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Introduccién

Actualmente, hay un creciente interés en los

compuestos naturales que muestran actividad
microbicida obtenidos a partir de fuentes biol6gicas a
bajo costo, de manera inocua, con técnicas que puedan
2012;

Vollmerhausen et al., 2013) y que ayuden a extender la

ser ejecutadas en corto tiempo (Papetti,
vida de anaquel de los productos alimenticios (Knorr et
al., 2011) como los hortofruticolas. Esta necesidad de
incrementar la vida de anaquel abre un nuevo campo
de estudio en la investigacion de la extraccién,
purificacion y caracterizacion de extractos obtenidos
dentro de la industria de alimentos (Damian-Reyna et
al., 2017).

A pesar de que los microbicidas naturales estan
ganando interés como alternativa al uso en tratamientos
de conservacion fisicos y quimicos, aln existen varias
restricciones, como su efectividad microbicida,
aceptacion por el consumidor y costo de la aplicacion
de estos agentes que requieren una investigacion mas

intensa (Zhang et al., 2014).

Varios de los compuestos encontrados en plantas,
semillas y frutas se han estudiado para probar su
resistencia al desarrollo de microorganismos(Bejarano
Rodriguez & Centeno Bricefio, 2009).

Los agentes antimicrobianos pueden tener accién en
los microorganismos de las siguientes formas:

1. Interferencia con la membrana celular entrando a
ésta a través de los canales porinicos de la membrana
externa donde se unen a las proteinas, debilitando,
conduciendo a lisis celular y muerte. Ademas, en la
membrana citoplasmica se difunden causando el
derrame del citoplasma hacia el exterior de la célula,
resultando asi la muerte celular (Heggers et al., 2002).
2. Interferencia en la sintesis de proteinas: se unen a
los ribosomas bloqueando la adherencia del RNA,
evitando el crecimiento de la cadena de proteinas.
También puede provocar la insercién de aminoacidos
errdbneos en la proteina o en la interferencia con la
capacidad de los aminoacidos para conectarse unos
con otros (Alvarez-Ordoéiiez et al., 2013).

3. Disminucion de las actividades enziméaticas, es

decir, deterioro de varios sistemas enzimaticos,
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incluidos aquellos involucrados en la produccion de
energia y sintesis de componentes estructurales. Una
vez que el antimicrobiano cruza la membrana celular,
puede interactuar con las enzimas y proteinas
causando un flujo contrario de protones a través de
ella, afectando asi a la actividad celular. Los
flavonoides también inhiben enzimas virales
importantes, como la transcriptasa inversa y proteasa,
y destruyen algunos protozoarios. Sin embargo, su
toxicidad en células animales es baja (Havsteen,
2002).

Algunos de los principales temas de estudio son el
desarrollo de resistencia a los microbicidas por parte
de los microorganismos patdgenos, la incorporacién
homogénea de los compuestos en matrices de
alimentos, la extraccion a gran escala de fuentes
naturales sin perder su funcionalidad, y la autorizacion
de su uso por parte de las agencias reguladoras.
Muchos de éstos microbicidas de origen natural son
clasificados cémo “generalmente reconocidos como
seguros” (GRAS) para usar en el procesamiento de
alimentos, pero su uso en otras lineas comerciales
involucra una

(farmacéutica, cosmética, etc.)

aprobacion regulatoria diferente. Los materiales
naturales representan un area de oportunidad para la
seguridad y conservacion de los alimentos, pero adn
€s necesaria mas investigacion para optimizar su uso
(Juneja et al., 2012; Sarkar & Shetty, 2014).

Los agentes utilizados para inhibir el crecimiento de
microorganismos en alimentos y bebidas durante su
procesado deben ser seleccionados cuidadosamente

para no afectar las propiedades organolépticas. La

actividad microbicida de algunos extractos de plantas,
incluidos los citricos (Sandoval-Montemayor et al.,
2012), han permitido disminuir el crecimiento o causar
la muerte de los microorganismos, incrementando asi
la calidad y duracién de la seguridad de los alimentos.
Algunas de sus ventajas son que un mismo extracto
puede ser utilizado para diferentes propésitos o
contribuir con los tratamientos cominmente utilizados,
generando la base para el desarrollo de nuevas
alternativas, mas efectivas, menos caras y con menos
efectos colaterales que los antibiéticos comerciales

(Palacios-Espinosa et al., 2011).

