén de la adhesion de las bacterias a superficies

en contacto con alimentos.

Dentro de otros factores que intervienen en el proceso de adhesién de L.
monocytogenes a las superficies en contacto con los alimentos se incluyen
factores ambientales (temperatura, tiempo de exposicion, concentracion
bacteriana, etc.), asi como las caracteristicas de la bacteria (hidrofobicidad y
energia superficial) y las caracteristicas del material o superficie (composicion
quimica, topografia, rugosidad, hidrofobicidad, presencia de proteinas, etc.)
(Katsikogianni y Missirlis, 2004). Por ejemplo, para L. monocytogenes a mayor
temperatura, mayor el numero de células adheridas (35 vs 4 °C) (Zerak y
Nitschke, 2012). En cuanto a las caracteristicas de la bacteria, se ha reportado
que L. monocytogenes tiene mayor afinidad a solventes no polares que a
solventes polares, lo que indica que su superficie es mayormente hidrofébica y el
grado de hidrofobicidad se correlaciona positivamente (r = 0.87) con su
adherencia inicial a superficies de cloruro de polivinilo (PVC) (Takahashi et al.,
2010).

En lo referente a las propiedades de las superficies abibticas se ha observado
gue la topografia y rugosidad puede proporcionar nichos y sitios de anclaje para
la adhesion de bacterias patdégenas. Sin embargo, se ha observado que L.
monocytogenes se adhiere en igual numero a superficies de acero inoxidable
independientemente de su topografia y rugosidad (Guobjoernsdottir et al., 2005).
De igual manera, en un estudio llevado a cabo por Rodriguez et al. (2008), no se

encontraron diferencias en el numero de células de L. monocytogenes en acero



inoxidable con diferentes acabados; mecanicamente pulido (6.7 log UFC/cm?) y
electropulido (6.7 log UFC/cm?), los cuales presentan diferentes valores de
rugosidad. Lo que indica que para L. monocytogenes estos parametros no son
de mucha relevancia. En cambio, se ha observado que la hidrofobicidad de la
superficie de contacto influye en la adherencia en L. monocytogenes. Veluz y col
(2012) encontraron que L. monocytogenes y Salmonella spp. se adhieren en
mayor medida a materiales poliméricos como diferentes plasticos en
comparacion con superficies de acero inoxidable. De manera general, las
superficies de plastico se consideran hidrofébicas mientras que las de acero
inoxidable se consideran hidrofilicas (Veluz et al., 2012). Resultados similares se
han reportado por Sinde y Carballo (2000) y Midelet y Carpentier (2002).

Compuestos fendlicos como Alternativas para el Control de la Adhesion
de L. monocytogenes a Superficies en Contacto con Alimentos

Riazi y Matthews (2011) observaron que las bacterias adheridas son menos
susceptibles a los desinfectantes en comparacion con sus contrapartes
planctonicas; ademas tambien reportan que el hipoclorito de sodio, digluconato
de clorhexidina y cloruro de benzalconio a 128 ppm, reducen la carga bacteriana
de E. coli O157:H7, S. Enteritidis, S. aureus, L. monocytogenes y P. aeruginosa
en el orden de 2 a 3 logaritmos cuando se encuentran adheridas a acero
inoxidable, mientras que en células en suspension se alcanza una reduccion de
8 logaritmos con la misma concentracién de los agentes desinfectantes. De igual
manera, da Silva Meira et al. (2012) evaluaron la efectividad del acido paracetico
(30 pmm) e hipoclorito de sodio (250 ppm), mostrando que estos desinfectantes
no son efectivos para eliminar totalmente las células de S. aureus adheridas a
polipropileno y acero inoxidable. Por lo que, una solucion a este problema es
prevenir la formacion de biopeliculas mediante la inhibicion de la adhesion de

bacterias patdgenas a las superficies en contacto con alimentos.
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En este contexto, surge un nuevo enfoque en considerar el uso de compuestos
naturales puedan interferir en los procesos de adhesidén, comunicacion vy
formacion de biopeliculas de las bacterias patdogenas (Villa y Cappitelli, 2013).
Las plantas son capaces de sintetizar una gran diversidad de metabolitos
secundarios con propiedades que inhiben la actividad metabdlica de bacterias
como es el caso de los compuestos fendlicos (Daglia, 2012). Los compuestos
fendlicos o polifenoles son compuestos organicos que poseen al menos un anillo
aromatico unido con uno o mas grupos funcionales hidroxilo (Sanchez-
Maldonado et al., 2011). Constituyen uno de los grupos mas numeroso de
metabolitos secundarios de plantas y pueden ser clasificados de acuerdo a su
estructura quimica en acidos fenodlicos (ej. acido galico, ferulico, cafeico,
clorogénico, vanilico, etc.), flavonoides (ej. quercetina, kaempferol, catequina,
naringenina, apigenina, etc.), estilbenos (ej. cis- y trans-resveratrol), asi como
taninos condensados e hidrolizables (ej. proantocianidinas B2 y B3) (Sanchez-
Maldonado et al., 2011; Vazquez-Flores et al., 2012).

Los compuestos fendlicos presentan propiedades antimicrobianas sobre un
amplio rango bacterias patégenas como Salmonella spp., E. coli O157:H7, S.
aureus, L. monocytogenes y B. subtilis entre otras (Ravichandran et al., 2011;
Schieber et al., 2001; Xiao et al.,, 2014). El efecto antibacteriano puede ser
mediante diversos mecanismos de accion como el dafio a la membrana
citoplasmatica, la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos, la inhibicién de la
sintesis de la pared celular, asi como la inhibicion de la sintesis de la membrana
celular (Xiao et al., 2014).

Por otra parte, a concentraciones subletales han mostrado inhibir la adhesién de
bacterias patdogenas a superficies abidticas y de esta manera prevenir la
formacion de biopeliculas (Lee y Park, et al., 2013; Luis et al., 2013; Vandeputte
et al., 2010). En el Cuadro 2 se resumen los estudios donde se ha evaluado el

efecto de compuestos fendlicos sobre la adhesion de bacterias patégenas. En
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Cuadro 2. Efecto de compuestos fendlicos sobre la adhesion de bacterias patégenas

Compuesto  TEMperatura Re?jlécl:on Mecanismo de accion evaluado
P y tiempo de Bacteria hesis — - Referencia
(ug/mL) incubacion adhesion |nhibicién dela  Energia de otro
(%) motilidad (%) adhesion
Reduccion en la expresién
Resveratrol de genes relacionados con la Lee et al
37°C,24h E.coli0O157:H7 93 - - sintesis de proteinas "
(10) . 2013
extracelulares, motilidad y
comunicacion célula-célula.
e-viniferina 37°C,24h P. aeruginosa 70 - - - Choetal.,
(10 - 25) E. coli O157:H7 98 - - - 2013
E. coli 64 411 (SW'mrT“”g) Disminucion -
10 (swarming)
i o . 62.5 (swimming)
(1000) S. aureus 70 64.7 Incremento - 2012
L. monocytogenes 99 70.5 (swimming) Incremento -
E. coli 8.9 52.9 (SW|mn_1|ng) Disminucion -
Acido ferulico 30°C. 24 h _ 5209(?33}:;%2)9) Borges et al.,
(1000) P. aeruginosa 82 10 (swarming) Incremento - 2012
S. aureus 5 100 Incremento -
Vainillina o . i i Reduccion de biomasa y Kappachery
(180) 25°C,24h A. hydrophila 97 proteinas totales etal., 2010
Quercetina (1) 37°C,24h S. aureus >80 - - Inhibicién de la expresién de
Luteolina (20) 37°C,24h S. aureus 40 - - genes asociados a la Lee et al.,
Kaemoferol adhesién intercelular, 2013
(28) 37°C,24h S. aureus 60 - comunicacion célula-célula 'y
factores de virulencia.
Catequina Inhibicion de la expresion de Vandeputte
(13.7) 37°C,18h P. aeruginosa 30 - - genes asociados a la etal., 2010

comunicacion célula-célula.
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la Figura 2 se muestran las estructuras quimicas de estos compuestos. Por otro
lado, al igual que la accidon antibacteriana, las propiedades antiadhesion
involucran diversos mecanismos de accién que pueden ser: la inhibicion de la
motilidad bacteriana (Lee, Cho, et al., 2013), la modificacién de las propiedades
fisicoquimicas de la superficie de la célula (Borges et al., 2012), y la inhibicién de
la sintesis de material exopolimérico (Lee, Cho, et al., 2013). Por lo que se puede
considerar su aplicacion en la industria de los alimentos como estrategia en la
prevencion de la adhesion de bacterias patdogenas a superficies en contacto con

alimentos.

Una fuente atractiva y de bajo costo para la obtencion de compuestos fendlicos
son los subproductos agroindustriales (semillas, cascaras, raices, tallos y hojas)
gue son generados durante el procesamiento de frutos y vegetales en la industria
de los alimentos (Ayala-Zavala et al., 2011; Cruz—Valenzuela et al., 2013).

Subproductos del Procesamiento de la Uva como Fuente de Compuestos
Fendlicos con Actividad Antiadhesion

La uva (Vitis vinifera L.) es considerada uno de los cultivos fruticolas mas grandes
del mundo, con una produccién global alrededor de 67.06 x 10° toneladas en
2012 (FAOSTAT, 2014). En México, el Estado de Sonora es considerado el
principal productor con alrededor de 271 mil toneladas al afio, o que representa
el 77.5% de la produccion nacional. De los cuales cerca del 88% se destina para
su consumo en fresco (uva mesa), mientras que el resto se destina para su uso
industrial, principalmente para la elaboracion de vinos de mesa y jugos, y en
menor medida para la produccion de uva pasa (SIAP, 2013). Desde el punto de
vista nutricional, la uva es considerada una fuente importante de compuestos
fendlicos, los cuales son responsables de su capacidad antioxidante (Almela et
al., 2014).
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Figura 2. Estructura quimica de los compuestos fenolicos con actividad
antiadhesion de bacterias patdégenas.

