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RESUMEN 

Salmonella enterica ha sido reportada como una de las principales causas de brotes 
asociados al consumo de vegetales. La eficacia de los tratamientos de desinfección 
aplicados a los productos hortícolas puede verse reducida por la presencia de 
biopelículas bacterianas. Además, algunos desinfectantes tienen un efecto negativo 
en el medio ambiente, por ello existe una tendencia a utilizar compuestos 
antimicrobianos de origen vegetal en alimentos para el control de microorganismos 
patógenos al humano. El objetivo de este trabajo fue evaluar la supervivencia de 
Salmonella enterica en biopelículas sobre lechuga durante el almacenamiento y en 
presencia de aceite esencial de naranja verde (AEN) encapsulado. Se evaluó la 
capacidad de crecimiento y formación de biopelículas de 20 cepas de Salmonella 
enterica en extracto de lechuga y esferas de acero inoxidable a 35 °C mediante 
cultivo y la técnica del cristal violeta. Las seis cepas de Salmonella con mayor 
capacidad de adhesión y colonización se inocularon en lechuga y se almacenaron 
a 10° y 30° C. Se dio seguimiento a las poblaciones del patógeno y a la formación 
de biopolímeros durante el almacenamiento. Finalmente se determinó el efecto 
antimicrobiano del AEN encapsulado sobre Salmonella en la superficie de la 
lechuga. Todas las cepas mostraron capacidad de desarrollarse en el extracto de 
lechuga a lo largo del almacenamiento con un incremento promedio de 2.6 Log UFC/ 
ml. Se seleccionaron las cepas S1, S5, S12, S7, S3 y S9 por su capacidad de 
adhesión, desarrollo y formación de biopolímeros en esferas de acero inoxidable 
con extracto de lechuga. Tanto en 10, como en 30 º C se observó desarrollo del 
microorganismo; sin la presencia de AEN, el patógeno pudo aumentar su población 
en aproximadamente 0,8 y 2,0 Log UFC/cm² a 30 y 10 º C, respectivamente. La 
presencia de AEN, tanto encapsulados como no encapsulado, redujo la población 
alcanzada por Salmonella al final del almacenamiento mostrando diferencias de 0.4 
Log UFC/ cm² comparado con el control a 30°C y hasta 1 Log UFC/cm² comparado 
a 10 °C. Los agentes antimicrobianos extraídos de las plantas pueden ser una 
estrategia eficiente para reducir la actividad de patógenos como Salmonella en 
lechuga. 

Palabras clave: Salmonella, biopelículas, aceite esencial de naranja encapsulado, lechuga. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Salmonella enterica has been reported as one of the main causes of outbreaks 
associated with fresh produce consumption. The efficacy of disinfection treatments 
applied to fresh produce can be reduced by the presence of bacterial biofilms. In 
addition, some disinfectants have a negative effect on the environment, so there is 
a tendency to use antimicrobial compounds of vegetable origin in food for the control 
of human pathogens. The objective of this work was to evaluate the survival of S. 
enterica adhered on lettuce during storage in the presence of encapsulated green 
orange essential oil (AEN). The ability of 20 S. enterica strains to grow and form 
biofilms on lettuce extract and stainless steel spheres at 35 °C was evaluated by 
culture and the crystal violet technique. The 6 Salmonella strains with the highest 
adhesion and colonization capacity were inoculated on lettuce and stored at 10° and 
30°C. Pathogen populations and biopolymer formation during storage were 
monitored. Finally, the antimicrobial effect of encapsulated AEN on Salmonella on 
the surface of lettuce was determined. All strains showed capacity to grow on lettuce 
extract throughout storage with an average increase of 2.6 Log CFU/ml. Strains S1, 
S5, S12, S7, S3 and S9 were selected for their ability to adhere, develop and 
produce biopolymers on stainless steel spheres with lettuce extract. Both at 10 and 
30°C, microorganism development was observed; without the presence of AEN, the 
pathogen was able to increase its population by approximately 0.8 and 2.0 Log 
CFU/cm² at 30 and 10 °C, respectively. The presence of AEN, both encapsulated 
and un-encapsulated, reduced the population reached by Salmonella at the end of 
storage by differences of 0.4 Log CFU/ cm² compared to the control at 30 °C and up 
to 1 Log CFU/ cm² compared to 10 °C. Antimicrobial agents extracted from plants 
can be an efficient strategy to reduce the activity of pathogens such as Salmonella 
in lettuce. 

Keywords: Salmonella, biofilms, orange essential oil, encapsulated, lettuce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I. INTRODUCCIÓN 

México ocupa el décimo primer lugar en producción de cultivos agrícolas a nivel 

mundial (SIAP, 2020). La producción de hortalizas frescas en México se ha 

incrementado en las últimas décadas (Araneda et al., 2018) y nuestro país se 

encuentra entre los 10 primeros lugares en exportación mundial de hortalizas como 

aguacate, brócoli, coliflor, pepino y lechuga (SIAP, 2021). Las hortalizas para 

consumo en fresco han sido frecuentemente involucradas en brotes de 

enfermedades en Estados Unidos y el mundo (Ferris, 2022). Los productos 

hortofrutícolas asociados con más frecuencia, incluyen lechuga, espinaca, 

germinados, tomates, bayas y melón cataloupe (González, 2021); mientras que 

entre las bacterias enteropatógenas más importantes asociadas con las 

enfermedades transmitidas por alimentos se encuentran Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli (Heiman et al., 2015), Shigella sonei (Lynch y Hedberg 2009), y 

Salmonella spp. (Mba-Jonas et al., 2018). Siendo Salmonella el principal causante 

de brotes o enfermedades asociadas al cultivo de verduras a nivel mundial. En 

México se ha documentado la presencia de este microorganismo patógeno en 

alimentos frescos que ha causado diversos brotes (Vázquez-Garcidueñas et al., 

2014), en los que participan diferentes serovares como Salmonella Typhimurium 

(Cabrera-Diaz et al., 2013).  

Si bien la persistencia de Salmonella en los frutos podría estar asociada a procesos 

como adhesión, generación de biopeliculas y/o protección en estructuras de la 

superficie del fruto, los factores ambientales pueden también influir de manera 

decisiva. La habilidad para formar biopelículas es un factor importante en la 

sobrevivencia y persistencia microbiana en entornos bajo diversas condiciones 

estresantes, como desecación, bajo pH y alta salinidad (Gu et al., 2020). Por lo 

tanto, las bacterias en biopelículas son difíciles de eliminar o inactivar de las 

superficies, con lo que representan un mayor riesgo para la salud pública. 

 

 



Se han desarrollado nuevas estrategias de control contra formación de biopelículas 

de los patógenos, como desarrollo de superficies anti-adhesión, la interrupción de 

la detección del quórum sensing y péptidos antimicrobianos dirigidos selectivamente 

(Nostro et al., 2012). Además, hay una tendencia a la búsqueda de compuestos 

extraídos de plantas, como alternativas a los antimicrobianos tradicionales, por 

ejemplo, ácidos orgánicos, extractos de semillas de cítricos, y aceites esenciales. 

Dentro de este grupo destacan los aceites esenciales, los cuales tienen el atractivo 

adicional de que se pueden obtener de subproductos vegetales, el aceite esencial 

de naranja ha mostrado capacidad para inactivar patógenos como Salmonella en 

estudios in vitro (Cherrat et al., 2014; Mattos De Olivera et al., 2013; Signorini et al., 

2018). De acuerdo a lo anterior, la presente investigación tuvo como objetivo evaluar 

la sobrevivencia de Salmonella enterica en lechuga (Lactuca sativa L) durante el 

almacenamiento y en presencia de aceite esencial de naranja encapsulado (Citrus 

Aurantium Amara). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Lechuga (Lactuca sativa L)  

 

2.1.1 Descripción de la lechuga (Lactuca sativa L). 

 

La lechuga (Lactuca sativa L.) es una planta autógama, que presenta hojas 

redondeadas, lanceoladas o casi espatuladas, con su sistema radicular profundo y 

poco ramificado (Campos, 2012), según su taxonomía pertenece a la familia de 

Asteraceae y del género Lactuca (Cuadro 1), son de tallo cilíndrico y ramificado, 

presentan forma de aquenios provistos de hojas plumosas con ciclo vegetativo de 

3 a 4 meses, alcanzando una altura entre los 10 y 20 cm y su rendimiento óptimo 

de cabeza es de 24.500 kg/ ha. Esta hortaliza posee un sistema radicular bien 

desarrollado, estando de acuerdo la ramificación a la compactación del suelo (Pérez 

et al., 2018). Las flores son amarillas pequeñas, reunidas en anchas cimas 

corimbosas, con numerosas bractéolas (Aroquipa y Torres, 2020) y su contenido 

nutricional varía con el grado de color y la posición de la hoja en la cabeza (hojas 

externas e internas), las hojas externas son más ricas en nutrientes que las internas. 