Origen e importancia del Aloe vera.

El Aloe vera, es una planta con alrededor de 360
especies diferentes, pertenece a la familia de las
asfodelaceas o lilaceas, con hojas perennes en forma
de roseta; su tamafio puede alcanzar desde unos
cuantos centimetros hasta los 50 cm (Choi & Chung,
2003; Ramachandra & Srinivasa Rao, 2008; Reynolds
& Dweck, 1999).

Aloe vera L, posee hojas que contienen una pulpa o
parénquima incoloro que forma el gel/cristal del Aloe,
el cual representa aproximadamente el 65 a 80% del
peso de la planta. Este gel esta conformado por
carbohidratos que son sintetizados en exceso, agua,
minerales y acido malico almacenado. Los
polisacaridos mucilaginosos son los principios activos
responsables de
(Boudreau & Beland, 2006; Tai-Nin Chow et al., 2005);

en tal sentido, se ha demostrado una cierta actividad

la actividad bioldgica del gel
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antimicrobiana del gel frente a diferentes
microorganismos como Trichophyton mentagrophytes,
Staphylococcus aureus y Candida albicans (Ferro et

al., 2003; Olaleye et al., 2011).

Respecto a la composicidon quimica se ha reportado
gue la planta de Aloe vera esta constituida por una
mezcla compleja de compuestos como se muestra en
la Tabla 1y que mas de 20 de estas sustancias poseen
actividades benéficas para la salud (Jia et al., 2008;
Pritam & Kale, 2007; Reynolds & Dweck, 1999).

De acuerdo con cifra de la FAO el 37% de los
alimentos en México se pierden o desperdician
durante la cadena de suministro, esto representa mas
de 10 millones de toneladas al afio, de las cuales
alrededor de 40% corresponde a frutas y hortalizas
(FAO, 2018), entre ellos se encuentran guayabas,

fresas, jitomates, mangos, etc.

México es uno de los principales productores de frutos
a nivel mundial, ocupa el primer lugar en produccién
de aguacate, segundo en limén tercero en fresa y
zarzamora, ademas de un quinto lugar en guayaba,
arandano y frambuesa entre otros (INAES, 2017). En
México 5.5 millones de personas trabajan en el campo,
de los cuales 56% son agricultores y 44% son
trabajadores agricolas de apoyo (peones y jornaleros)
(Hablemosdelcampo, 2018). En Michoacan el 20% de
la poblacion se dedica al campo, por esta razén es que
este proyecto tendr4d un impacto positivo en la
agroindustria local, beneficiando a los productores de

frutas y hortalizas interesados en proporcionar un valor

agregado a sus productos y contribuir a abatir el
desperdicio de productos hortofruticolas.

Metodologia

Obtencion del mucilago

Para obtener el mucilago de sébila primero se
recolectaron las pencas de sabila del huerto que se
encuentra en el interior del TecNM campus Instituto
Tecnoldgico Superior de Puruandiro. De las pencas de
sdabila, se retiraron las impurezas, tales como polvo,
telarafias, etc., enseguida se retiraron las espinas y el
recubrimiento exterior de las pencas, para obtener la
pulpa. Una vez obtenida la pulpa se cort6 en trozos de
aproximadamente 1cm?3, se almacenaron a una
temperatura de 4°C, hasta su utilizacién.

Para el proceso de extraccion se dejaron reposar 100
g de trozos de pulpa de sabila en 400 mL de agua
destilada durante 90 min. Cada 15 min se hizo un
mezclado manual para obtener una mayor cantidad de

mucilago.