14



Comunmente la uva se comercializa en racimos, sin embargo, el creciente interés
de los consumidores por productos listos para su consumo, la ha introducido en
el mercado de los productos minimamente procesados debido a su facilidad de
consumo y practicidad (Almela et al., 2014; Shiri et al., 2011). En el
procesamiento minimo de uva, asi como en el proceso de elaboracion de vino y
destilados, se genera una gran cantidad de residuos sélidos. Estos residuos
consisten en raquis, que es la parte lefiosa de los racimos de uva (Shiri et al.,
2011) y el orujo, que es una mezcla de cascaras y semillas remanente del
proceso del prensado en la elaboracion de vinos. Estos subproductos son
considerados una fuente importante de compuestos fendlicos (Llobera y
Cainiellas, 2007).

Existen pocos estudios sobre la composicion y cuantificacion de compuestos
fendlicos en raquis de uvas de mesa, sin embargo, este enfoque se ha llevado a
cabo en raquis procedentes del proceso de vinificacion. Llobera y Cafiellas (2007)
reportan que el contenido de fenoles totales (CFT), expresado en equivalentes
de acido galico (EAG), en raquis de uva variedad Manto Negro es de 11.6 g
EAG/100 g ps, cuatro veces mayor que en el orujo (mezcla de céscaras y
semillas) (2.63 g EAG/100 g ps). De manera similar, el CFT y contenido de
proantocianidinas totales de 10 diferentes cultivares de V. vinifera (Cabernet
Sauvignon, Callet, Chardonnay, Macabeu, Manto Negro, Merlot, Parellada,
Premsal blanc, Syrah y Tempranillo) se ha reportado que varia entre 4.7 y 11.52
g EAG/ 100 g ps, y de 0.079 a 0.202 g de taninos/100 g ps, respectivamente
(Gonzalez-Centeno et al., 2012). Mientras que el CFT de orujos de uva de los
cultivares Chardonnay, Macabeu, Parellada y Premsal blanc varian entre 3.09 a
4.65 g EAG/100 g ps, y el contenido de proantocianidinas totales de 0.05 a 0.092
g taninos/100 g ps (Gonzalez-Centeno et al., 2013). Las diferencias observadas
en el contenido de fenoles y proantocianidinas totales entre subproductos,
pueden ser atribuidas al hecho de que el raquis de las uvas destinadas a la
produccion de vino es descartado al inicio del proceso; de esta manera la
composicién original de compuestos fenélicos se conserva casi intacta (Brahim
et al., 2014).
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Los extractos de subproductos de la industria vinicola (semillas, cascaras y
raquis) han mostrado actividad antibacteriana contra patdgenos como S. aureus,
B. cereus, E. coli, P. aeruginosa, Campylobacter jejuni, Salmonella spp. y L.
monocytogenes en estado planctonico, y dicha actividad ha sido atribuida al tipo
y contenido de compuestos fendlicos (Katalinic et al., 2013; Oliveira et al., 2013;
Sagdic et al., 2011). Sin embargo, no se ha probado su efecto a concentraciones
subletales donde pudieran interferir en los procesos celulares e inhibir la

adhesion a superficies abiodticas que estan en contacto con alimentos.

No obstante, en raquis de uva se han identificado compuestos fendlicos que han
demostrado inhibir la adhesion de bacterias patégenas. Por ejemplo, se ha
observado que el trans-resveratrol, un estilbeno, reduce significativamente en E.
coli O157:H7 la expresion de genes relacionados con la sintesis de proteinas
fibrosas asociadas a la superficie de la bacteria (csgA y csgB), motilidad (fimA,
fimH, fIhD, fliA, motB, gseB, y qseC) y de genes relacionados con la comunicacion
célula-célula (IsrA, luxS, y IuxR) (Lee, Cho, et al., 2013). Este efecto se ve
reflejado en la inhibicion de la adhesién y formacién de biopeliculas en superficies
de poliestireno, asi como en la inhibicion de la motilidad y en la reduccion de la
sintesis de fimbrias (Lee, Cho, et al., 2013). El trans-resveratrol, se ha
cuantificado en concentraciones de 149 mg/kg ps y 113 mg/kg ps, en raquis de
variedades de uva roja y blanca respectivamente (Anastasiadi et al., 2012).
Ademas, su dimero ¢-viniferina, que se encuentra presente en concentraciones
de 314 mg/kg ps en raquis de variedades de uva roja y 288 mg/kg ps en uva
blanca (Anastasiadi et al., 2012), ha demostrado prevenir la formacion de
biopeliculas de P. aeruginosa PA14, y a concentraciones de 10 yg/mL, inhibe la
formacion de biopeliculas de E. coli O157:H7 en un 98% (Cho et al., 2013).

De igual manera, en extractos de raquis de uva se han identificado acidos
fendlicos como el acido galico, caftarico, trans-cafeico y (Schieber et al., 2001).
El acido galico a 1000 pg/mL ha mostrado un efecto preventivo en la adhesion y
formacion de biopeliculas de E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y L.

monocytogenes en superficies de poliestireno en condiciones estéaticas, con
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valores de porcentajes de reduccién de biomasa de aproximadamente 60, 85, 75
y 100%, respectivamente (Borges et al., 2012). En el caso particular de L.
monocytogenes se observdé un cambio en el potencial de adhesion y una
reduccion de la motilidad tipo swimming en un 70% (Borges et al., 2012). De igual
manera, el &cido galico a 4 mg/mL redujé en un 40% la formacién de biopeliculas
de cepas de S. aureus incluyendo cepas resistentes a meticilina, mientras que el
acido cafeico y clorogénico a la misma concentracion redujeron la cantidad de

biomasa adherida en un 80% (Luis et al., 2013).

Otros &cidos fendlicos con propiedades antiadhesién son el acido ferulico y
salicilico que a concentraciones de 1 mg/mL, solos y en combinacion, mostraron
una reduccion moderada (= 13 — 35 %) en la formacion de biopeliculas simples 'y
de doble especie de P. fluorescens y B. cereus en superfcies de poliestireno en
condiciones estaticas (Lemos et al., 2014). Por otra parte, el &cido vanilico a
concentraciones de 0.18 mg/mL inhibi6 la adhesion de Aeromonas hydrophila a
membranas de osmosis inversa (material compuesto de poliamida) en sistemas
dinamicos reduciendo la cobertura de la bacteria en la superficie, el promedio de
grosor de la biopelicula, asi como la biomasa y proteina total alrededor de un 93,
97, 96 y 97%, respectivamente. Sin embargo, el acido vanilico no mostré un
efecto sobre biopeliculas preformadas de 24 h, indicando que este compuesto
puede afectar la adhesién inicial de A. hydrophila en la superficie (Kappachery et
al., 2010). El &cido ferulico y vanilico se han identificado posteriormente en
racimos de uva de diferentes cultivares (Bruno y Sparapano, 2006) por lo que
pudieran estar presente en extractos de raquis destinados al uso en la prevencion

de la adhesién de bacterias patdgenas en superficies en contacto con alimentos.

Otra familia de compuestos fendlicos que se han aislado en muestras de raquis
son los flavonoides como proantocianidina B3 y B2, catequina, epicatequina,
galato de epilogalocatequina, quercetina y kaempferol, asi como glucdsidos
derivados de quercetina, como quercetina-3-O-galactosido, quercetina-3-O-
glucdsido y quercetina 3-O-ramnosido (Schieber et al., 2001). Estos compuestos

también han sido reportados por Spatafora et al. (2013) en extractos etandlicos
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de raquis de uva de cultivares sicilianos y en raquis de uvas de la variedad
Zalema (Gonzalez-Centeno et al., 2013).

Algunos flavonoides han presentado actividades antiadhesion, por ejemplo, los
resultados obtenidos por Lee et al. (2013) muestran que la quercetina, luteolina,
kaempferol y el &cido tanico reducen la formacion de biopeliculas de S. aureus
de manera dependiente de la concentracion, mediante la represion de la
expresion de genes asociados a la adhesion intercelular (icaA e icaD), a la
comunicacién célula-célula (agrA) y factores de virulencia (sigB). Ademas, se ha
observado que la catequina interfiere con la comunicacion célula-célula en P.
aeruginosa PAO1, ya que afecta negativamente la expresion de genes regulados
por este sistema de sefalizacion (lasB y rhlA), indicando que este compuesto
puede interferir con la percepcion de las moléculas sefial (butanoyl-L-homoserina
lactona) (Vandeputte et al., 2010). Por otra lado, los resultados de Trentin et al.
(2013) muestran que una mezcla compleja de proantocianidinas, obtenida de
extractos de diversas plantas medicinales brasilefias (Anadenanthera colubrina,
Commiphora leptophloeos 'y Myracrodruon urundeuva), compuesta
principalmente por profisetinidina, prorobinetinidina y taninos hidrolizables
inducen dafios en P. aeruginosa a concentraciones subletales, provocando

efectos bacteriostaticos e inhibiendo la adhesién en superficies de poliestireno.

Los trabajos antes mencionados muestran la capacidad que tienen los
compuestos fendlicos identificados en extractos de raquis de uva, para modificar
las propiedades fisicoquimicas de las superficies bacterianas, inhibir su motilidad
y regular los genes relacionados con la sintesis de SPE. Sin embargo, la mayoria
de los estudios muestran el efecto de los compuestos fendlicos individuales. Por
lo que se deja de lado el posible efecto sinérgico que pudiera existir entre los
componentes de los extractos ricos en compuestos fendlicos (Anastasiadi et al.,
2009).