La temperatura óptima para el crecimiento y desarrollo vegetativo de L. sativa L. se 

encuentra en el rango de 14-18 °C diurno y entre 5-8 °C nocturno (Ruiz, 2022). La 

humedad relativa conveniente para la lechuga es del 60 al 80 % (General, 2009) 

mientras que el requerimiento del agua en el cultivo de lechuga es cerca de 400 mm 

durante el cultivo, es usualmente adecuado para un buen desarrollo de la planta ya 

que una baja humedad en el suelo sería perjudicial, disminuyendo el crecimiento 

(General, 2009). 

 

 

 

 



Cuadro 1. Taxonomía de la lechuga (Lactuca sativa L.) 

Reino Plantae 

Subreino Tracheobionta 

División Macrophyliophita 

Sub-division Magnoliphytina 

Clase Paenopsida 

Subclase Asteridae 

Orden Asterales 

Familia Asteraceae/Compositae 

Género Lactuca 

Especie Sativa 

 

(Muñoz, 2018) 

 

2.1.2 Producción de lechuga 

En los últimos años en México, se cosecharon tres tipos y/o variedades de lechuga; 

Baby leaf que es una hortaliza considerada especial por estar orientada al segmento 

del mercado gourmet, por su diversidad de texturas y colores; lechuga Escarola que 

tiene un sabor ligeramente amargo y es la verdura con mayor contenido de ácido 

fólico. Y por último lechuga Romana que es la variedad de lechuga más común, con 

forma de ovillo compacto, sus hojas son largas y redondas, crujientes y de sabor 

suave (Paterlini et al., 2019). En promedio cada año se comercializa 

internacionalmente 2.2 millones de toneladas de lechuga, dónde destacan las 

exportaciones de México a países como Canadá, Costa Rica, Belice y Cuba según 

el Panomara agroalimentario (2022); En 2021 México se ubicó en el séptimo lugar 

a nivel mundial como productor con 509,084 toneladas, cantidad que ha mostrado 

un aumento en relación con años anteriores; debido al incremento en la demanda 

por parte de mercados que se han vuelto más selectivos y a que es una de las 

hortalizas más fáciles de consumir por el modo de preparación y por la 

implementación de sistemas que permiten una mayor producción de este cultivo.  



2.1.3 Consumo de lechuga en México. 

En la dieta humana las hortalizas tienen un importante papel como fuente de 

nutrientes y en el adecuado funcionamiento del aparato digestivo. En la última 

década el consumo de lechuga ha incrementado en todo el mundo debido a grandes 

beneficios que aporta a la salud (FAO, 2014) obtenido un saldo favorable en el área 

cosechada (Figura 1), traducido en la obtención de altos rendimientos en base a la 

superficie sembrada (CEDRSSA, 2018). 

 

(CEDRSSA, 2018). 

Figura 1. Área cosechada y producción de Lechuga periodo 2008-2018 con base de 

datos estadísticos corporativos de la Organización para la Alimentación y la 

Agricultura. 

Según el Panorama Agroalimentario 2022, el consumo anual per cápita de México 

es de 2.2 kg, con un 3.3 % de participación en la producción nacional de hortalizas. 

La lechuga se produce en veintidós entidades de México, de los cuales los mayores 

productores del país son, Guanajuato produciendo 181,015 ton (30.1 %), seguido 

Zacatecas con 79,963 ton (14.4 %) y Baja California con 66,264 ton (14.2 %) a lo 

largo del año, dónde en su conjunto aportan un promedio mensual nacional de 

42,971 toneladas.  



2.2 Contaminación durante el cultivo y cosecha de productos hortofrutícolas 

La contaminación precosecha de hortalizas puede deberse a una contaminación 

directa con cursos de agua, por el consumo de alimentos vegetales cultivados con 

aguas contaminadas, o por el consumo de alimentos del mar extraídos en cercanías 

a drenajes de aguas servidas (Pachepsky et al., 2011), siendo persistente cuando 

existe descarga continua de aguas desecho, debido a una gran concentración de 

animales silvestres u otros reservorios ambientales presentes. En algunos casos de 

contaminación poscosecha, la presencia de E. coli en hortalizas, como los brotes 

de alfalfa, las espinacas frescas y los brotes de trébol crudos, es significativamente 

más alta en las etapas finales de poscosecha en comparación con las primeras 

etapas de manipulación (Frank et al., 2012). En Chile, la detección de cepas de 

Salmonella multi-resistentes a los antimicrobianos en animales silvestres, es la 

evidencia que podría ser utilizada como un indicador al respecto (Dougnac et al., 

2015).  

Evitar la contaminación de verduras crudas con Salmonella es importante ya que se 

utilizan para preparar alimentos frescos y dado las dosis bajas del patógeno pueden 

ser suficientes para causar enfermedad; aunque la dosis infectante que se reconoce 

es de 105 a 108 UFC, puede ser tan baja como 1 UFC dependiendo de la edad, la 

salud del huésped y características de la cepa (Serrano et al., 2022). 

2.3 Sobrevivencia y desarrollo de los microorganismos patógenos en 

productos hortofrutícolas. 

2.3.1 Factores que afectan el comportamiento microbiano. 

Se ha demostrado que los productos frescos pueden contaminarse en cualquier 

punto de la cadena de producción entre la granja y la mesa, ya sea durante las 

etapas en el campo, durante el procesamiento inicial y en la cocina (Salas et al., 

2023). Por su parte las aguas de riego de diferente origen pueden tener una 

capacidad diferente para transmitir patógenos y sobrevivir e incluso crecer en la 

superficie de la hoja, además de sobrevivir en agua de 4 °C y 20 °C (Van Der Linden 

et al., 2014).  



Hay tres tipos de factores que afectan el microbiota presente en los productos 

frescos y son físicos, químicos y biológicos; Los físicos, como la temperatura y la 

humedad, afectan el crecimiento y algunas actividades metabólicas de los 

microorganismos, se sugiere mantenerse la lechuga a temperatura entre 2 y 4 ºC 

con humedad relativa del 85 – 90%, conservándose por un tiempo de 12 días bajo 

estas condiciones de almacenamiento (González & Galvis 2010). Desarrollo 

tecnológico para la optimización en la conservación de lechuga, tomate y zanahoria 

precortadas (alimentos mínimamente procesados). Los factores químicos incluyen 

el pH, la disponibilidad y el tipo de nutrientes en las verduras que pueden ser 

utilizados por los microorganismos. Por último, los factores biológicos incluyen la 

presencia de microbiota competitiva y las interacciones entre bacterias y plantas 

(Leyva, 2022). Salmonella se ha aislado de varias plantas utilizadas para el 

consumo humano como la espinaca, la lechuga, la alfalfa, el berro, el frijol, la rúcula, 

el tomate y el rábano, se consideran un hospedador secundario y ha desarrollado 

mecanismos de adhesión vegetal que varían según la cepa y la planta de que se 

trate (Franz et al., 2007).  Estas plantas tienen barreras físicas como cera, cutícula, 

pared celular y sitios de alojamiento como tricomas y estomas (poros naturales). 

Mientras tanto se ha demostrado que algunas bacterias utilizan las estomas como 

puntos de entrada al interior de las hojas donde pueden sobrevivir y penetrar en el 

interior de la planta en el apoplasto (Barak et al., 2005; Dinu et al., 2011). 

En la superficie del fruto los microorganismos epifítos pueden encontrarse en 

microcolonias o biopelículas, donde patógenos como Salmonella spp. pueden 

sobrevivir, (Carpio, 2022). La supervivencia y el crecimiento de microorganismos 

como Salmonella en plantas también depende de factores incluidas las 

características específicas del microorganismo, la madurez de la fruta, las 

condiciones ambientales, también las plantas más jóvenes son más susceptibles a 

la internalización de patógenos en comparación con las más viejas, además de los 

procesos de cosecha y poscosecha (Xylia et al., 2022) 

 



2.3.2 Adhesión y formación de biopelículas de Salmonella spp. durante la 

producción y almacenamiento de productos hortofrutícolas. 

Las bacterias como Salmonella spp. poseen características hidrofóbicas y pueden 

adherirse a la cutícula de la planta que está compuesta por ácidos grasos, 

polisacáridos y ceras (Di Ciccio et al., 2015).  La planta ofrece un ambiente que 

puede ser adverso a los microorganismos con condiciones aeróbicas, temperatura 

y pH más bajo en comparación con la óptima, un alto nivel de energía UV 

(ultravioleta) y superficies aéreas (filósfera), que son pobres en nutrientes (Brandl, 

2006); sin embargo las bacterias patógenas pueden permanecer en este entorno 

con baja actividad metabólica y son capaces de sobrevivir a cambios drásticos de 

temperatura, además autores mencionan que las condiciones de humedad tienen 

el mayor efecto sobre la supervivencia de Salmonella (Jung et al., 2021). Las 

biopelículas son el principal modo de supervivencia bacteriana y crecimiento en los 

ambientes naturales (Worthington et al., 2012). La habilidad para formar biopelículas 

es un factor importante en la supervivencia y persistencia en entornos bajo diversas 

condiciones estresantes, como desecación, alta acidez, alta salinidad además de 

agentes antimicrobianos dónde las células bacterianas se encuentran más 

protegidas (Gu et al., 2020). Por su parte la película fibrosa de celulosa ayuda a la 

adhesión de la bacteria a las células vegetales e incrementa su resistencia al 

hipoclorito; la adhesión de microorganismos a superficies de hortalizas o superficies 

inertes causa que estas células estén sometidas a estrés lo cual puede producir la 

formación de una biopelícula con la consecuente resistencia al estrés ambiental, así 

como resistencia a antimicrobianos (Ferreira et al., 2014). Patógenos como 

Salmonella poseen factores de adherencia para la colonización que puede 

promover la persistencia; estas pueden desarrollar hasta conformar comunidades 

microbianas en donde las células bacterianas están incrustadas en matrices de 

polímeros extracelulares en verduras crudas, se ha reportado que la celulosa es 

uno de los principales componentes de la matriz extracelular de las biopelículas de 

Salmonella (Castelijn et al., 2012). Estrada (2019), menciona que Salmonella 

Enteritidis puede formar biopelículas en frutas como fresas almacenadas tanto a la 



temperatura de 20 °C como 7 °C, siendo a 20 °C más rápida tanto la adhesión del 

microorganismo al fruto como la producción de material polimérico. 