Posteriormente se llevd a cabo la separacion de
mucilago de sabila mediante un proceso de tamizado
empleando una malla de 0.002 mm, y el mucilago
separado se coloc6 en frascos de vidrio para
enseguida ser pasteurizado, para esto, los frascos se
colocaron a ebullicion en agua, durante 15 min,
transcurrido el tiempo se prosiguié a enfriar el
mucilago en un recipiente con hielo y agua.
Finalmente, el mucilago obtenido se almacen6 en

refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacién.
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Acondicionamiento del mucilago

Una vez obtenido el mucilago de sabila, se coloco en
cajas Petri, cada una de ellas con 40 mL de mucilago
de sabila, estas se secaron a una temperatura de 104
°F hasta peso constante. Una vez pasado este tiempo,
se retird el mucilago seco de las cajas Petri para
analisis

someterlo posteriormente a los

correspondientes.

Determinacion de Grados Brix

Los grados brix se determinaron mediante un
refractometro, utilizando 10 mL del mucilago liquido,
del cual se tomd una gota, es decir, de la muestra a
analizar, dicha gota se colocé en el refractémetro una
vez ya calibrado con agua destilada, por ultimo, se lee
el valor arrojado por el dispositivo. El andlisis se realizé

por triplicado.

Medicion de pH
Se tomaron 10 mL de muestra y se colocaron en un
vaso de precipitado, al que se introdujo el electrodo de

potenciémetro calibrado.

Determinacion de Acidez titulable

Se tomaron 10 mL del mucilago en liquido a los cuales
se le agregaron 3 gotas de fenolftaleina (indicador), se
homogenizé y titulé con una solucién de NaOH 0.1 N,
hasta que la muestra presentd un cambio de
coloracién a rosa tenue que permanezca de 15 a 30
segundos, registrando los mL gastados de NaOH. Por
Ultimo, se realizan los célculos y se determina el

porcentaje de acidez mediante la siguiente formula:

% Acidez =V X N X Meq x 100g
Siendo:
V= Volumen de NaOH gastados.
N= Normalidad del NaOH.
Meqg= Peso equivalente del acido predominante en la

muestra.

Determinacion de AzUlcares totales:

La determinacién de azlcares totales se realizd
mediante el método del fenol-acido sulftrico adaptado
a microplaca (Masuko et al., 2005). Para esto, primero
se realizd una curva de calibracion. Se prepard un
stock de glucosa, diluyendo 0.01g en un 1 mL de agua
destilada, de dicho tubo se tomaron 100 pLy se
colocaron en un nuevo microtubo con 900 pL para
realizar las ocho respectivas diluciones decimales. De
cada dilucion se tomaron 125 pL y se afiadieron 250
pL de fenol al 5% y 625 pL de &cido sulfdrico puro. En
seguida las muestras se llevaron a bafio maria a una
temperatura de 100 °C durante 30 min y después se
dejaron enfriar durante 15 min, se midieron a una
longitud de 490 nm y a 630 nm. Para las muestras, se
pesaron 0.01 g del mucilago de sabila colocandolo en
un micro tubo adicionandole 900 pL de agua destilada,
tomandolo como nuestro tubo patrén, enseguida se
tomaron 100 pl del tubo patrén y se le adicioné 900 pl
de agua destilada dejandolo reposar durante 12 hy
otro utilizarlo inmediatamente para su lectura sin
reposo, transcurrido el tiempo de reposo se coloca en
el vortex durante 10 min y enseguida se toman 125 pL
de la muestra es decir el tubo patrén y se le adicionan
25 pL de fenol al 5% més 625 pL de &cido sulfarico
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puro, después se coloca en bafio maria a 100°C
durante 30min, se deja enfriar durante 15 minutos y
después se toman 300 pL de dicho tubo y se colocan
en la microplaca para su posterior lectura a 490 y 630
nm. Mediante la ecuacion de la recta obtenida en la
los célculos

curva de calibracion se realizaron

correspondientes.