Por lo anterior descrito, el presente estudio plantea que la aplicacién de un
extracto de raquis de uva, rico en compuestos fendlicos, puede inhibir la adhesion

de L. monocytogenes, a superficies abidticas en contacto con alimentos como
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acero inoxidable y polietileno de alta densidad mediante la inhibicion de la
motilidad y/o modificacion del potencial de adhesion.
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HIPOTESIS

La aplicacion de extractos de raquis de uva, ricos en compuestos fendlicos,
inhiben la adhesion de L. monocytogenes a superficies de acero inoxidable y
polipropileno, afectando la motilidad y modificando el potencial de adhesion

bacteriano.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Inhibir la adhesion de L. monocytogenes a superficies de acero inoxidable y

polipropileno aplicando extractos de raquis de uva ricos en compuestos fendlicos.

Objetivos Especificos

e Obtener y caracterizar extractos de raquis de uva ricos en compuestos
fendlicos.

e Cuantificar la inhibicién de la adhesion de L. monocytogenes a superficies
de acero inoxidable y polipropileno mediante la aplicacion de los extractos
de raquis de uva.

e Cuantificar los cambios en la motilidad y el potencial de adhesion de L.

monocytogenes expuesta a los extractos de raquis de uva.
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MATERIALES Y METODOS

Materia Prima

El raquis de uva se obtuvo a partir de racimos de uva (V. vinifera) de las
variedades Red Globe y Carignan. Las uvas de la variedad Red Globe se
adquirieron con un proveedor local en la ciudad de Hermosillo, Sonora, y se
transportaron al laboratorio donde se llevé a cabo la separacion manual de las
bayas para obtener el raquis. Por otra parte, el raquis de uva Carignan fue
proporcionado por una empresa local dedicada a la elaboracion de destilados de
uva, inmediatamente después de la separacion mecanica de las bayas. De igual

manera se transporté al laboratorio.

Obtencién de Extractos de Raquis de Uva ricos en Compuestos Fendlicos

Para la obtencién de extractos de raquis de uva ricos en compuestos fendlicos
se llevo a cabo la metodologia descrita por (Vega-Vega et al., 2013). Para ello,
se pesaron 10 g de raquis de uva de cada variedad y se colocaron en recipientes
conteniendo 100 mL de etanol: agua (7:3 v/v). Las muestras se dejaron macerar
en la oscuridad por 10 dias a 25°C. Después de este tiempo, los extractos se
filtraron y el etanol del filtrado se evaporé a sequedad utilizando un rotavapor a
63 rpm, presion reducida y temperatura de 45 °C. El residuo se sometié a
hidrolisis alcalina (10 mL de NaOH 4 M), durante 4 h en oscuridad.

Posteriormente, el extracto hidrolizado se acidificé afladiendo HCI 4 M hasta
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alcanzar un pH de 2. Por ultimo, el extracto hidrolizado se congeld a -30 °C y se
liofilizO para obtener el extracto en polvo el cual se utiliz6 para analisis

posteriores.

Identificacion y Cuantificacién de Compuestos Fendlicos en los Extractos de
Raquis de Uva

Contenido de Fenoles Totales

El contenido de fenoles totales en los extractos de raquis de uva se determiné de
acuerdo al método de Singleton y Rossi (1965) con algunas modificaciones. En
un pozo de microplaca se agregaron 75 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu [1:10],
15 pL de extracto de cada variedad de raquis y por ultimo, 60 pL de Na2COs al
7.5 %. Esta mezcla se incubd en la oscuridad durante 30 min. Después de la
incubacion, se leyé la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en un lector
de microplacas (Fluostar Omega, BMG Labtech). Por otra parte, se realizé una
curva de calibracion de &cido galico para expresar los resultados como mg
equivalentes de &cido galico por gramo de extracto en peso seco (mg EAG/g p.

s.). Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

Contenido de Flavonoides Totales

La determinacion de flavonoides totales se realiz6 de acuerdo al método
colorimétrico del cloruro de aluminio (AICI3) descrito por Zhishen et al. (1999) con
algunas modificaciones. En viales de 2 mL se agregaron 100 pL del extracto (a

la concentracion adecuada) y se mezclaron con 430 pL de la solucion A (1.8 mL

23



de NaNO: al 5% con 24 mL de agua destilada) y se dej6é reposar durante 5 min
Posteriormente, se adicionaron 30 pL de AICIs al 10% y se dejo reposar por 1
min. Por dltimo, se afadieron 440 pL de la solucién B (12 mL de NaOH 1 M con
14.4 mL de agua destilada). De esta reaccion se tomaron 150 pL y se leyo la
absorbancia a una longitud de onda de 496 nm en un lector de microplacas
(Fluostar Omega, BMG Labtech). Se elabor6 una curva de calibracién con
quercetina y los resultados se expresaron como mg de equivalentes de
qguercetina por gramo de extracto de peso seco (mg EQ/g p.s.). Todas las

determinaciones se hicieron por triplicado.

Identificacidén y Cuantificacion de los Compuestos Fendlicos en el
Extracto de Raquis de Uva Red Globe por UPLC-DAD

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos en el extracto de
raquis de uva Red Globe se realizé mediante la técnica de cromatografia liquida
de ultra desempefio (UPLC). Se utilizdé un sistema ACQUITY Ultra Performance
LCTM (Waters) acoplado simultdneamente a un detector de arreglo de diodos
DAD2996 (Waters) a una longitud de onda de 280 nm. El equipo se control6 con
el programa Empower (Waters) para la adquisicion y andlisis de datos. Las
corridas analiticas se realizaron a 30°C con una columna de fase reversa (BEH
C18, 1.7 um, 2.1 x 100 mm; Waters). Las fases moviles utilizadas fueron: 7.5 mM
acido acético (A) y acetonitrilo 100 % (B) con un flujo de 250 pyL/min. La elucion
de gradiente comenzé con 5 % del solvente B por 8 min, 5-20 % del solvente B
por 5.2 min, de manera isocratica 20 % del solvente B por 0.5 min, 20-30 % del
solvente B por 2.3 min, 50-100 % solvente B por 1 min, 100 % solvente B
isocratico por 1 min y finalmente 100-5 % solvente B por 0.5 min. Al final de la
secuencia, la columna se equilibré bajo las condiciones iniciales por 2.5 min. El
rango de presion fue desde 6,000 a 8,000 psi durante la corrida cromatografica

(Fratianni et al., 2011). El volumen de inyeccion fue de 10 pL. La identificacion de

24



los compuestos fendlicos se realizd6 por la comparacion de espectros UV,
utiizando una base de datos previamente realizada con compuestos de
referencia. La cuantificacion se realizd utilizando curvas estandar de los
compuestos correspondientes y se reportd como mg del compuesto/g de peso

SecCo.

Identificacién de los Compuestos Fendlicos en el Extracto de Raquis de
Uva Carigan por HPLC-DAD

La identificacion de los compuestos fendlicos del extracto de raquis de uva
Carigan se realizé por la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Se utilizé un equipo HP (1100), con una bomba cuaternaria HP acoplado
a un detector de arreglo de diodos a una longitud de onda de 280 nm. El equipo
se control6 con el programa ChemStation para la adquisicion y andlisis de datos.
Las corridas analiticas se realizaron con una columna nucleosil 120 C-18 de
dimensiones 25 x 0.4 cm, y un tamafio de particula de 5 micras. Las fases moviles
utilizadas fueron: acido férmico 1 % (A) y acetonitrilo 100 % (B), con un gradiente
escalonado iniciando con 98% de &cido férmico y 2 % de acetonitrilo, alcanzando
el 100 % de acetonitrilo en 60 min a un flujo de 0.5 mL/min. El tiempo de corrida
fue 75 min y el volumen de inyeccion de 20 pL de muestra (0.3 mg) (Vega-Vega
et al., 2013). De igual manera, la identificacion de los compuestos fendlicos se
realiz6 por la comparacion de espectros UV, utilizando una base de datos

previamente realizada con compuestos de referencia.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los Extractos de

Raquis de Uva y sus Compuestos Fendlicos para L. monocytogenes

Se determind la capacidad antibacteriana de los extractos etandlicos de raquis

de uva y sus principales compuestos fendlicos contra L. monocytogenes ATCC
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7644, empleando la técnica de microdilucién en caldo. A partir de cultivos en fase
exponencial (18 h en caldo Mueller Hinton), se prepar6 un indculo ajustando la
densidad optica (600 nm) a 0.1 unidades, lo que equivale a 0.5 unidades en la
escala de McFarland (108 UFC/mL). Por separado, se prepararon diferentes
concentraciones del extracto de raquis en caldo Mueller Hinton en el rango de 5
a 25 mg/mL. En el caso de los compuestos fendlicos se prepararon diferentes
concentraciones de cada compuesto (acido cafeico, acido clorégenico, acido
elagico, acido ferulico, acido galico, catequina, epicatequina y rutina) en un rango
de 0.125 a 7 mg/mL. Posteriormente, se tomaron 5 pL del in6culo y 295 pL de
cada dilucién del extracto y se colocaron en pozos de microplaca (Costar, 96-
pozos) para obtener una concentracion final de la bacteria de =10 UFC/pozo, y
se incubd durante 24 h a 37 °C. La concentracidon mas baja del extracto en la que
no se observd crecimiento visible se consideré como la concentraciébn minima
inhibitoria (CMI) (Alvarez et al., 2014).