Por lo que, las biopelículas son difíciles de eliminar o inactivar de las superficies, 

haciéndolos un mayor riesgo para la salud pública. Mientras tanto, Salmonella 

contamina las hortalizas durante la cadena de producción y continua viable al llegar 

al consumidor (Loo, 2017). Loo (2017), realizó un estudio de comportamiento 

cinético de Salmonella en jitomates variedad cherry, observando que Salmonella 

puede aumentar 1 log UFC/ mL a 22 °C en 24 horas y en la cinética de L. 

monocytogenes en la superficie del jitomate, se observó un comportamiento estable 

sin aumento en la población a 4 °C durante los 7 días de almacenamiento.  

S. enterica persiste y prolifera en el medio ambiente, independiente de los 

huéspedes animales (Doulgeraki et al., 2016). En las industrias alimentarias, las 

bacterias patógenas como Salmonella pueden formar biopelículas y juegan un papel 

vital en la supervivencia dentro de las instalaciones de procesamiento, lo que 

provoca el deterioro de los alimentos y pone en peligro la salud de los consumidores 

(Galie et al., 2018).  

2.4. Brotes de enfermedad e incidencias de Salmonella en lechuga (Lactuca 

sativa L). 

El consumo de productos frescos en 2010 y 2016 fue de 67.2 y 68.7 kg, 

respectivamente (USDA, 2018).  Las verduras de hoja, como la lechuga, la espinaca 

y las hierbas frescas, son algunas de las verduras más frecuentemente relacionadas 

con infecciones bacterianas (Cabellos, 2022) 

Para el año 2011, el Comité Asesor sobre Seguridad Microbiológica de los 

Alimentos (ACMSF) informó que, en el Reino Unido, se notificaron 531 casos de 

enfermedades, incluida una muerte, relacionadas con el consumo de frutas y 

verduras entre 2008 y 2010 (ACMSF, 2011). El mayor número de casos de 

enfermedad fueron asociados al consumo de lechuga romana contaminada. Del 

periodo de 2010 a 2017, ocurrieron 1797 brotes transmitidos por alimentos con un 

vehículo alimenticio confirmado en los EE. UU, de los cuales el 12.7 % se 

atribuyeron a productos frescos (CDC, 2017d). En el año 2017 registró un total de 



15,481 casos de enfermedad y 649 brotes en E.E.U.U, y los patógenos que fueron 

mayormente los causantes de esas enfermedades fueron el norovirus y Salmonella 

en frutas y verduras frescas (Olea et al., 2012). También cinco brotes causados por 

E. coli se asociaron con lechuga romana (CDC 2017a; FDA, 2013a). Lechuga 

contaminada con L. monocytogenes causó casos de enfermedad en nueve estados 

de E.E.U.U. en el 2016 (Self et al., 2016). Para el año 2017, Salmonella Saintpaul y 

S. Javiana fueron las etiologías confirmadas con mayor frecuencia en estos brotes 

(Angelo et al., 2014); sin embargo, los serotipos Newport, Poona y Oslo también 

estuvieron implicados. Recientemente Zhang et al., (2018) reportó la presencia de 

E. coli O157:H7 en ciertos tipos de vegetales frescos, y aunque la prevalencia fue 

relativamente baja, este microorganismo puede causar enfermedad grave en los 

consumidores. También hay informes actuales sobre brotes provocados por el 

consumo de lechuga, regada con agua contaminada con E. coli O157: H7 (CDCd, 

2017). López et al., realizaron un estudio en 2014, en muestras de verduras frescas 

como lechuga, cilantro y pepino obtenidas de mercados públicos de la ciudad de 

Puebla y Atlixco, dónde se recuperaron Salmonella spp. y E. coli O157:H7 en un 2.5 

% de estos productos frescos. Las frutas también son el vehículo alimenticio 

mayoritario implicado en los brotes atribuidos a S. enterica (41.1 %) (Chen et al., 

2017).  

Desiree et al., (2021) investigaron a Salmonella enterica y organismos indicadores 

(Escherichia coli y coliformes) en la superficie de verduras frescas donde los niveles 

de S. enterica fueron más altos en la lechuga (5.7 log UFC/g) mostrando prevalencia 

microbiana en las verduras crudas vendidas en los mercados informales de 

Camboya. 

2.5 Salmonella spp.  

2.5.1 Características generales 

Salmonella enterica es un género de la familia Enterobacteriaceae, cuyos miembros 

se caracterizan por ser bacilos Gram negativo, facultativos y generalmente móviles 

con flagelos peritricos, no fermenta la lactosa, no produce oxidasa ni ureasa y utiliza 



el citrato (Da Silva et al., 2018). Salmonella crece a temperaturas entre 8 y 45 °C, 

aunque su velocidad de desarrollo se ve muy reducida a < 15 °C.  

Este patógeno es capaz de desarrollar en valores de pH de 4.0 a 9.5 y actividad de 

agua tan baja como 0.94 (Chlebicz y Slizewska, 2018). El género Salmonella se 

divide en dos especies, Salmonella bongori y Salmonella enterica, esta última 

incluye seis subespecies S. enterica (I), S. salamae (II), S. arizonae (IIIa), S. 

diarizonae (IIIb), S. houtenae (IV), S. indica (VI) (Castillo et al., 2008). Actualmente 

se conocen más de 2,500 serovares de Salmonella en el mundo de acuerdo a sus 

antígenos somáticos (O) y flagelares (H). La mayoría de los serovares que se 

conocen pertenecen a S. enterica subsp. enterica (subsp. I), las cepas de estos 

serovares son responsables de la mayoría de las infecciones en humanos y 

animales de sangre caliente (Le Minor y Popoff, 1997). Salmonella spp. tiene una 

mezcla de factores de virulencia que la hacen un enteropatógeno muy complejo, 

cuando se encuentra fuera del humano sufre condiciones de estrés como la falta de 

nutrientes, estrés osmótico, variaciones en temperatura y pH; y es cuando se ha 

observado que desarrolla el estado viable pero no cultivable. Cuando encuentra las 

condiciones óptimas deja este estado y empieza a desarrollar (Pérez et al., 2014). 

2.5.2 Salmonelosis 

En humanos, la salmonelosis incluye varios síndromes como la fiebre enterica, 

gastroenteritis, septicemia, infecciones locales y, en el caso de algunos serotipos se 

ha descrito un estado de portador asintomático. Salmonella enterica causa 

diferentes infecciones intestinales conocidas, estas se dividen específicamente en 

dos síndromes: La fiebre enterica, que incluye la fiebre tifoidea y la fiebre 

paratifoidea causadas por S. Typhi y por S. Paratyphi, tienen sintomatología similar 

entre ellas, aunque con menor intensidad para el caso de la fiebre paratifoidea. 

Salmonella Typhi causa la fiebre tifoidea en humanos que son los únicos 

hospedantes, esta enfermedad prevalece en países en vías de desarrollo, hay 

aproximadamente 17 millones de casos, 23 anuales con casi 600,000 muertes en 

Asia y África (Gundogdu et al., 2017).  Por otro lado, la gastroenteritis que es el 



síndrome más común causado por una diversidad de serotipos, presenta un periodo 

de incubación entre 12 a 36 horas y duración entre uno a cuatro días. 

 La concentración de 105 a 108 células de Salmonella viables en el alimento tiene la 

capacidad de colonizar el intestino, dónde el periodo de incubación es de 8 a 48 h 

después de la ingesta (Gal-Mor et al., 2014). Aunque se han reportado brotes de 

salmonelosis en los que se estima que las personas ingirieron 10-100 células y 

presentaron la enfermedad (Carpio, 2022).  La presencia de Salmonella en 

alimentos para consumo humano y animal se considera un riesgo para la salud 

pública (Agbaje et al., 2011). Se sabe que la materia fecal de animales puede 

albergar S. enterica, la intrusión de estos animales a las unidades de producción 

puede conducir a la contaminación del agua y los cultivos (Wiedemann et al., 2014).  