Determinacion de fibra cruda:

La fibra contenida en el mucilago de sabila se
determiné por medio del método de fibra bruta y
extracto no nitrogenado, este se realiz6 por triplicado.
Primero se pesaron 2 g de muestra desgrasada y se
secO en el horno durante 2 h a 100 °C. Después se
prepararon 100 mL de una solucion de acido sulfurico
al 0.255 N. En un matraz Erlenmeyer se coloc6 a
ebullicion durante 30 min la soluciébn antes
mencionaday los 2 g de muestra. Una vez transcurrido
el tiempo se retira el matraz y se filtra la muestra con
la bomba de vacio utilizando tela de lino o papel filtro.
Durante la filtracion se realizaron lavados con 500 mL
de agua destilada caliente para neutralizar el pH de la
solucién. Después se procedi6 a preparar 100 mL de
una solucion de NaOH 0.313 N y se coloca en
ebullicion, una vez en ebullicibn se le agrega la
muestra filtrada y se deja durante 30 min, enseguida
se realizo el filtrado de la muestra y se le realizaron
lavados con agua destilada caliente. Una vez que la
muestra se encuentra preparada se colocé en un crisol
previamente secado a 110 °C durante 8 h registrando
Su peso, y se introdujo en el horno a una temperatura

de 100 °C durante 90 min en dado caso que la muestra

se encuentre humeda. Posteriormente el crisol se
coloco en la mufla durante 4 h a 550 °C para calcinar
la muestra, se apag6 la mufla y se dejo enfriar durante
24 h, transcurrido el tiempo de colocé en el desecador
y se registr6 su peso para continuar con la
determinacion del contenido de fibra cruda aplicando
la formula correspondiente:

(Ps - PP) — (Pe -

M

2

% Fibra cruda = x (100)

Donde:

Ps= Masa del residuo seco (Q).

Pp= Masa del papel filtro (g).

Pep= Masa de la ceniza del papel (g).
M= Masa de la muestra (g).

Pe= Masa de la ceniza (g).

Determinacion de humedad:

La humedad se determiné por el método de secado
por estufa, el cual consiste en secar durante 24 h a
una temperatura de 110 °C los crisoles de porcelana a
utilizar pesandolos cada 30 min hasta obtener peso
constante, enseguida se midieron 3 g del mucilago de
sébila y se colocaron en los crisoles, posteriormente
se colocaron en el horno de secado durante 6 h a 105
°C y se fueron pesando los crisoles cada 30 min para
obtener peso constante, para después calcular la

humedad mediante la siguiente férmula.
P —P1

% Humedad = 77

X 10

Donde:
P= Peso del recipiente con la muestra hiumeda, en

gramos.
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P1= Peso del recipiente con la muestra seca.

P2= Peso de la muestra, en g.

Determinacidn de cenizas:
Para determinar cenizas del mucilago de sabila se
aplicé el método de cenizas en seco. Primero se
pesaron 5 g del mucilago seco para colocarlos en el
crisol y se realizo un pre-calcinado con un mechero de
bunsen hasta que deje de desprender vapores,
enseguida se introdujo en la mufla durante 5 h a una
temperatura de 500 a 600 °C hasta que las cenizas
adquieran un color blanco o gris. Transcurrido dicho
tiempo se apago la mufla y se dejo enfriar la muestra
durante 24 h, posteriormente se sacaron los crisoles y
se colocaron en un desecador. Por ultimo, se peso el
crisol en la balanza analitica para realizar los calculos
correspondientes aplicando la siguiente férmula:

% Cenizas = [—(P —p) % 100]

M

Siendo:
P= Masa del crisol con cenizas (g).
p= Masa del crisol (g).

M= Masa de la muestra (g).

Determinacidn de proteinas totales:

Las proteinas se determinaron mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976), para esto el mucilago de
sébila debe estar completamente seco que al triturarlo
se obtenga un polvo muy fino.