Efecto de los Extractos de Raquis de Uva sobre la Adhesion de L.

monocytogenes en Superficies de Acero Inoxidable y Polipropileno

La inhibicién de la adhesion de L. monocytogenes a superficies de acero
inoxidable y polipropileno se llevé a cabo mediante el método descrito por Jadhav
et al. (2013) con algunas modificaciones. Previamente los cupones de acero
inoxidable 304 (lados: 1.0 x 1.0 y grosor: 0.1 cm) se colocaron en acetona y se
sometieron a un bafio de ultrasonido durante 30 min. Posteriormente se lavaron
con agua destilada y se secaron a 50 °C durante 30 min en estufa. En cuanto a
los cupones de polipropileno (lados: 1.0 x 1.0 y grosor: 0.1 cm) se colocaron en
etanol y se sometieron a bafio de ultrasonido durante 30 min y llevé a cabo el
mismo procedimiento que los cupones de acero inoxidable. Por ultimo, ambos
cupones se esterilizaron en una autoclave a 121 ° C y 15 psi durante 15 min. En
condiciones estériles, los cupones de acero inoxidable y polipropileno se

colocaron en tubos de ensayo y se agregd el extracto de raquis de uva a

26



concentraciones de 0, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 veces la CMI. Enseguida se agrego la
suspensién bacteriana para obtener una concentracion final de 1x108 UFC/mL.
El indculo se prepar6 a partir de un cultivo en fase exponencial (18 h a 30 °C en
caldo Mueller Hinton). Los tubos de ensayo con los cupones se incubaron durante
2 h a 24 °C. Posteriormente, los cupones se retiraron y lavaron con solucién
salina para remover las células no adheridas. Posteriormente, los cupones se
colocaron en 3 mL de solucion salina y se sometieron a un bafio de ultrasonido
durante 5 min con la finalidad de desprender las células adheridas. A partir de la
suspension bacteriana obtenida después de la sonicacién, se realizaron
diluciones seriadas para determinar el nimero de bacterias adheridas por unidad
de area (Log UFC/cm?) mediante conteo en placa en agar Mueller Hinton

después de 24 h de incubacion a 37° C.

Efecto de los Extractos de Raquis de Uva sobre la Motilidad de L.

monocytogenes

Para observar el efecto del extracto de raquis en la motilidad tipo swimming de L.
monocytogenes, se utiliz6 el método propuesto por Borges et al. (2012) con
algunas modificaciones. A partir de cultivos en fase exponencial (18 h a 30 °C en
caldo Mueller Hinton), se prepar6 un in6culo ajustando la densidad Optica (a 600
nm) a 0.1 unidades, lo que equivale a 0.5 unidades en la escala de McFarland
(108 UFC/mL). Posteriormente, 10 pL del indéculo se colocaron en el centro de
cajas Petri con agar suave (0.3 % agar) en presencia de los extractos. Los
extractos de raquis de uva Red Globe y Carignan se incorporaron al medio (a 45
°C) a una concentracion de 0 (testigo), 0.125, 0.25, 0.5 y 1 veces la CMI. Por
altimo, se incubaron las cajas Petri a 30 °C y se midi6 el diametro (mm) de los
halos producidos por la motilidad de la bacteria a las 24, 48 y 72 h de incubacion.
Cada experimento se realizé por duplicado.
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Energia Libre de Adhesion de L. monocytogenes expuesta a los Extractos de

Raquis de Uva

El proceso de adhesion de las bacterias a superficies abioticas se puede predecir
mediante un enfoque termodindmico calculando el cambio en la energia libre de
adhesion (AFadn) (Absolom et al., 1983). El cambio en la energia de adhesion es
un potencial termodinamico donde valores negativos nos indican que el proceso
de adhesion entre la bacteria y la superficie es favorable, mientras que valores
positivos indican condiciones desfavorables. El AFagn Se puede calcular a partir

de la siguiente ecuacion:

AFgan = yP5 —yPt =yt (1)

Donde y?$, yPly yst es la energia libre de las interfaces del sistema, bacteria-
superficie, bacteria-liquido, y superficie-liquido, respectivamente. Esta energia
interfacial se puede calcular a partir de sus correspondientes energias
superficiales (y??, y®y y*). Utilizando la ecuacion de estado de Neumann, y?$,

yPly yst se pueden expresar de la siguiente manera:

v Sv 2

ybs = ybv 4 ysv 2 /ybvysv e B (P -vsY) (2)
v v 2

yPl = ybv 4y 2 by v =B (r""-7")" (3)

Sv v 2
]/Sl — ysv + ylv -2 /ysvylv e B (rsv-y") (4)

Siendo B una constante empirica con valor de 0.0001247 (mJ/m?)? (Kwok y
Neumann, 1999).

Si sustituimos las ecuaciones 2 — 4 en la ecuacion 1, entonces:

v v)? sV )2
AF, g = 2:Jytryv e B 0P"=v™)" 2 [ysvytv =B (r*"=¥")
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2 et O gy (5)

Por lo tanto, a partir de la ecuacién 5, la energia de adhesion se puede estimar a
partir de la energia superficial de la bacteria (y?¥), la superficie de adhesién (y*?),
y del medio donde se lleve a cabo este proceso (y*) (el superindice v representa

la fase vapor en la cual se determina la energia superficial).

Determinacion de la Energia Superficial de la Solucion Salina (y'?) y las
Superficies de Acero Inoxidable 304 y Polipropileno (y*?)

La energia superficial de la solucion salina (y**) utilizada en los experimentos de
adhesion, se determin6 con un tensiémetro (CSC — Du Nouy, No. 70535), y fue
de 65.3 mJ/m2. Mientras que la energia superficial del acero inoxidable 304 y el
polipropileno se tomé de la literatura, siendo de 50.3 y 40.8 mJ/m?

respectivamente (Mafu et al., 1991).

Determinacion de la Energia Superficial de L. monocytogenes (y*?)

La energia superficial de L. monocytogenes se determind mediante el método
espectrofotométrico descrito por Zhang et al. (2015), con algunas modificaciones.
El principio de este método se basa en el analisis de la estabilidad coloidal de
suspensiones bacterianas. De acuerdo a la teoria DLVO clasica (Ilamada asi por
Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek) que explica la tendencia de los coloides
a aglomerarse o permanecer separados, la estabilidad coloidal de una
suspension bacteriana depende del balance entre las fuerzas de atraccion de van
der Waals y electroestaticas de repulsién. Un minimo de atraccion de van der
Waals se puede obtener dispersando las células en un liquido con una tension

superficial cercana a la energia superficial de las células. En estas condiciones
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se espera un minimo de agregaciéon y sedimentacion de las células. Por lo tanto,
cuando se dispersan células en una serie de liquidos con valores de tension
superficial conocidos, la tension superficial del liquido con el maximo nivel de
dispersion debe ser igual a la energia superficial de las células. El nivel de
dispersion de las células en el liquido se puede determinar midiendo la densidad
Optica de la suspensién ya que a mayor densidad Optica, menor sedimentacion y

mayor dispersion (Zhang et al., 2014).

Para el procedimiento experimental, primeramente se prepard un inoculo de L.
monocytogenes a partir de un cultivo en fase exponencial (18 h a 30 °C en caldo
Mueller Hinton). El cultivo se centrifugd a 3600 x g durante 3 min y el pellet se
lavdé con solucidén salina (3 lavados). Enseguida las células bacterianas se
resuspendieron en solucion salina seguido de 1 min de agitacién en vortex y 1
min de sonicacién, para obtener una suspension homogénea con
aproximadamente 1x101° UFC/mL (Zhang et al., 2015).

Por otra parte, se prepararon mezclas binarias de etanol y agua a diferentes
proporciones (de 100:0 a 0:100; v:v) para obtener valores de tension superficial
de 23 a 76 mJ/m?. La tension superficial de estas soluciones se determiné con
un tensiémetro (CSC — Du Nouy, No. 70535). Posteriormente, se tomaron 100 L
de la suspensién de L. monocytogenes y se agregaron a 500 pL de cada solucion,
se agito en vortex y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 20 min.
Seguido de esto, las suspensiones se centrifugaron a 200 x g durante 6 min para
separar el sedimento del sobrenadante. Por ultimo, se tomaron 150 pyL de cada
suspensioén y se transfirieron a pozos de microplaca (Costar 96-Well) y se leyo
su absorbancia a una longitud de onda de 600 nm en un lector de microplacas
(Fluostar Omega, BMG Labtech). La densidad éptica de las suspensiones se
graficd contra sus respectivos valores de tensién superficial y el valor maximo de
dispersion se determino con un ajuste polinomial de tercer orden. Las lecturas de
absorbancia se realizaron por triplicado mientras que el experimento completo se

repitié dos veces.
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Para observar el efecto de los extractos de raquis de uva sobre la energia de
adhesion de L. monocytogenes, la suspension bacteriana se puso en contacto
con cada uno de los extractos a 0.5 CMI durante 2 h. Enseguida se procedi6 con

la metodologia antes descrita para obtener los parametros de energia superficial.

A partir de la energia superficial de la bacteria (expuesta 0 no a los extractos)
(¥®¥), la superficie de adhesién (acero inoxidable y polipropileno) (y*?), y del
medio donde se lleve a cabo este proceso (solucion salina) (y'?) se calcul6 el
potencial de adhesion entre la bacteria y las superficies seleccionadas utilizando

la ecuacion 5.