2.6 Salmonella en México 

2.6.1. Presencia de Salmonella en México 

En México, la incidencia de 142 enfermedades sujetas a vigilancia epidemiológica 

son registradas semanalmente en el Boletín Epidemiológico, para el año 2021 se 

registró un total de 5, 378,162, de enfermedades ocasionados por bacterias, 

parásitos, virus y mico toxinas en México; De los cuales la categoría de “Infecciones 

Intestinales por Otros Organismos y las mal definidas” fue la que presentó mayor 

número de enfermedades con 2, 771, 141 seguido de “enfermedades infecciosas 

intestinales” con 2, 521, 996, de enfermedades en ese año (SINAVE, 2021).  

Existen diversas investigaciones que revelan la presencia de Salmonella en 

diferentes ambientes, este microorganismo ha sido aislado de ríos, cultivos 

hidropónicos, animales silvestres en cautiverio (Silva-Hidalgo et al., 2017), en 

vegetales crudos para consumo humano (Gómez-Aldapa et al., 2013) y también en 

animales para obtención de alimentos y productos cárnicos procesados en México. 

Se considera que la mayoría de las infecciones causadas por S. enterica están 

asociadas al consumo de alimentos de origen vegetal, registrando un mayor número 

de casos (Boletín epidemiológico, 2020).  



La Organización Mundial de la Salud (OMS) confirmó que S. enterica (NTS) no 

tifoidea y S. Typhi son los principales patógenos transmitidos por los alimentos en 

el mundo que causan un gran número de enfermedades (OMS, 2015). Se ha 

evidenciado la presencia de Salmonella spp. en los alimentos, en mariscos 

recolectados en zonas de pesca de los Estados de Veracruz y Campeche, como 

pulpo y almejas crudas. S. enterica se encontró en 11.7 % y 11.0 % de las muestras 

analizadas, respectivamente (Estrella-Gómez et al., 2016).  

En el caso de los productos cárnicos, los cinco serotipos de S. enterica más 

frecuentemente aislados de carne cruda vacuno son los serotipos Typhimurium (19 

%) y Anatum (16 %); mientras que los serotipos Gallinarum (16 %) Anatum (15 %) 

y Typhimurium (16 %) fueron encontrados con frecuencia en pollo (Joeger et al., 

2009); Salmonella Anatum (16 %) y S. Typhimurium (17 %) se identificaron en 

muestras de cerdo respectivamente. También en productos cárnicos elaborados, la 

prevalencia de S. enterica en chorizo (salchicha de carne rellena tradicional 

mexicana) fue de 36 % y longaniza (salchicha curada tradicional mexicana) de 48 

% respectivamente, en el estado de Jalisco (Torres et al., 2011). De igual 

importancia en el caso de los lácteos, estudios realizados en los estados de Jalisco 

e Hidalgo mostraron la presencia más frecuente de Salmonella Amsterdam (22.5 %) 

y Salmonella Anatum (16.9 %) en queso fresco (1.1–34 %) (Torres et al., 2011).  

En 2017, el número de casos notificados de salmonelosis no tifoidea (92,013) fue 

mayor que los casos reportados a causa de Salmonella Typhi (45,280) y Salmonella 

Paratyphi a (12, 458) (Godínez et al., 2020).  Sin embargo, recientemente en el 2018 

la salmonelosis registra el mayor número de casos notificados (79,903) comparado 

con otras enfermedades infecciosas (Figura 2.) 

 



 

(SINAVE, 2020) 

Figura 2. Casos de salmonelosis y otras enfermedades relacionadas en México. 

El brote más grande considerando número de estados afectados y número de 

casos, asociado a alimentos producidos en nuestro del país fue el ocurrido en 

Estados Unidos en 2015 y se relacionó con pepinos contaminados con S. enterica 

Poona (CDC, 2016b). Con respecto a los casos clínicos registrados en los centros 

de salud del país se ha encontrado que los serovares más frecuentes son: 

Typhimurium, Enteritidis, Derby, Agona y Anatum (Gutiérrez-Cogco et al., 2000). En 

un estudio realizado en el estado de Yucatán, S. enterica se detectó en el 18.7 % 

de las muestras de heces de personas que tenían los síntomas; los serotipos S. 

Typhimurium (21.8 %), S. Agona (21 %) y S. Anatum (5.8 %) fueron los más 

encontrados (Zaidi et al., 2013).  

Aunque de manera limitada, se han descrito algunos serovares implicados en 

algunos brotes, como un brote que surgió en una prisión de México en el año 2010 

y donde se encontró que el agente causal fue S. Oranienburg (Vázquez- 

Garcidueñas et al., 2014). 
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2.7 Control y agentes antimicrobianos 

 

2.7.1 Desinfección de productos hortofrutículas 

La contaminación por patógenos en los productos hortícolas puede ocurrir en la 

producción en campo a diversas fuentes de contaminación y, también durante 

poscosecha (Liu et al., 2005). De acuerdo con la Ley de Modernización de la 

Seguridad Alimentaria (FMSA) para los productos frescos, los manipuladores de 

alimentos deben recibir educación sobre el uso apropiado de agentes 

desinfectantes y sobre los principios de higiene y seguridad alimentaria para reducir 

los brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos asociados al consumo 

de verduras crudas. Se están evaluando activamente otros desinfectantes 

alternativos, incluidos el ozono, el ácido peroxiacético y el dióxido de cloro, para 

determinar su eficacia contra microorganismos patógenos y deterioradores.  

El ácido peracético (80 ppm), el cloro (100 y 200 ppm), el dióxido de cloro (3 y 5 

ppm) y el ozono (3 ppm) reducen las poblaciones > 4 log de E. coli O157:H7 

inoculado en manzanas, lechugas, fresas y melón (Qi et al., 2018). Liao et al, (2000) 

observaron una reducción limitada de Salmonella Chester (1-2 Log/UFC) en discos 

de manzana tratados con peróxido de hidrógeno, hipoclorito de calcio e hipoclorito 

de sodio. Rodgers et al., (2014) solo detectaron el uso de peracético de 80 ppm 

ácido en lechuga picada y 200 ppm de hipoclorito de sodio en manzanas enteras.  

Hoy en día, debido a su bajo costo y gran disponibilidad, el desinfectante más 

comúnmente utilizado es el hipoclorito (100 a 200 ppm), la solución de clorado es el 

desinfectante de uso más convencional aplicado para verduras mínimamente 

procesadas (Nou et al., 2011), con eficacia de 5 Log UFC/ mL de reducción 

(Patrignani et al, 2015). Sin embargo, los microorganismos patógenos que se 

encuentran adheridos formando biopelículas son difíciles de disminuir mediante 

desinfección (Dougnac et al., 2015); Según Moraes et al. (2018), debido a que 

Salmonella realiza proceso de formación de biopelículas muestra disminución en 

efectividad de estos desinfectantes.  

 



2.7.2 Aceites esenciales como antimicrobianos en alimentos 

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos químicos 

orgánicos, provenientes de una misma familia química, terpenoides. Obtenidas de 

diferentes órganos vegetales (flores, capullos, semillas, hojas, ramitas, etc.), con 

propiedades antimicrobianas y antifúngicas (Amor et al., 2021). Tienen la propiedad 

en común, de generar diversos aromas agradables y perceptibles al ser humano 

(Muñoz, 2002; Peter, 2004).  

Actualmente se han utilizado aceites esenciales que poseen propiedades 

antimicrobianas y antioxidantes en sistemas alimentarios (Calo et al., 2015; Amor et 

al., 2021). Cinnamomum zeylanicum EO (CEO) es efectivo, según su concentración 

mínima inhibitoria (MIC 1.25–1.87 μL/ mL) sobre microorganismos como Salmonella 

y hongos como Aspergillus parasiticu. Cinco μL/ mL CEO, aplicado en lechuga, 

inmediatamente reducen las células depositadas y fuertemente adheridas 

(reducción de 0.78 Log y 0.63 Log/UFC/cm², respectivamente), con efecto 

significativo hasta las 120 h. CEO también inhibe la actividad de polifenol oxidasa, 

por lo tanto, preservando el color de la lechuga durante su almacenamiento (Rossi 

et al., 2019). 

 Nychas y Skandamis (2000), inocularon en ensalada de berenejena con la bacteria 

E. coli O157:H7, ésta se almacenó durante cuatro días a diferentes temperaturas 

(0, 5, 10 y 15 °C) y se añadió AE de orégano en diferentes concentraciones; 

después de tres días de almacenamiento el AE de orégano (en concentraciones de 

7-21 µL/ g) sí tuvo efecto antibacteriano contra E. coli O157:H7. 

De igual forma se ha probado el gel de la sábila (Aloe vera) y quitosano, en frutas 

con almacenamiento como pimiento morrón, papaya maradol y rodajas de kiwi 

contra hongos y bacterias demostrando que las frutas recubiertas con el gel de Aloe 

vera muestran la población más baja de entre 90 y 3.15 UFC/ g (Benítez et al., 2015; 

Castillo, 2015; Manoj et al., 2016). 