Primero se realizd una curva de calibracién donde se
pes6 1 g de seroalbimina y se colocé en un tubo

falcon para después agregarle una solucion de acetato

de sodio y se ajustd a un pH de 5 con acido clorhidrico,
al terminar se refriger6 durante 24 h, transcurrido este
tiempo se centrifugdé a 1500 rpm durante media hora,
para finalizar se tomaron las distintas diluciones de la
muestra y se agregaron a un tubo Eppendorf al cual
se les coloco 200 pL de solucién reveladora Bradford
y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min
para medir la absorbancia a 630 nm obteniendo los
puntos para la construccion de la curva de calibracion.
Para las muestras a analizar se realizaron
disoluciones 1:10, tomando 1 g del mucilago de sabila
seco previamente triturado en un mortero para
después aforarlo a 10 mL con una solucién de acetato
de sodio pH 5, posteriormente se homogenizé en el
vortex y se dejé reposar durante 24 h en refrigeracion.
Posteriormente, se centrifugd y se afadié 800 uL de
ésta en un tubo Eppendorf mas 200 pL de solucion
Bradford. Se leyeron en una microplaca colocando 200
uL por triplicado. Mediante la ecuacion de la curva de
calibracion obtenida se pueden obtener la cantidad de

proteina soluble en la muestra.

Determinacion del contenido de Grasa:
Para obtener la grasa cruda contenida en el
recubrimiento comestible se realiz6 mediante el
método de Soxhlet (Yuharmon et al, 2018), se
pesaron 2 g de muestra y se triturd, enseguida se
colocd en un cartucho de celulosa el cual se cubri6 con
algodon la parte superior, posteriormente se pesoé el
cartucho con la muestra. Después se procedid a
montar el equipo Soxhlet sobre una parrilla eléctrica

de calentamiento, dentro de la camara de extraccion
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de gases, una vez montado se tomo el cartucho con
pinzas y se coloco dentro del extracto Soxhlet y se
adicionaron 300 mL del solvente (éter de petréleo) por
la parte superior del refrigerante, se conectaron las
mangueras y se inicio con el calentamiento del éter de
petroleo hasta ebullicibn y obtener un goteo
moderado, la temperatura de la parrilla se tiene que
mantener hasta obtener de 3 a 4 reflujos anotando la
hora de cada uno de ellos. Al obtener los reflujos se
apago el equipo y se dejoé enfriar, el cartucho con la
muestra desgrasada se retir6 y se colocé en un
desecador. Posteriormente, el equipo se rearma para
recuperar el solvente y después se desarma. Por
tltimo, el matraz balén se somete a un secado para
eliminar el éter, se pesa y se realizan los célculos
correspondientes aplicando la formula:

m2 —ml
% Grasa cruda = ——

Donde:
m= peso de la muestra.
ml= Peso del matraz solo.

m2= Peso del matraz con grasa.

Microorganismos de prueba

Para este estudio se utilizaron los siguientes
microorganismos: Candida albicans ATCC 14055,
Candida ATCC 14066, Candida
guilliermondii, Kluyveromyces marxianus ATCC CIBB-
L2029, Pichia stipitis ATCC 55376, Saccharomyces
cerevisiae ATCC BY4741, Saccharomyces cerevisiae
ATCC BY4742, Escherichia coli ATCC 25922,

Staphylococcus aureus ATCC 292013.

albicans

Los microorganismos de prueba se incubaron en caldo
nutritivo, hasta alcanzar una absorbancia de 0.100 con

longitud de onda de 600 nm, la cual equivale a tener

una concentracion de 1.5x108 UFC/mL (0.5
McFarland). Utilizar la formula:
ul de cultivo = : * 1000

Cultivo

Pruebas microbicidas

Se utilizé el método de la dilucién en microplaca para
determinar el efecto microbicida del mucilago
(Damian-Reyna et al., 2017; Gille et al., 2022). Se
prepararon las soluciones de prueba de 0 a 100 mg/ml.
Se colocaron en una microplaca colocando 5 pl de
inoculo mas 295 pl de solucion de prueba, esto para
cada uno de los diferentes microorganismos. Se
utilizaron como controles pozos con medio de cultivo
sin mucilago, y pozos con solucién de prueba sin
in6culo. Enseguida se midio la absorbancia a una
longitud de onda de 630 nm. La microplaca se incub6
por 48 h a 37°C para bacterias y 27°C para mohos y
levaduras. Pasando este lapso se midi6 huevamente

la absorbancia.