Efecto de los Compuestos Fendlicos Identificados en los Extractos de Raquis
de Uva sobre la Adhesién de L. monocytogenes en Superficies de Acero

Inoxidable

Para ver el efecto de los principales compuestos fendlicos identificados en los
extractos de raquis de uva sobre la adhesién de L. monocytogenes, se llevé a
cabo la conversion de los valores de la CMI expresada como mg/mL a
concentracion molar (mM). A partir de las concentraciones molares se seleccion6
la concentracion 10 mM ya que se encuentra por debajo de todas las CMI, por lo
tanto se elimina la posibilidad de algun efecto bactericida en el ensayo.
Enseguida, se llevo a cabo el ensayo de adhesién de L. monocytogenes a acero
inoxidable, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. De igual manera,

se reportaron como resultados el nimero de células adheridas (Log UFC/cm?).
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Andlisis Estadistico

Se realiz6 un disefio experimental completo al azar para todos los experimentos.
Para la caracterizacion del extracto el factor a evaluar fue la variedad de la uva
(Red Globe o Carignan) y las variables de respuesta fueron el rendimiento de la
extraccion y el contenido de fenoles y flavonoides totales. Para los ensayos de
inhibicion de adhesién el factor fue la concentracién del extracto (1.0, 0.5, 0.25,
0.125 y 0 veces la CMI) para cada superficie (acero inoxidable o polipropileno) y
para cada extracto y la variable de respuesta fue las células adheridas (Log
UFC/cm?). Por otro lado, en los ensayos de inhibicién de motilidad los factores
fueron las concentraciones de cada extracto (1.0, 0.5, 0.25, 0.125 y O veces la
CMI) y el tiempo de incubacién (24, 48 y 72 h), y la variable de respuesta fue el
porcentaje de inhibicion de motilidad. Por dltimo, para el potencial de adhesion
los factores fueron la exposicion a cada extracto y el tipo de superficie. La variable
de respuesta fue la energia libre de adhesion de L. monocytogenes para cada
superficie. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) y en donde se encontraron
diferencias se realiz6 una comparacién multiple de medias por el método de

Tukey-Kramer a un 95% de confianza.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Contenido de Compuestos Fendlicos en los Extractos de Raquis de Uva

En el presente trabajo se obtuvieron extractos de raquis de uva de las variedades
Red Globe y Carignan, subproductos de la industria de procesamiento minimo y
de la obtencién de destilados de uva, respectivamente. El contenido de fenoles y
flavonoides totales de los extractos se muestran en el Cuadro 3. Se puede
observar que el extracto de raquis de uva Red Globe presenté =2.5 y =2.0 veces
mas (p<0.05) contenido de fenoles y flavonoides totales en comparacion con el

extracto de raquis Carignan.

Existen pocos reportes sobre la cuantificacion de compuestos fendlicos en raquis
de variedades de uva de mesa como la Red Globe, sin embargo existen diversos
estudios donde se ha evaluado el contenido de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante de raquis de variedades de uva para vinificacion. En este
sentido, los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los datos
reportados en la literatura, que sefialan que los extractos de raquis de uva son
una fuente importante de compuestos fenodlicos. Por ejemplo, de Séa et al. (2014)
reportan que el contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en extractos
de raquis de uva de la variedad Fernéo Pires varia de 17.0 a 19.0 mg EAG/g p.f.
y de 20.0 a 40.0 mg EC/g p.f., respectivamente; y ademas, se correlaciona (r =
0.89) con su capacidad antioxidante (ECso = 0.052 - 0.090 mg/mM de DPPH").
De manera similar, el contenido de fenoles y proantocianidinas totales presentes

en raquis de uvas de 10 variedades
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Cuadro 3. Contenido de fenoles y flavonoides totales en los extractos de raquis

de uva.

Fenoles totales Flavonoides totales

Variedad

(mg EAG/g p.s.) (mg EQ/g p.s.)
Red Globe 68.38+2.38* 98.07+2.60*
Carignan 27.84+1.3 55.85+0.46

* Diferencia (p<0.05) entre valores de la misma columna. Los valores son media

de tres repeticiones + el error estandar.
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(Cabernet Sauvignon, Callet, Chardonnay, Macabeu, Manto Negro, Merlot,
Parellada, Premsal blanc, Syrah y Tempranillo) se ha reportado que varia de
47.04 a 115.25 mg EAG/g y de 79.1 a 202.3 mg taninos/g, reportando también
una actividad antioxidante de 99.7 — 253.2, 145.4 — 378.6, 65.4 — 170.1y 101.9
—282.1 mg ET/g, determinada por los métodos ABTS, CUPRAC, FRAP y ORAC,
respectivamente (Gonzalez-Centeno et al., 2012).

Los estudios en donde se ha llevado a cabo la caracterizacion de los compuestos
fenolicos en el raquis de uva, se han enfocado en la obtencion de extractos ricos
en estos compuestos, con miras a ser utilizados como antioxidantes en la
industria cosmeética y farmacéutica (Anastasiadi et al., 2012), asi como
ingredientes con propiedades bioactivas para la elaboracion de nutracéuticos y/o
alimentos funcionales que aporten beneficios a la salud humana (Barros et al.,
2014; Gonzalez-Centeno et al., 2012). Sin embargo, se deja de lado el potencial
antimicrobiano de estos extractos y su posible efecto sobre el proceso de

adhesion de las bacterias patdgenas a superficies de interés alimentarios.

Efecto de los Extractos de Raquis de Uva sobre la Adhesién de L.

monocytogenes en Superficies de Acero Inoxidable y Polipropileno

En el presente trabajo se seleccionaron acero inoxidable 304 y polipropileno
como modelo de estudio para el proceso de adhesién, ya que son materiales
ampliamente utilizados para la elaboracion de superficies en contacto con
alimentos. Para llevar a cabo los experimentos de adhesion en las superficies
seleccionadas, primeramente se evalué el potencial antibacteriano de los
extractos obtenidos contra L. monocytogenes, con la finalidad de definir el rango
de concentraciones a evaluar en las cuales no se afecte la viabilidad celular. La
concentracion minima inhibitoria del crecimiento (CMI) fue de 18 y 20 mg/mL para
el extracto de raquis Red Globe y Carighan, respectivamente. Mientras que la

concentracion minima bactericida fue mayor a 24 mg/mL para ambos extractos,
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indicando un efecto bacteriostatico en este rango de concentraciones. Con base
en estos resultados se evalud el efecto de los extractos de raquis de uva a sus
respectivas CMI y fracciones 0.5, 0.25 y 0.125 veces la CMI sobre la adhesion

de L. monocytogenes a acero inoxidable y polipropileno.

El nimero de bacterias adheridas a las superficies de acero inoxidable en
ausencia de los extractos de raquis de uva (testigo) fue de 6.14 Log UFC/cm?.
En la Figura 3.A se muestra el nUmero de bacterias adheridas a acero inoxidable
en presencia de los extracto de raquis de uva Red Globe y Carignan a diferentes
concentraciones. Comparado con el testigo, ambos extractos redujeron (p<0.05)
la adhesion de L. monocytogenes dependiendo de la concentracion utilizada. La
mayor inhibicion (p<0.05) de la adhesion se observé en las concentraciones de
1.0 y 0.5 veces la CMI, que corresponde a 18 y 9 mg/mL para el extracto de Red
Globe y 20 y 10 mg/mL para Carignan, con una reduccion entre 2.001 y 2.2148
Log UFC/cm? para ambos extractos. Sin embargo, la diferencia entre estas
concentraciones no fue significativa (p>0.05). Por otra parte, no se encontrd
diferencia (p>0.05) entre la concentracién de 0.25 y 0.125 veces la CMI para
ambos extractos, las cuales mostraron una reduccion en la adhesién (p<0.05) de
L. monocytogenes de 0.7703 — 1.1801 Log UFC/cm?,

De igual manera, en la Figura 3.B se observa el efecto de los extractos de raquis
de uva sobre la adhesion de L. monocytogenes en superficies de polipropileno.
El nimero de células adheridas en las superficies de polipropileno fue de 6.47
Log UFC/cm?. Asi mismo, se observéd una reduccion (p>0.05) en la adhesion de
L. monocytogenes a esta superficie de hasta 2.38 y 2.26 Log UFC/cm? en
presencia de los extractos de raquis de uva Red Globe y Carignan,
respectivamente (a 1.0 CMI). Para el extracto de raquis de uva Carignan no se
encontraron diferencias (p>0.05) en la reduccién (1.24 — 1.52 Log UFC/cm?) a
concentraciones de 0.5 y 0.25 veces la CMI. Mientras que para el extracto de
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Figura 3. Adhesion de L. monocytogenes (2 h a 25 °C) a superficies de acero
inoxidable 304 (A) y polipropileno (B) en presencia de los extractos de raquis de
uva Red Globe y Carigan. Los valores son medias de dos experimentos

independientes = el error estandar.
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raquis de uva Red Globe la reduccion fue mayor (p<0.05) a 0.5 que a 0.25 veces
la CMI (1.63 vs. 0.63 Log UFC/cm?). Por otra parte, a 0.125 veces la CMI el
extracto de raquis Red Globe no afectd (p<0.05) la adhesion de la bacteria,
mientras que con el extracto de raquis de uva Carignan la reduccion fue de 0.71
Log UFC/cm?. Estos resultados son de gran importancia ya que la adhesion de
L. monocytogenes se correlaciona con su habilidad para formar biopeliculas (a
menor numero de células adheridas, menor formacion de biopelicula) (Takahashi
et al., 2010).

El nimero de células adheridas a la superficie de acero inoxidable sin presencia
de los extractos de raquis de uva es mayor al observado por Sinde y Carballo
(2000), quien reporta que la adhesion de tres cepas de L. monocytogenes sobre
acero inoxidable (1 h de contacto a 25 °C) varia entre 5.08 y 5.49 Log UFC/cm?,
mientras que en superficies de caucho y politetrafluoroetileno fue de 5.278 — 5.78
y 5.47 — 5.824 Log UFC/cm?, respectivamente. De igual manera, fue mayor al
reportado por Ganegama-Arachchi et al. (2013), donde se observé una adhesiéon
de tres cepas de L. monocytogenes entre 4.6 y 5.2 Log UFC/cm? en acero
inoxidable. Comparado con otras especies, también es mayor que Salmonella
Enteritidis (=5.25 Log UFC/cm?, en acero inoxidable) (Chorianopoulos et al.,
2010), Enterobacter sakazakii (3.71 — 5.11 Log UFC/cm?) (Kim et al., 2006), E.
coli (5.37 Log UFC/cm?) (Hui y Dykes, 2012), y similar a P. aeruginosa (6.38 Log
UFC/cm?) y S. aureus (6.39 Log UFC/cm?) (Hui y Dykes, 2012). Las diferencias
entre el nimero de bacterias adheridas a las superficies de acero inoxidable
pueden deberse a diversos factores como la concentracion inicial del indculo, la
cepa utilizada, el tiempo de incubacion y la temperatura, entre otros. Sin
embargo, estos resultados demuestran la habilidad de L. monocytogenes para

adherirse a superficies comunmente utilizadas en la industria de los alimentos.