 

 

 

 



2.8 Aceite esencial de naranja (Citrus Aurantium Amara) como agente 

antimicrobiano 

 

Los cítricos son los frutos de hoja persistente más importantes en regiones 

tropicales y subtropicales del mundo y se cultivan en más de cien países (Zhang, 

2014). En 2020 México fue incluido entre los principales exportadores de aceite 

esencial de naranja (Citrus Aurantium Amara), perteneciente a la familia de los 

cítricos. El interés en la industria alimentaria es debido a que los análisis 

fitoquímicos del aceite esencial de naranja (Citrus Aurantium Amara) han 

demostrado la presencia de flavonoides y compuestos fenólicos (Abu-seif et al., 

2009). Núñez et al., (2022) identificaron hasta 95% de compuestos etanólicos y la 

mayor concentración de flavonoides en hojas  de la especie Citrus  aurantium L, 

además de otros metabolitos como alcaloides, triterpenos (Youcef-Ettoumi et al., 

2020). Estos compuestos pueden contribuir a su actividad antimicrobiana, ya que 

puede dañar directamente la pared celular y causar una disminución del potencial 

de membrana que podría conducir a fuga de iones de calcio, así como otros 

componentes (Maqbool et al., 2011). Kim et al., (1995) estudiaron la actividad 

antibacteriana de 11 componentes de aceites esenciales contra Escherichia coli, E. 

coli 0157: H7, S. Typhimurium, Listeria monocytogenes y Vibrio vulnificus. 

Informando que los componentes de los aceites esenciales de cítricos, como 

limoneno, linalool, citronelal, geraniol y perilaldehído, tienen fuerte actividad contra 

S. Typhimurium, y su mutante resistente a la rifampicina in vitro. Resultados 

obtenidos del método de difusión en disco seguido de mediciones de MIC confirmó 

que las cepas de S. aureus fueron las bacterias más sensibles con la zona de 

inhibición más alta y la CIM más baja y valores de MBC (0.25 % y 0. 5% v / v).  

El aceite esencial ejerce dosis de actividad dependiente con efectos más 

pronunciados contra S. aureus (5.8 a 7.9 mm) que en E. coli (1.7 a 3.1 mm).  Para 

Cepas de L. monocytogenes, la actividad inhibidora fue más pronunciado a la 

concentración de 0.5 %. El citral y el perilaldehído tenían MBC de 100 y 250 pg/ mL 

contra V. vulnificus. El citral, el geraniol y el perilaldehído a 500 pg/mL redujeron 

completamente a E. coli, E. coli 0157: H7, y S. Typhimurium, mientras que el 



citronelal a 250 pg/ mL inactivó a V. vulnificus. Chaieb et al., (2018) investigaron la 

composición química del aceite esencial de naranja amarga aislado de áreas de C. 

aurantium, donde, identificaron veinti nueve compuestos químicos donde el 

Limoneno (67,1 %), Linalool (8,37 %), β-pineno (4,02 %), mirceno (3,17 %), β-

ocimeno (2,36 %) y α-pineno (1,18 %) fueron los principales compuestos.  Zhong et 

al., (2022) mencionan que la alta presencia de limoneno en aceites esenciales como 

Citrus unshiu Mar participando como el agente mayoritario con actividad frente a 

diversas cepas como Aeromonas hydrophila además de otros patógenos como, 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella entérica destruyendo 

la integridad de la membrana celular, e influir en su potencial celular. Juarez et al., 

(2010) determinaron la composición química de aceite esencial de naranja dulce 

(Citrus sinensis L), por Cromatografía de Gases/Espectrometría de Masa (CG/ EM), 

destacándose en el cromatograma la identificación de Limoneno, ß-linalol, decanal 

y 2 (10)-pineno (1S,5S)-(-)-.  

También evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial in vitro contra 

cepas de microorganismos Gram (+), como Staphylococcus aureus ATCC 25933 y 

Staphylococcus epidermidis, demostrando actividad antibacteriana significativa a 

concentraciones de 100 y 50%, respectivamente; no así con los microorganismos 

Gram (-): Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853. 

 

 

 

 

 

 

 

 



III. JUSTIFICACIÓN 

 

La resistencia bacteriana comprende diferentes eventos evolutivos y de adaptación 

que puede disminuir la eficiencia de  la desinfección química en alimentos. Diversos 

estudios han buscado desarrollar estrategias alternativas a los desinfectantes 

convencionales que se aplican a vegetales de consumo crudo. La lechuga es un 

alimento de amplio consumo en México y este alimento se ha asociado a diversos 

brotes de enfermedad en distintos países; el principal patógeno asociado a estos 

brotes ha sido Salmonella. 

Los aceites esenciales se reconocen por su efecto antimicrobiano, pero por sus 

propias características pueden perderse por volatilización y la encapsulación podría 

evitarlo. Sin embargo, es limitada la evaluación de estos agentes antimicrobianos 

en alimentos, por ello es importante otro panorama del uso de estos aceites 

esenciales debido a su composición química que está fundamentado que contribuye 

a disminuir el crecimiento de patógenos en medios de cultivo. La aplicación de 

aceites esenciales en los alimentos para prevenir el crecimiento y sobrevivencia de 

agentes patógenos como Salmonella puede ser una estrategia que impacte en la 

disminución de las enfermedades que se transmiten por los alimentos a nivel 

mundial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. OBJETIVOS 

 

 

4.1 GENERAL 

Evaluar la sobrevivencia de Salmonella enterica en lechuga (Lactuca sativa 

L) durante el almacenamiento y en presencia de aceite esencial de naranja 

encapsulado (Citrus Aurantium Amara). 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

 

4.2.1 Evaluar la capacidad de cepas de Salmonella para desarrollar en extracto de 

lechuga. 

4.2.2 Caracterizar cepas de Salmonella spp. en su capacidad para formar 

biopelículas en esferas de acero inoxidable y presencia de extracto de 

lechuga y su susceptibilidad al aceite esencial de naranja amarga. 

4.2.3 Evaluar la sobrevivencia y desarrollo de Salmonella spp. adherida sobre 

lechuga (Lactuca sativa L) almacenada a 10 y 30 ºC en presencia de aceite 

esencial de naranja amarga encapsulado. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 



V. METODOLOGÍA 

5.1 Materiales 

5.1.1 Lechuga 

Hortalizas de lechuga (Lactuca sativa L), adquiridas de un mercado local del estado 

de Querétaro. 

5.1.2 Aceite esencial de naranja amarga. 

El aceite esencial de naranja amarga (AEN) fue comprado en la empresa 

BIOEXTRACTO de Jurica Querétaro. El AEN fue obtenido por hidrodestilaciòn de 

la cáscara de la fruta conocida como naranja agria/amarga (Citrus aurantium 

Amara). Es soluble en aceites, parcialmente soluble en alcoholes e insoluble en 

agua. Su aspecto es líquido, transparente, incoloro, aroma amargo y sabor cítrico y 

amargo. El AEN fue caracterizado mediante   

5.1.3. Cepas de Salmonella. 

Se emplearon 20 cepas (Cuadro 2) de Salmonella entérica donadas por el 

Laboratorio de Salud del Estado de Michoacán que fueron utilizadas en el 

experimento. Las cepas fueron almacenas a -20°C con caldo soya tripticasa (CST) 

y glicerol hasta su uso. 

Cuadro 2. Cepas de Salmonella entérica 

1.- S. Saintpaul. 11.- S. Bareilly. 

2.- S. Give. 12.- S. Tenessee. 

3.- S. Virchow. 13.- S. Derby. 

4.- S. Typhimurium. 14.- S. Cannstatt. 

5.- S. Hadar. 15.- S. Agona. 

6.- S. Oranienborg. 16.- S. Bovismorbificans 

7.- S. Rissen. 17.- S. Enteritidis. 

8.- S. Oslo. 18.- S. Anatum 

9.- Salmonella spp. 19.- S. Enteritidis. 

10.- S. Muenchen. 20.- S. Muenchen. 

 



5.1.4 Perlas de acero inoxidable 

Se utilizaron unidades de 4 mm/0.2in de perlas de acero inoxidable reutilizables 

(Navaris). 

5.1.5 Equipos principales 

- XH-D Vortéx Mixer Eurotech 

 - Centrífuga METRIX® Velocity 14  

- Homogeneizador Stomacher® 

- Incubadora INCUBATOR® 815  

- Microscopio óptico B-159 1000X óptima. 

- Campana de flujo laminar Biobase 

- Autoclave Wisconsin 

-Lector de microplacas Varioskan Lux Reader 

 

5.2 Métodos 

5.2.2 Procedimientos generales 

5.2.2.1 Preparación del inóculo 

Se reactivaron las cepas transfiriendo 10 µL de la suspensión conservado a -20 °C, 

a un tubo con 1mL de (CST), y se incubaron a 30 °C/ 24h. Se realizaron dos 

subcultivos sucesivos en el mismo medio y condiciones de incubación, sólo que en 

el último el tiempo de incubación fue de 18 h.  Se cosecharon las células mediante 

centrifugación (4500 x g, 15 min) y se lavaron dos veces con 900 μL solución salina 

isotónica (NaCl 0.85 %). Posteriormente se realizaron diluciones para llegar a 

suspensión requerida de cada cepa de Salmonella  activada y lavada (104 UFC/ mL) 

que sería utilizada para los experimentos. 