Andlisis estadistico

Se realizaron tres réplicas y al menos tres

experimentos independientes. Los datos se
presentaran como el promedio + desviacion estandar
(SD).
utiizando STATGRAPHICS Centurion version XIX

(Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA). Las

Los andlisis estadisticos seran realizados

diferencias entre los grupos son detectadas mediante
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ANOVA y prueba de comparaciéon multiple. Se
consideran los valores P menores a 0.05 cémo

estadisticamente significativo.

Resultados

Analisis proximal del mucilago.

La bibliografia reporta, para el mucilago de Aloe vera,
un pH de 4.55 a 6.0, mientras que en este estudio es de
5.93, este pH acido es debido a la presencia de acido
malico que es el predominante en el mucilago de Aloe
vera (A. Hernandez et al., 2014). Respecto a los sélidos
disueltos de 27 °Brix obtenido y los 10.17 mg/g de
azlcares totales, se ha reportado que el principal
azlcar presente es la glucosa, en menor proporcion la
fructosa y no se encuentra sacarosa en el mucilago de
Aloe vera (A. Hernandez et al., 2014). El contenido de
cenizas, que comprende la presencia de minerales
como K, Ca, Mg, Zn y Cu, se ha reportado de 13 mg/g
(J. Hernandez & Giraldo, 2011) y en este estudio se
determinaron 18.53 mg/g. Entre los aminoacidos
presentes se encuentran alanina, &cido aspartico,
arginina, 4cido glutdmico, glicina, histidina, isoleucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, tirosina, valina
(Dominguez-Fernandez et al.,, 2012), reportandose
contenidos de hasta 0.30% (Cabello et al., 2015). Estos
valores son muy similares a los obtenidos en este
estudio de 0.44%.

Efecto microbicida del mucilago de Aloe vera L.
Para la parte del efecto microbiano del mucilago, se
obtuvieron mejores resultados en la parte en donde se

utilizé la solucién de prueba a mayor concentracion (100

mg/mL), ya que ahi hubo una inhibicién casi del 100%
(jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
Por otra parte, en donde se utilizé solucién de prueba a
mas baja concentracion, aun hubo crecimiento de
microorganismos.

Al compararse con los resultados obtenidos por
Dhaouadiy colaboradores (Dhaouadi et al., 2013) para
un extracto de la tuna de Opuntia ficus-indica,
utilizando el mismo método de evaluaciéon de la
proliferacion celular determinaron una MIC de 0.6
mg/mL para varias especies de Staphylococcus y
Escherichia coli, y 0.3 mg/mL Salmonella sp., se
observé una mayor resistencia al mucilago de Aloe
vera L., lo que se puede deber a las diferencias en el
contenido de los polisacaridos de aproximadamente
de 35 a 40 % de arabinosa, 20 a 25% de galactosa y
xilosa cada una, y de 7 a 8% de ramnosa y acido

galacturoénico cada uno (Gibson, 2013).

Conclusiones.

El analisis proximal del mucilago de sébila A. vera L.,
mostré un contenido de 10.17 mg/mL de azlcares y
4.40 g/mL de proteinas totales, estos resultados son
similares a los reportados en la bibliografia.

El mucilago de sabila A. vera L. presenta efecto
microbicida frente a Pichia stipitis ATCC 55376 y
Saccharomyces cerevisiae BY4741, mientras que los
demdas microorganismos de prueba no mostraron
inhibicién, ain a la concentracién de 100 mg/mL del

mucilago.
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Los resultados obtenidos sugieren que el mucilago
extraido de sabila A. vera L. puede ser usado como

antimicrobiano en productos hortofruticolas.
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