De acuerdo al estado del arte, no existen estudios donde se evalle el efecto de
extractos de subproductos del procesamiento de uva para inhibir la adhesion de
patdgenos como L. monocytogenes a superficies de interés alimentario. Sin

embargo, este enfoque se ha llevado a cabo utilizando diversos extractos
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naturales y otras superficies. Por ejemplo, se ha reportado que extractos
metandlicos de romero (Rosmarinus officinalis), equinacea (Echinacea
angustifolia), tomillo (Thymus vulgaris) y menta (Mentha piperita) a 1 mg/mL
inhiben la adhesién y desarrollo de biopeliculas de L. monocytogenes en
superficies de cloruro de polivinilo (PVC) en 78, 77, 77 y 74% respectivamente
en comparacion al control (Sandasi et al., 2010). Sin embargo en este estudio no

se evaluo la composicion de los extractos utilizados.

Por otro lado, compuestos terpénicos como el trans-cinamaldehido, carvacrol,
timol y eugenol, presentes en aceites esenciales de plantas, inhiben la adhesion
de L. monocytogenes en acero inoxidable con una reduccion de = 2.5 — 3.7 log
UFC/mL a una concentracion de 0.3 — 2.5 mM (Upadhyay et al., 2013). De igual
manera, el aceite esencial de milenrama (Achillea millefolium), una planta con
usos medicinales, aplicado a la CMI (3.13%), inhibe la adhesiéon de L.
monocytogenes a superficies de acero inoxidable y polietileno de alta densidad
en 3.34 y 2.24 Log UFC/cm?, respectivamente (Jadhav et al., 2013). Este efecto
es atribuido a sus principales componentes, como el B-pineno, 1,8-cineol,

terpineno-4-ol y cariofileno (Jadhav et al., 2013).

Es importante resaltar que en los estudios antes mencionados se han utilizado
extractos y aceites esenciales de plantas utilizadas comiunmente para fines
culinarios y/o medicinales, asi como compuestos volatiles presentes en este tipo
de plantas contra la adhesion de L. monocytogenes. Mientras que en nuestro
estudio se utilizaron extractos de subproductos agroindustriales, haciendo mas
atractiva su aplicacion para fines similares, debido a su bajo costo, facil obtencién

y el aprovechamiento sustentable que se realiza.

Por otra parte, debido a la naturaleza del material vegetal utilizado y la extraccion
dirigida, obtuvimos extractos ricos en compuestos fendlicos. Estudios previos han
evaluado el efecto de extractos ricos en compuestos fendlicos sobre la adhesion
de otras bacterias patdgenas, por ejemplo, se ha reportado que extracto de hoja
de té negro (0.5 %), rico en catequinas, inhibe en un 92.3% la adhesion
Streptococcus mutans a superficies de vidrio mediante la inhibicidon de enzimas
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relacionadas con la sintesis de SPE (Limsong et al., 2004). De manera similar,
se ha reportado que un extracto comercial de arandano, rico en antocianinas,
inhibe la adhesion de cepas clinicas de E. coli a superficies de poliestireno en
aproximadamente 56% respecto al control a una concentracién de 28.5 mg/mL
(Wojnicz et al., 2012). Asi mismo, los resultados de Trentin et al. (2013) muestran
gque una mezcla compleja de proantocianidinas, obtenida de extractos de
diversas plantas medicinales brasilefias (Anadenanthera colubrina, Commiphora
leptophloeos y Myracrodruon urundeuva), compuesta principalmente por
profisetinidina, prorobinetinidina y taninos hidrolizables, inducen dafios en P.
aeruginosa a concentraciones subletales, provocando efectos bacteriostaticos e
inhibiendo la adhesion en superficies de poliestireno. Por lo que los resultados
observados en nuestro estudio pudieran deberse a la presencia de compuestos

fendlicos en los extractos de raquis de uva.

Efecto de los Extractos de Raquis de Uva en la Motilidad tipo Swimming de L.
monocytogenes

Con el propdsito de investigar con mas detalle el efecto inhibitorio de los extractos
de raquis de uva Red Globe y Carignan sobre la adhesion de L. monocytogenes
a superficies de interés alimentario, se evaluo6 el efecto de estos extractos sobre
la motilidad. En este sentido, en la Figura 4 se muestra el efecto del extracto de
raquis de uva Red Globe (A) y Carignan (B) sobre la motilidad tipo swimming de
L. monocytogenes durante 72 h de incubacion a 30 °C. Se puede observar que a
las 24 h de incubacién L. monocytogenes presenta un ligero desplazamiento
sobre la superficie del agar suave (de 0 a 2 mm). Sin embargo, a las 48 h se

observé un incremento (p<0.05) en la de 53
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Figura 4. Efecto del extracto de raquis de uva A) Red Globe y B) Carignan sobre
la motilidad tipo Swimming de L. monocytogenes durante 72 h de incubacion a

30 °C.

41



9y 4.5 mg/mL (1.0, 0.5y 0.25 veces la CMI, respectivamente) afect6 la capacidad
de L. monocytogenes para desplazarse sobre la superficie de agar suave, ya que
no se observo ningun incremento (p>0.05) en el halo respecto al superficie
cubierta por la bacteria siendo de 14 mm, mientras que a las 72 h fue mm. Por
otra parte, la presencia del extracto de raquis de uva Red Globe a 18, dia cero (0
mm). Mientras que a 2.25 mg/mL se observo un aumento en el halo de motilidad

a partir de 24 h de incubacion, llegando a 20.7 mm a las 72 h de incubacion.

En cuanto al efecto del extracto de raquis de uva Carignan, de igual manera en
el testigo (0 mg/mL) se observé un halo de motilidad a partir de 24 h de
incubacion, llegando a 56 mm a las 72 h. Mientras que la presencia del extracto
a 20, 10 y 5 mg/mL afectd (p>0.05) la motilidad de L. monocytogenes
observandose un 100% de inhibicion. Para la concentracion de 2.5 mg/mL, se
observo un ligero desplazamiento (1 mm) a las 48 h, mientras que a las 72 h el
desplazamiento fue de 17.5 mm. Estos resultados nos indican que ambos
extractos tienen la capacidad de inhibir por completo motilidad tipo swimming en

L. monocytogenes a partir de 0.25 veces la CMI.

Previamente se ha establecido que la motilidad en L. monocytogenes es mediada
por flagelos y es critica en el proceso de adhesion a superficies abidticas (Lemon
et al., 2007). Esto se ha observado, de manera similar, en otras bacterias como
E. coli, S. Typhimurium y Pseudomonas aeruginosa (Almeida et al., 2012;
Strehmel y Overhage, 2013). Ademas, también es considerada un factor
importante en la adhesion y colonizacién de tejidos vegetales (Gorski et al.,
2003). Se ha propuesto que el principal papel de los flagelos durante la adhesién
es proveer la fuerza necesaria para vencer las fuerzas repulsivas que pueden
existir entre la bacteria y la superficie (Todhanakasem y Young, 2008). Por lo que
la inhibicion de la motilidad mediada por flagelos podria estar relacionada con la

inhibicion de la adhesion a acero inoxidable descrita previamente.
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El mecanismo exacto mediante el cual los extractos ricos en compuestos
fendlicos afectan la motilidad bacteriana sigue siendo desconocido. Sin embargo,
en un estudio realizado por Hidalgo et al. (2011), se observé que cuando E. coli
crece en presencia de extractos de arandano, se suprime la regulacion del gen
gue codifica para flagelina (fliC), una proteina estructural del flagelo bacteriano.
También se observo en el mismo estudio que la disminucion en la expresion de
fliC limita la sintesis de flagelos, lo cual impide la motilidad tipo swimming y
swarming en E. coli (Hidalgo et al., 2011). Sin embargo, es necesario investigar
mas a detalle si los compuestos fendlicos presentes en los extractos de raquis

de uva tienen un efecto similar en L. monocytogenes.

Efecto de los Extractos de Raquis de Uva sobre la Energia Superficial y el
Potencial de Adhesion de L. monocytogenes

En la Figura 5 se muestra el efecto de los extractos de raquis de uva Red Globe
y Carignan sobre la energia superficial de L. monocytogenes determinada por el
método espectrofotométrico. Se puede observar que a pesar de la variacion en
la dispersidon de la bacteria en las diferentes suspensiones, el valor maximo de
absorbancia cae en el mismo rango de tension superficial en ambas corridas
experimentales de todos los tratamientos (Figura 5.A, By C). En la Figura 5.A
podemos ver que la energia superficial de L. monocytogenes es de 37.49 + 0.43
mJ/m?, considerando que el valor maximo de absorbancia se da cuando la
energia superficial de la bacteria es igual a la tension superficial del liquido donde
se encuentra suspendida. Asi mismo, se puede observar que los extractos de
raquis de uva Red Globe y Carignan disminuyen (p<0.05) la energia superficial
de L. monocytogenes mostrando valores de 32.30 + 0.20 y 31.32 + 0.23 mJ/m?,
respectivamente. Sin embargo, no se observd diferencia (p>0.05) entre estos

valores.