 



5.2.2.2 Preparación del extracto de lechuga (Lactuca sativa L) 

Se preparó una solución al 5 % p / v de lechuga en agua destilada estéril. La mezcla 

de lechuga-DP, fue homogenizada durante dos minutos a alta velocidad en un 

homogenizador (Stomacher) y esterilizada a 121 °C por 15 min. A partir de la 

suspensión estéril se prepararon diluciones para tener concentraciones de 0.5 1 y 

3 %). Las suspensiones se emplearon como fuentes de nutrientes para Salmonella 

en los procesos de adhesión y formación de biopelículas (5.2.5.1). El extracto al 3 

% fue enviado al Laboratorio Especializado en Análisis de Alimentos de la 

Universidad Autónoma de Querétaro de la Facultad Química para la realización de 

un análisis bromatológico de humedad (AOAC 925.09B), proteína (AOAC 954.01), 

cenizas (AOAC 923.03) y finalmente análisis de azúcares (NOM-086-SSA1-1994) 

reductores totales (apéndice normativo C inciso 2). La muestra se analizó por 

triplicado y el cálculo de los resultados se hizo en base húmeda.  

 

5.2.3 Condiciones de temperatura de los principales estados productores de 

lechuga en México. 

Se llevó a cabo recopilación de datos de temperatura en los últimos 5 años, del 

2018-2022 y de los principales meses de producción de la lechuga (Junio- Agosto) 

en los estados que muestran mayor producción de lechuga de en el país según el 

Atlas agroalimentario 2022 (Aguascalientes, Baja California, Guanajuato, México, 

Puebla, Querétaro, San Luis Potosí, Sonora, Tlaxcala y Zacatecas) (Atlas 

agroalimentario, 2022).  

Se recolectaron los datos mediante un promedio de la temperatura mínima, media 

y máxima para identificar los niveles de temperatura a los que se expone la lechuga. 

5.2.4 Caracterización de aceite esencial de naranja amarga. 

Se realizó la caracterización del aceite esencial de naranja amarga (AEN) en cuanto 

a sus propiedades físicas como densidad relativa (Norma NTP-ISO 279:2011 

picnómetro), misibilidad (Wang et al., 2011) e índice de refracción (Binsi et al., 

2013). La caracterización química del AEN se realizó mediante cromatografía de 



gases acoplada a masas donde al AEN se diluyó a 1:100 en n-hexano y luego fue  

inyectado (1 μL, relación de división: 1:50) en un sistema GC-MS (cromatógrafo de 

gases Agilent 6898N equipado con un espectrómetro de masas de 5973 N). 

 La fase estacionaria fue compuesta por una columna capilar HP-5MS (5 % de 

fenilmetilpolisi loxano, 30 m de longitud × 0.25 mm de d.i., 0.1 μm de espesor de 

película, Agilent, Folsom, CA), mientras que la fase móvil será helio (99.999 %) a 1 

mL/ min. La temperatura del horno programada fue de 60 °C a 220 °C a 4 °C/ min, 

luego se elevó a 280 °C a 11 °C/ min. Los espectros de masas se obtuvieron en 

modo de impacto de electrones (EI, 70 eV) en el rango de 29 a 400 m/ z. El análisis 

cualitativo y cuantitativo se realizó utilizando el MSD Software ChemStation (Agilent, 

versión G1701DA D.01.00) (Maggi et al., 2010). Como estándares se utilizó una 

mezcla de los principales componentes reportados para el AEN y para calcular la 

retención lineal en dados (RI). Los componentes fueron identificados mediante la 

comparación de tiempos de retención (RT), RI y espectros de masas (MS) de picos 

con los obtenidos con los estándares. Los porcentajes relativos del área de los picos 

se obtuvieron mediante normalización del área de pico sin aplicar factores de 

corrección.  

5.2.5. Evaluación de la capacidad de desarrollo y formación de biopelículas de 

Salmonella con extracto de lechuga (Lactuca sativa L). 

En placas de 100 pocillos con 240 μL de extracto de lechuga al 0.5, 1 y 3 % (sección 

5.2.2.2) de manera individual se inocularon 10 μL de la suspensión de cada cepa 

de Salmonella  activada y lavada (104 UFC/ mL) y se almacenaron a 35 °C/ 48 h. 

De manera periódica se realizaron mediciones de DO a 600nm en el 

espectrofotómetro y se llevó a cabo el recuento de células viables por el método de 

Miles y Misra en agar soya tripticasa (AST). 

 Una vez finalizado el almacenamiento los pocillos se lavaron tres veces con 300 μl 

de agua destilada estéril y se llevó a cabo la técnica de cristal violeta donde las 

bacterias adheridas se fijaron con 250 μL de metanol durante 15 min, 

posteriormente se vació el metanol y la cada pocillo se tiñó con 250 μl de cristal 

violeta durante 5 min para luego ser enjugadas con 250 μl de agua destilada dos 



veces. Finalmente, el colorante se resolubilizó con 250 μl de 33 % (v / v) ácido 

acético por pocillo y se procedió a determinar la DO a 570 nm.   

5.2.5.1 Evaluación de la capacidad de desarrollo y formación de biopelículas de 

Salmonella en esferas de acero inoxidable con extracto de lechuga (Lactuca sativa 

L). 

Se empleó como fuente de extracto de lechuga al 3 % para evaluar la formación de 

biopelículas en esferas de acero inoxidable. En tubos eppendorf con tres perlas de 

acero inoxidable se agregaron 20 µl de Salmonella (4 Log UFC/ ml) y 500 µl de 

extracto de lechuga y se almacenaron a 35 °C/ 3h. 

Para obtener el porcentaje de adhesión de cada cepa, se tomaron tres unidades 

experimentales a las tres horas de almacenamiento y se realizaron dos lavados con 

500 µl de solución salina. Las esferas lavadas se colocaron en solución salina y se 

homogenizaron en vortex por un minuto, se realizaron diluciones con solución salina 

y alícuotas de 100 µl se sembraron en AST por extensión en superficie; las placas, 

fueron incubadas a 35°. Esferas con células adheridas fueron colocadas en tubos 

eppendorf con 500 µl de extracto de lechuga (3 %) y fueron almacenadas a 35 °C/ 

48h; a las 0, 3, 24 y 48 hr se cuantificaron las células adheridas como ya se 

describió. A partir de los datos obtenidos se estimó el porcentaje de adhesión a las 

3 h de contacto con esferas de acero inoxidable: 

Porcentaje de adhesión= [(células que lograron permanecer adheridas tras los  

lavados con SSF/ Total de células inoculadas en la suspensión) *100]. 

El incremento de la población de Salmonella mediante una resta del tiempo 0 con 

la población a las 24 y 48 h de almacenamiento. 

Para dar seguimiento a la capacidad de formación de biopolímeros se realizó la 

técnica de cristal violeta a las 24 y 48 h de almacenamiento, dónde se tomaron tres 

unidades experimentales de cada cepa de Salmonella, posteriormente se vertió́ el 

contenido en los tubos eppendorf  (20 µl de Salmonella y 500 µl de extracto de 

lechuga 3 %) dejando sólo las tres perlas de acero inoxidable dónde las bacterias 

adheridas se fijaron con 250 μL de metanol durante 15 min para posteriormente 



vaciar el metanol. Las perlas de acero inoxidable se tiñeron con 250 μl por pocillo 

de cristal violeta durante 5 min para luego ser enjugadas con agua destilada estéril.  

Finalmente, el cristal violeta de solubilizó con 250 μl de ácido acético glacial 33 % 

(v/v) por pocillo y se procedió́ a realizar la medición a 580 nm.  

Es así dónde al término del almacenamiento se seleccionaron las cepas que 

presentaron mayor capacidad de adhesión, de desarrollo (incremento 48 h) y 

formación de polímeros para ser utilizadas para evaluar sobre lechuga.  

5.2.6 Evaluación de la capacidad de cepas de Salmonella para adherirse y formar 

biopelículas en lechuga (Lactuca sativa L). 

Se utilizaron porciones cuadradas de 1 cm² de lechuga que se inocularon con 5 

gotas de 10 µL cada una de una suspensión de 4 Log UFC/ mL de una mezcla de 

cepas activadas de Salmonella. Se dejaron secar a 25 º C/ 3 h, se lavaron en tres 

ocasiones con 2mL de solución salina (SSF) y se estimó la proporción adherida 

mediante:  

Porcentaje de adhesión= [(células que lograron permanecer adheridas tras los tres 

lavados con SSF/ Total de células inoculadas en la suspensión) *100]. 

Las porciones de lechuga con células adheridas de Salmonella se colocaron en 

cajas Petri y se adicionaron 50 µL de extracto de lechuga 3% extendiéndolo en toda 

la superficie de lechuga dejándola secar por 15min aprox. Las cajas Petri con las 

porciones de lechuga se colocaron en recipientes herméticamente cerrados con la 

temperatura de 25 °C y HR previamente estabilizada mediante una solución 

saturada de sal de Sulfato de Potasio (K2SO4 97 %) para obtener HR del ambiente 

de las lechugas a 95 % (Figura 3) .  



  

 Figura 3. Representación de porciones de lechuga inoculadas con Salmonella 

 

La cuantificación de células se realizó a las 3, 24 y 48 h realizando los lavados con 

2 ml de solución salina, posteriormente se realizaron diluciones y se sembraron 100 

µL en AST por extensión en superficie para la cuantificación de células al inicio y 

término del almacenamiento. Periódicamente se tomaron tres unidades 

experimentales para cuantificar las biopelículas con la técnica de cristal violeta a los 

3, 24 y 48 h. Los resultados de esta sección experimental permitieron seleccionar 

las cepas que fueron utilizadas en la evaluación final ante el encapsulado del aceite 

esencial de naranja. 

 

 



 

Figura 4. Representación de la evaluación de la capacidad de cepas de Salmonella para adherirse y formar biopelículas 

en lechuga (Lactuca sativa L). 



5.2.6.1 Evaluación del efecto antimicrobiano del aceite esencial de naranja (AEN) 

sobre cepas de Salmonella entérica. 

Se evaluó el efecto antimicrobiano del AEN de forma directa contra cepas de 

Salmonella mediante la técnica de Kyrbi- Bauer, dónde se utilizó una suspensión de 

cada cepa de Salmonella activada y lavada (104 UFC/ ml) y se inoculó en placas 

con AST, con hisopo en toda la superficie de la placa y se dejó secar durante unos 

5 min en campana con flujo de aire. Se colocaron círculos de discos de papel filtro 

estériles de 1 cm2 sobre la caja Petri, se realizaron dos diluciones de AEN+ alcohol 

(1/10 y 1/100 v/v) y se agregaron 10μl de acuerdo al tratamiento sobre los discos 

de papel filtro. También se agregó de forma directa el AEN y se utilizó un control 

sólo colocando 10 μl de alcohol, esto para las 20 cepas de Salmonella. Finalmente 

las placas con discos inoculados con Salmonella fueron almacenados a 35 °C/ 24 

h. al término del almacenamiento los halos de inhibición fueron medidos con un 

vernier digital. 

5.2.7. Efecto del encapsulado de AEN sobre Salmonella depositada, adherida y en 

biopelícula sobre lechuga. 

5.2.7.1 Preparación del encapsulado de AEN (C. aurantifolia). 

La preparación del encapsulado del aceite esencial fue realizada por Soto et al., 

(2022) usando la técnica de Microprecipitación. De acuerdo al procedimiento de 

ciclodextrinas por Estequiometria (1:1) se pesaron 1.5 g de b-ciclodextrina y fue 

disuelto en 25 mL de una solución etanol/agua (1/1) y calentado a 55 ºC. 

Posteriormente se usó el ultraturrax para homogeneizar a 2,000 r.p.m por 10 min 

hasta observar una solución incolora homogénea. La mezcla se mantuvo en 

agitación en una parrilla a 55 ºC y se adicionó 0.32 g de aceite esencial de naranja 

con 0.4681 g de etanol en una jeringa gota a gota mientras se mantenía en agitación 

por 4 hrs. (cambio de color incolora a un sistema blanquecino). Después se bajó la 

temperatura a 35 ºC por 2 horas manteniéndolo en agitación. Al término del tiempo, 

se dejó enfriar el sistema y se mantuvo en agitación por 12 horas para inducir la 

precipitación. Finalmente se filtró a vacío para recuperar el sólido precipitado.  



5.2.7.2 Efecto del complejo de inclusión b-ciclodextrina de AEN sobre Salmonella 

depositada, adherida y en biopelícula sobre lechuga. 

Para evaluar el efecto del complejo de inclusión b-ciclodextrina aceite esencial de 

naranja sobre células depositadas, células adheridas y células formando 

biopelículas de Salmonella en la lechuga se utilizaron las porciones de 1 cm2 de 

lechuga que fueron inoculadas con 20 µL de una mezcla de cepas de Salmonella 

resistente a rifampicina, y se incubaron durante 3 h, se realizaron tres lavados son 

SSF y se aplicaron 50 µL de encapsulado (0.15 gr + 10 mL de agua destilada estéril), 

AEN (10 mL de agua destilada estéril+ 100 µL de aceite de naranja + 100 µL de 

Tween 80) o SSF como control. Finalmente, las lechugas fueron almacenadas a 10 

°C por 14 días o a 30 °C por 3 días. Para obtener las células viables se realizaron 

tres lavados con 2 ml de solución salina una vez finalizado el tiempo de 

almacenamiento correspondiente a cada tratamiento (Cuadro 3). Se llevó a cabo la 

cuantificación colocando cada porción de lechuga lavada en tubos falcon de 15 ml 

y se agregó 10ml de diluyente se peptona (0.1 %), se homogenizó en vortex durante 

1 min, se realizaron diluciones con diluyente de peptona (0.1 %) y se sembraron 

100 µL en agar soya tripticasa (AST) adicionado de rifampicina (10 ppm) por 

extensión en superficie y se incubaron durante 24 h/ 25°C, para después realizar la 

cuantificación de células viables durante el almacenamiento. 

Cuadro 3. Días de almacenamiento y recuento de células viables en cada nivel de 

temperatura. 

Temperatura Días de almacenamiento y medición de 

cuantificación de células viales. 

10°C 0 3 7 10 14 

30°C 0 1 2 3  

 

*Todos los tratamientos fueron a 95% de HR. 

 

 



5.2.9 - Análisis estadísticos 

Las comparaciones de la población de Salmonella ante los diferentes 

tratamientos (nivel de humedad relativa y presencia de AEN) fueron realizadas 

mediante un análisis de varianza (ANOVA). Se aplicó una prueba Tukey con 

α=0.05, usando el paquete estadístico R (software versión 3.6). Todos los 

experimentos se realizaron por triplicado y en dos ocasiones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1 Evaluación de la capacidad de desarrollo y formación de biopelículas de 

Salmonella con extracto de lechuga (Lactuca sativa L). 

6.1.1 Selección del extracto de lechuga como nutriente para el desarrollo de 

Salmonella. 

Para la evaluación de la capacidad de desarrollo de Salmonella con extracto de 

lechuga, se obtuvieron los resultados del Promedio de la temperatura mínima, 

media y máxima para identificar los niveles de temperatura de 10 entidades de 

mayor producción (Figura 5), donde al término de la evaluación se utilizó el 

promedio de la temperatura mínima de las entidades y la máxima para utilizas los 

dos parámetros de almacenamiento de la lechuga. 

 

Figura 5. Promedio de la temperatura mínima, media y máxima para identificar los niveles 

de temperatura de 10 entidades de mayor producción. 

 

 

 



Posteriormente se realizò una selección del extracto que serviría como nutriente 

para el crecimiento de las cepas. Se obtuvieron valores de la cinética de crecimiento 

de las 20 cepas con extracto de lechuga al 0.5, 1 y 3 % (Figura 5). Todas las cepas 

mostraron capacidad de desarrollar a lo largo del tiempo de almacenamiento, sin 

embargo, se observa un mayor crecimiento cuando cepas Salmonella se 

encuentran en contacto con el extracto al 3 %, por lo que se eligió esta 

concentración para los siguientes experimentos. 

 

Figura 6. Cinética de crecimiento de Salmonella en extracto de lechuga (0.5, 1 y 3 

%) a 30 °C/ 30 h. 

Cada punto representa la media de tres repeticiones de la DO alcanzada a 580nm 

y las barras de error representan el error estándar. 

El desarrollo de microorganismos patógenos en extractos de plantas, ya ha sido 

reportado: Cholán et al., (2019) utilizaron extracto hidroalcohólico de Caesalpinia 

spinosa (Fabaceae) y observaron el crecimiento de Salmonella Typhi y Escherichia 

coli a 37 °C con 24 h. de almacenamiento.  
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El daño que pueden sufrir las hojas de lechuga durante las operaciones de cosecha, 

selección y empacado, pueden liberar nutrientes del alimento que son suficientes 

para promover el desarrollo del patógeno evaluado.  

Una vez evaluados los porcentajes de los extractos y seleccionado el extracto al 3 

%, fue enviado al Laboratorio Especializado en Análisis de Alimentos de la 

Universidad Autónoma de Querétaro para un análisis bromatológico y conocer su 

composición en cuanto a los principales nutrientes (Cuadro 4). 

 

Ensayo Método Resultados (g /100 
g producto) 

Humedad A0AC 925.09B 99.86 ± 0.01 

Cenizas A0AC 923.03 0.01 ± 0.00 

Proteína total A0AC 954.01 0.02 ± 0.00 

Lípidos A0AC 920.39 0.00 ± 0.00 

Carbohidratos NOM-051 SCFI/SSA 2010 0.10 ± 0.01 

Azúcares 
reductores 

NOM-086-SSA1-1994 0.04 ± 0.01 

 

Cuadro 4. Análisis bromatológicos de la muestra del extracto de lechuga 3 % 

utilizada para las cinéticas de Salmonella. 