La energia superficial puede ser considerada como una medida de la

hidrofobicidad de la superficie bacteriana. A menor energia superficial, mayor
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hidrofobicidad (Sinde y Carballo, 2000). La energia superficial que mostro L.
monocytogenes es menor que la reportada para bacterias como E. coli (65.1
mJ/m?), S. Typhimurium (49.5 mJ/m?) y Enterococcus faecalis (64.5 mJ/m?), las
cuales son consideradas de caracter hidrofilico (Zhang et al., 2015). En el caso
de L. monocytogenes, la hidrofobicidad depende de la temperatura de
crecimiento. Por ejemplo, Carballo y Aradjo (2012) reportan que la energia
superficial de L. monocytogenes es de 65.89 — 66.34 mJ/m? cuando crece a 37
C. Asi mismo, Briandet et al. (1999) reportd que la superficie de L.
monocytogenes es hidrofilica cuando crece a 37 °C; sin embargo, cuando crece
a temperaturas menores (20, 15 u 8 °C), se vuelve hidrofébica. De igual manera,
Takahashi et al. (2010) reportan que L. monocytogenes es de caracter
hidrofébico a 20 °C. Este cambio en las propiedades de la bacteria se relaciona

con la sintesis de flagelos, la cual se inhibe a 37 °C (Briandet et al., 1999).

Por otra parte, a partir de los valores de energia superficial de L. monocytogenes
(¥), la solucion salina (y* = 65.3 m]/m? y las superficies de acero inoxidable
304 (y*¥ =50.3m]/m?), y polipropileno (y*¥ = 40.8 mJ/m?), se calculd el
potencial de adhesion (AFadn) entre L. monocytogenes y las superficies, asi como
el efecto de los extractos de raquis de uva (a 0.5 veces la CMI) sobre este
parametro (Cuadro 4). El AFadn entre L. monoytogenes y la superficie de acero
inoxidable 304 fue de -14.38 mJ/m?, mientras que para la superficie de
polipropileno fue de -23.06 mJ/m?. Los valores negativos de AFadh nos indican
que la adhesion entre L. monocytogenes y ambas superficies es
termodinamicamente favorable. Ademas, nos indican que la adhesion de L.
monocytogenes a polipropileno es mas favorable que en acero inoxidable, lo cual
concuerda con lo determinado experimentalmente donde se observo que el
namero de células adheridas fue mayor en polipropileno que en acero inoxidable

(6.5y 6.14 Log UFC/cm?, respectivamente).

Comparando con otras bacterias patdgenas, el potencial de adhesion ( 4 Fadh)
indica condiciones favorables para la adhesién de Pseudomonas putida y S.

Typhimurium a vidrio (4Fadh = -22.0 y -10.0 mJ/m?, respectivamente) y de P.

45



aeruginosa a poliestireno ( 4Fadh = -2.9 mJ/m?) (Borges et al., 2012; Zhang et
al., 2015). Mientras que este parametro indica condiciones termodinamica mente
desfavorables para E. coli, S. aureus y L. monocytogenes a poliestireno ( 4 Fadh
= 4.7, 3.1y 5.4 mJ/m?, respectivamente) a pesar de que la adhesion si se lleva a
cabo (Borges et al., 2014). Estas discrepancias se deben a que el proceso de
adhesion bacteriana a superficies abibticas no solo depende de factores
fisicoquimicos. En este proceso, ademas influyen factores ecolégicos y
ambientales, asi como propiedades intrinsecas de la bacteria como la motilidad

y la presencia de estructuras extracelulares (Borges et al., 2012).

Por otro lado, la exposicion de L. monocytogenes a ambos extractos resulté en
una disminucion (p>0.05) del AFadn para las superficies de acero inoxidable (Red
Globe: -16.72 mJ/m?; Carignan: -16.38 mJ/m?) y polipropileno (Red Globe mJ/m?:
-27.19; Carigan: -26.58 mJ/m?). Sin embargo, no se encontraron diferencias
(p<0.05) entre el efecto de ambos extractos. De igual manera, valores negativos
nos indican condiciones favorables para la adhesion entre la bacteria y las
superficies. No obstante, el nimero de células adheridas a ambas superficies fue
menor en presencia de los extractos de raquis de uva Red Globe y Carignan (3.7
- 3.9y 4.8 - 4.9 Log UFC/cm?, respectivamente) a 0.5 veces la CMI. Lo que
puede indicar que los extractos de raquis de uva tienen efectos sobre las
propiedades fisicoquimicas de la bacteria que hacen que su adhesion sea mas
favorable desde el punto de vista termodinamico, sin embargo, también pudieran
interfiere con los mecanismos bioldgicos de adhesion bacteriana mas especificos

como por ejemplo la sintesis de SPE durante la fase de adhesion irreversible.
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Cuadro 4. Potencial de adhesion (AFadn) entre L. monocytogenes expuesta a
extractos de raquis de uva (0.5 CMI) y las superficies de acero inoxidable y
polipropileno. Los valores mostrados son el promedio de dos experimentos

independientes.

AFadh (MJ/m?)
Acero

Tratamiento
Polipropileno

inoxidable 304
Testigo -14.38 a* -23.06 a
Red Globe -16.72 b -27.19b
Carignan -16.38 b -26.58 b

* Literales diferentes expresan diferencias (p<0.05) entre
los valores de la misma columna.
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Por otra parte, el 4Fadh sélo indica si la adhesion bacteriana es favorable o no
en las condiciones dadas, sin embargo, no se pueden hacer analisis
cuantitativos. Por esta razon, Zhang et al. (2015) proponen el uso del valor
absoluto de la diferencia entre la energia superficial de la bacteria y la superficie
de adhesion (Jy?? — y*¥|) para predecir cuantitativamente la adhesion bacteriana.
En este sentido, en la Figura 6, se muestra el nUmero de células de L.
monocytogenes adheridas en funcién de la diferencia de energia superficial entre
la bacteria y las superficies de acero inoxidable y polipropileno. Podemos
observar que el grado de adhesidn bacteriana se correlaciona negativamente con
la disminucién en la diferencia de la energia superficial en ambas superficies
(acero inoxidable: r = - 0.9935; polipropileno: r = - 0.9735), es decir a mayor
diferencia, menor adhesion. A partir de esto, se puede inferir que L.
monocytogenes se adhiere en mayor medida en superficies con similar energia
superficial. Lo que concuerda con lo reportado en la literatura donde se menciona
que las bacterias con mayor energia superficial tendran mayor afinidad por
sustratos con mayor energia superficial y viceversa (Abalos, 2005).

En el caso particular del presente estudio, la disminucion en la energia superficial
o aumento en la hidrofobicidad de L. monocytogenes es ocasionada por la
exposicion de la bacteria a los extractos de raquis de uva Red Globe y Carignan
(Figura 6.B y C). Una disminucion en la hidrofobicidad se ha asociado con la
destruccion de estructuras extracelulares como adhesinas, fimbrias o flagelos
(altamente hidrofébicos) por compuestos fendlicos como los taninos
(Voravuthikunchai y Suwalak, 2009). Mientras que un aumento de la
hidrofobicidad generalmente se asocia a un incremento de estructuras
extracelulares (Hui y Dykes, 2012). En L. monocytogenes, se ha observado que
la induccién de la sintesis de exopolisacaridos a través del mensajero C-di-GM,
inhibe su motilidad e interfiere en el proceso de adhesion y formacion de
biopeliculas (Chen et al., 2014). En el presente estudio no se cuantifico la
produccion de exopolisacéaridos, por lo que resulta interesante evaluar en un

futuro si la inhibicion de motilidad, la reduccion en la adhesion y el aumento en
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la hidrofobicidad de L. monocytogenes expuesta a los extractos de raquis de uva

se debe a una induccion en la sintesis de exopolisacéaridos.

Identificacion de los Compuestos Fendlicos en los Extractos de Raquis de Uva

Con la finalidad de conocer qué compuestos son los responsables del efecto
antimicrobiano, la inhibicion de la adhesion y la inhibicién de la motilidad de los
extractos contra L. monocytogenes, se llevd a cabo la identificacion y
cuantificacion de los principales compuestos fendlicos en ambos extractos. Los
compuestos fendlicos presentes en el extracto de raquis de uva Red Globe se
identificaron y cuantificaron mediante Cromatografia Liquida de Ultra-alta
Resolucién acoplada a un detector de arreglo de diodos (UPLC-DAD). En el
Cuadro 5 se muestra que los principales compuestos fueron rutina (212.57 ug/g
p.s.), &cido gélico (184.10 pg/g p.s.), acido clorogénico (173.26 ug/g p.s.), acido
cafeico (50.59 pg/g p.s.), catequina (34.31 ug/g p.s.) y acido ferdlico (8.19 ug/g
p.s.). Mientras que para el extracto de raquis de uva Carignan, se identificaron
los compuestos fendlicos mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
acoplada a un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD). En el Cuadro 6. se
muestra que los principales compuestos identificados en este extracto son acido
galico, los flavonoides rutina y apigenina, asi como acido protocateico, acido

elagico, acido cafeico y epicatequina.

Se ha reportado que extractos de raquis de uva de diferentes cultivares son
fuente importante de flavonoides, incluyendo catequina, epicatequina,
epicatequina-3-O-galato, proantocianidinas, quercetina y sus derivados
glicésidos, entre otros (Gonzalez-Centeno et al., 2012; Vivas et al.,, 2004).
Spatafora et al. (2013) reportan que la catequina (12.11 — 19.95 mg/g) y
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Cuadro 5. Compuestos fendlicos identificados y cuantificados mediante UPLC-

DAD en el extracto de raquis de uva Red Globe.

Concentracion

Compuesto (Lg/g p.s.)
Acido galico 184.10
Acido clorogénico 173.26
Catequina 34.31
Acido cafeico 50.59
Rutina 212.57
Acido ferdlico 8.19
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Cuadro 6. Compuestos fendlicos identificados mediante HPLC-DAD en el
extracto de raquis de uva Carignan.

Compuesto Tiempo de % Area bajo la
retencion (min) curva

Acido galico 4.24 61.96
Acido protocateico 6.72 2.09
Acido cafeico 20.13 1.09
Epicatequina 22.01 0.28
Acido elagico 27.49 1.79
Rutina 27.96 20.80
Apigenina 60.97 11.98
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Procianidina Bl (6.19 — 13.73 mg/g) son los compuestos fendlicos mas
abundantes en raquis de cultivares Sicilianos (Nerello Mascalese y Nero d'Avola).
Barros et al. (2014) describe el contenido de compuestos fendlicos de raquis
provenientes de uvas blancas y rojas, siendo la quercetina-3-O-glucuronido,
algunos derivados de malvidina y epicatequina los principales metabolitos
presentes en los cultivares analizados, representando entre un 54 y 75% del total
de compuestos fendlicos. En cuanto al contenido de acidos fendlicos, el acido
galico ha sido considerado como el principal acido hidroxibenzoico en el raquis
de uva, mientras que los &cidos hidroxicinamicos, como el p-cumaérico, ferdlico,
cafeico y sus derivados, son reportados solo en cantidades traza (Anastasiadi et
al., 2012).

Por otra parte, el efecto antibacteriano de los extractos de raquis de uva Red
Globe y Carigan se puede asociar a la presencia de compuestos fendlicos. Se ha
reportado por ejemplo, que rutina (presente en ambos extractos) promueve
selectivamente la escision de la topoisomerasa IV, una enzima esencial en la
supervivencia de E. coli (Bernard et al., 1997). También, la actividad
antibacteriana de la quercetina se ha atribuido parcialmente a la inhibicion de la
enzima ADN girasa (Cushnie y Lamb, 2005). En cuanto a los acidos fendlicos, se
ha reportado que el acido gélico provoca dafios en la membrana externa de
Salmonella spp., debido al efecto quelante de cationes divalentes presentes en
la membrana (Nohynek et al., 2006). De igual manera, se ha propuesto que los
acidos hidroxicinamicos (como el acido ferulico y cafeico) pueden interactuar
mejor con la membrana celular debido a su grupo alifatico que los hace menos

polares en comparacion con los acidos hidroxibenzoicos (Nohynek et al., 2006).
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Efecto de los Compuestos Fendlicos Sobre la Adhesion de L. monocytogenes a

Acero Inoxidable

Una vez identificados los principales compuestos fendlicos en ambos extractos,
se seleccionaron algunos de estos (Figura 7.) y se evalu6 su efecto sobre la
adhesion de L. monocytogenes a superficies de acero inoxidable siguiendo el
procedimiento antes descrito. Primeramente se llevo a cabo la determinacion de
la concentracion minima inhibitoria del crecimiento, evaluando un rango de 7 — 1
mg/mL. Estos resultados se muestran en el Cuadro 7. Se puede observar que L.
monocytogenes es mas susceptible a los acidos fendlicos ferulico, cafeico,
protocateico, galico y clorégenico (CMI =3 — 6 mg/L) que otros compuestos como

catequina, epicatequina, rutina y acido elagico (CMI >7 mg/mL).

Para llevar a cabo una comparacion entre los principales compuestos sobre la
adhesion de L. monocytogenes, se llevo a cabo la conversion de los valores de
la CMI expresada como mg/mL a concentracién molar (mM). A partir de las
concentraciones molares se selecciond la concentracion 10 mM ya que se
encuentra por debajo de todas las CMI, por lo tanto se elimina la posibilidad de

algun efecto bactericida en el ensayo.

En la Figura 8. se observa el efecto de los compuestos fendlicos selectos sobre
la adhesién de L. monocytogenes a acero inoxidable a las mismas condiciones
en las que se evaluaron los extractos de raquis de uva Red Globe y Carignan (2
h, 25 °C). De igual manera, el nimero de bacterias adheridas en el control fue de
6.08 Log UFC/cm?. A partir de este valor, se calculé la reduccién logaritmica en
la adhesion de cada compuesto. De manera general, todos los extractos
mostraron una reduccién (p<0.05) en la adhesién. Siendo el acido elagico el mas
efectivo con una reduccién de 1.96 Log UFC/cm?. Mientras que no se encontrd
diferencia (p>0.05) entre los acidos cafeico, protocateico, rutina y acido ferulico
con una reduccién entre 1.255 — 1.603 Log UFC/cm?. A su vez, la reduccién de
la adhesion observada en presencia de rutina y é&cido ferdlico fue igual

estadisticamente (p>0.05) a la observada en presencia de &cido galico
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Cuadro 7. Concentraciones minimas inhibitorias del crecimiento de L.
monocytogenes de los compuestos fendlicos identificados en los extractos de
raquis de uva.

Compuesto M
(mg/mL)

Catequina >7
Epicatequina >7
Rutina >7
Acido elagico >7
Acido clorégenico 6
Acido galico 4
Acido protocateico 3
Acido cafeico 3
Acido ferulico 3
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error estandar.

57



(0.711 Log UFC/cm?). Por dUltimo, la catequina y epicatequina fueron los
compuestos que mostraron la menor reduccidon en la adhesion de L.

monocytogenes a acero inoxidable con valores de 0.208 - 0.347 Log UFC/cm?.

Previamente, se ha reportado que algunos compuestos fendlicos inhiben la
adhesién y formacion de biopeliculas de diferentes bacterias patégenas
incluyendo L. monocytogenes. Uno de ellos es el &cido gélico (presente en ambos
extractos), que se ha reportado que concentraciones de 1 mg/mL inhibe la
adhesion L. monocytogenes en casi un 100% a superficies de polietileno, siendo
esta reduccién mayor a la observada en E. coli (41 %), P. aeruginosa (85 %) y S.
aureus (70 %) (Borges et al., 2012). En este mismo estudio se observo que el
acido gélico inhibe la motilidad tipo swimming en L. monocytogenes en un 70.5%

respecto al control.

Al contrario de lo observado en nuestros resultados, en un estudio llevado a cabo
por Borges et al. (2012), no se observo efecto del acido ferulico sobre la adhesién
y formacién de biopeliculas de L. monocytogenes en polietileno. Sin embargo, si
se observé una inhibicion del 100% en la motilidad. Por otro lado Lemos et al.
(2014), reportan que este mismo compuesto a 0.5 mg/mL, previene la formacion
de biopeliculas de B. cereus y P. fluorescens (=30 y 35 % de reduccion de
biomasa) y a 1 mg/mL, inhibe la motilidad tipo swimming de B. cereus y P.
fluorescens en =92 y 96%, respectivamente. También hay reportes que
mencionan que, el &cido cafeico y clorogénico solo tienen efecto sobre la

adhesion de S. aureus a concentraciones de 4 - 1 mg/mL (Luis et al., 2014).

Los resultados obtenidos en este experimento demuestran que la inhibicion de la
adhesién de L. monocytogenes a acero inoxidable y polipropileno observada en
presencia de los extractos de raquis de uva, se debe principalmente al efecto de
los compuestos fendlicos. Por otra parte, a pesar de existir diferencias en cuanto
al contenido de acidos fendlicos y flavonoides entre ambos extractos, éstos
presentaron un efecto similar contra la adhesion, motilidad y potencial de
adhesion de L. monocytogenes. Esto se podria explicar en parte, a las posibles

interacciones entre compuestos fendlicos en cada extracto. Estas interacciones
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pueden ser sinérgicas, aditivas o antagonicas (Skroza et al., 2015). Por ejempilo,
se ha observado que en mezclas de &cido galico — &cido protocateico y acido
galico — acido cafeico, se observa un efecto sinérgico en la actividad
antimicrobiana de estos compuestos contra L. monocytogenes, mientras que en
mezclas de rutina y catequina se observa un efecto antagénico (Rodriguez
Vaquero et al., 2011).

Mezclas con posible actividad sinérgica como acido galico — acido cafeico, se
pueden encontrar en el extracto de raquis de uva Red Globe. A la vez, podemos
encontrar rutina — catequina, con efecto antagénico. Por otra parte, en el extracto
de raquis de uva Carignan podemos encontrar combinaciones de acido galico —
acido protocateico/cafeico con posible efecto sinérgico, ademas de &cido
protocateico — &cido cafeico, con posible efecto antagénico. Sin embargo, es
necesario llevar a cabo estudios méas profundos con la finalidad de confirmar si
estas combinaciones tienen efecto similar sobre la inhibicién de la adhesion de
L. monocytogenes en superficies de acero inoxidable y polipropileno. Ademas de
considerar combinaciones mas complejas simulando condiciones mas
representativas de los extractos naturales. Con base en esto, nos limitamos a
inferir que no solo la presencia de compuestos fendlicos en los extractos
naturales determina su actividad antiadhesion, sino el perfil de estos compuestos

en el extracto.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran el potencial que
tienen los extractos de raquis de uva de las variedades Red Globe y Carignan
para inhibir el proceso de adhesion de L. monocytogenes a superficies de acero
inoxidable y polipropileno, asi como de inhibir la motilidad y modificar el potencial
de adhesidén de esta bacteria. Ademas se demuestra que el efecto sobre la

adhesion es debido a los compuestos fendlicos presentes en ambos extractos.
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RECOMENDACIONES Y ESTUDIOS FUTUROS

Para futuros estudios se sugiere evaluar el efecto de los extractos de raquis de
uva sobre la capacidad de L. monocytogenes de formar biopeliculas. Ademas de
caracterizar los cambios en las sustancias poliméricas extracelulares de las
biopeliculas formadas en presencia de los extractos. Es necesario también
investigar a fondo el mecanismo de inhibiciébn de la motilidad; por ejemplo,
mediante el estudio de la expresion de genes relacionados con este proceso. Asi
mismo, se sugiere evaluar combinaciones de los compuestos fendlicos
identificados en los extractos de raquis de uva, para poder corroborar si existen
efectos sinérgicos, aditivos 0 antaglnicos contra la adhesion de L.
monocytogenes en las superficies estudiadas.

Por otra parte, es necesario evaluar el efecto de los extractos sobre la

patogenicidad de L. monocytogenes.
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