 

 

De acuerdo al recuento de células viables realizada mediante el método de Miles y 

Misra, se obtuvo un incremento promedio de 2.58 Log UFC/ ml de la población de 

las 20 cepas individuales de Salmonella en extracto de lechuga al 3 % durante 30h 

de almacenamiento (Cuadro 5). 

 

 



Cepa Concentración (Log UFC/ ml) Incremento 

Inicial Final 

S1 6.5 9.1 2.4 

S2 6.3 9.1 2.8 

S3 6.5 9.1 2.5 

S4 6.5 9.2 2.7 

S5 6.6 9.4 2.8 

S7 6.5 9.0 2.5 

S9 6.5 9.0 2.5 

S10 6.4 8.9 2.5 

S12 6.6 9.3 2.7 

S14 6.7 9.5 2.8 

S15 6.8 9.5 2.7 

S17 6.6 9.4 2.7 

S18 6.4 8.6 2.6 

S22 6.3 8.9 2.6 

S23 6.5 9.2 2.6 

S24 6 8.6 2.6 

S25 6.2 8.3 2.0 

S26 6.1 8.6 2.4 

S37 6.3 9 2.6 

S40 6.3 9.0 2.6 

  Promedio 2.58 

 

Cuadro 5. Incremento de la población de cepas individuales de Salmonella en 

extracto de lechuga al 3 %. 

Este incremento, concuerda con otros estudios realizados en jugos liberados por las 

hojas de espinaca almacenado durante 20 h a 4 °C, dónde hubo incremento de la 

población de Salmonella por 1.33 Log UFC/ g (Koukkidis et al., 2017). 

 

 



6.2 Evaluación de la capacidad de desarrollo y formación de biopelículas de 

Salmonella en esferas de acero inoxidable con extracto de lechuga (Lactuca 

sativa L). 

En este objetivo se evaluaron las 20 cepas por su capacidad para adherirse a 

esferas de acero inoxidable, capacidad de desarrollo (incremento a las 48 h) y 

finalmente su capacidad de formación de biopolímeros, como medidas de la 

capacidad de las cepas para formar biopelículas en superficies. Como se observa 

en la Figura 7, todas las cepas mostraron capacidad de desarrollar en presencia de 

extracto 3 %; sin embargo, se observa un mayor crecimiento de las cepas de 

Salmonella S5, S1 y S9. Mendoza (2015) evaluó el crecimiento de Salmonella 

enterica y S. Typhimurium en acero inoxidable durante 24 h a 37 ºC teniendo como 

fuente de nutrientes dilución 1:10 de muestra cárnica de pechuga de pollo con agua 

peptonada. Este autor reportó un crecimiento de hasta 5.53 y 5.71 Log UFC/ mL al 

final de las 24 h. La cantidad de nutrientes en el extracto de lechuga son un tanto 

limitados y permiten un desarrollo discreto con respecto al incremento que se 

reporta en la suspensión de carne de pollo, la cual contiene una mayor cantidad de 

proteína.  

Figura 7. Concentración de Salmonella adheridas a esferas de acero inoxidable en 

contacto con extracto de lechuga al 3% y almacenadas por 24 y 48 h a 35ºC.  
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La capacidad de adherirse y desarrollar en superficies inertes, permite a las 

bacterias persistir en ambientes de producción de alimentos y posteriormente 

contaminar los alimentos, en donde pueden tener mayor posibilidad de desarrollo 

(Carrascosa et al., 2021). Schlisselberg & Yaron, (2013) observaron que S. 

Typhimurium formaba biopelícula después de 18 h de crecimiento en una superficie 

de acero inoxidable 304, cuando la temperatura era de 37 ºC. Sin embargo, requería 

de un mayor tiempo de crecimiento (24 horas) cuando la temperatura decrecía a 24 

º C, en el acero inoxidable 316. Todas las cepas también mostraron producción de 

biopolímeros mediante la técnica de cristal violeta, en la cual los valores de 

absorbancia más altos se registraron en 48 h. 

En la Figura 8 se observa las 20 cepas evaluadas en cuanto a su capacidad de 

formar polímeros (mediante la técnica cristal violeta) y su potencial para desarrollar 

una vez adheridas al acero inoxidable.  

 

Figura 7. Asociación entre capacidad de formación de biopolímeros y desarrollo de 

cepas de Salmonella (incremento a 48 h).  

Estos resultados coinciden con lo reportado con Díez-García, et al., (2012) quienes 

midieron el crecimiento (Log UFC/ ml) de distintos serovares de Salmonella enterica 

en superficies de poliestireno por 48 h, dónde no encontraron diferencias 
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significativas en la cinética de crecimiento entre serovares, pero si capacidad de 

formación de biopelículas. El recuadro rojo incluye a las cepas con mayor capacidad 

para producir polímeros y que fueron capaces de crecer >0.5 Log UFC/cm2. 

También se incluyó la cepa S1, que no muestra un incremento de la población 

elevado, pero fue la mejor en producir polímeros.  

Schel et al., (2006) mencionan que Salmonella tiene la capacidad de formar 

biopelículas, las cuales pueden resistir condiciones variantes del medio ambiente y 

condiciones adversas. Las cepas S1 y S15 destacaron por su capacidad para formar 

biopolímeros, aún cuando no se multiplican en gran proporción al término de las 48 

h. Esto concuerda con Carrascosa et al., (2021) que mencionan que no siempre se 

presenta correspondencia entre estas dos capacidades. Al término del objetivo se 

concluyó que la S1, S5, S12, S7, S3 y S9 serían seleccionadas para evaluar el 

desarrollo de Salmonella y capacidad de formación de biopolímeros en contacto con 

la lechuga.  

Caracterización de aceite esencial de naranja amarga (AEN). 

La caracterización del AEN se muestra en el Cuadro 6. Entre los parámetros físicos, 

se determinó densidad y mostró valores de 0.8400- 0.8550 g/ ml. También se obtuvo 

un 73.5 como valor de índice de refracción y finalmente presentó miscibilidad en 

alcohol y turbidez a partir del 44.4 %. Los resultados observados, fueron 

comparados con otros autores (Essadik et al., 2015) que mostraron similitud con los 

valores obtenidos de análisis físicoquímico en aceite esencial de romero. 

Farahmandfar et al., (2020) reportaron de 1.32 g/ ml densidad a 35 °C en aceite 

esencial de residuos de cáscara de naranja amarga (Citrus aurantium L.)  

Cuadro 6. Caracterización física del AEN  

PARAMETROS FISICOS ACEITE ESENCIAL DE NARANJA AMARGA g/ ml. 

Densidad a 20 °C 0.8400 g/ ml- 0.8550 g/ ml 

Índice de refracción 73.5 

Miscibilidad Soluble en alcohol- Turbidez a partir de 44.4% 

 



También se realizó la caracterización química del aceite esencial de naranja amarga 

por cromatografía de gases acoplada a masas, dónde los compuestos 

desconocidos se identificaron comparando los espectros experimentales con la 

biblioteca espectro de masas NIST 2008, identificando un total de 15 sustancias 

químicas y 1 no identificado, dónde el limoneno formó el componente mayoritario 

(63.35 %), seguido por β-pineno (7.07%) (Figura 9; Soto et al., 2022). 

 

Figura 9. Cromatografía de gases acoplada a masas del AEN 

Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura (Fisher et al., 2009; 

Costa et al., 2014; y Al-Amri et al., 2018), dónde autores mencionan la identificación 

del limoneno como un componente principal en cítricos, como lima, limón y naranja. 

En un estudio de especies de lima por Lota et al., (2002), detectaron un total de 59 

componentes químicos con d-limoneno, pineno y sabineno como componentes 

principales. Lawal et al., (2014) analizaron el aceite esencial de C. aurantifolia 

determinando que el d-limoneno (45 %) y el geranial (38 %) forman los principales 

componentes del aceite.  



El linalol es uno de los componentes principales de algunos AE como de la familia 

de verbenáceas (A. sellowii, L. alba) y causa un aumento de la permeabilidad no 

solo de la carga negativa membranas sino también de células fúngicas. Debido a la 

naturaleza de su estructura química, los alcoholes poseen una fuerte afinidad de 

unión a diferentes estructuras moleculares, como proteínas o glicoproteínas (Pérez 

et al., 2018). Por lo que, tienen una gran afinidad por las membranas celulares y 

exhiben un alto potencial para penetrar las paredes celulares lo que conduce a la 

fuga de materia citoplásmica. 

6.4 Evaluación de la capacidad de cepas de Salmonella para adherirse y 

formar biopelículas en lechuga (Lactuca sativa L). 

Salmonella tiene la capacidad de adherirse durante las primeras tres horas de 

contacto en lechuga. Se estimó el porcentaje de adhesión de las 6 cepas 

seleccionadas anteriormente y las cepas S5, S9, S1 mostraron mayor capacidad 

para adherirse a la lechuga (Figura 9). 

 

Figura 10. Adhesión de Salmonella después 3 horas en contacto con lechuga en 

95 % de HR y presencia de extracto de lechuga (3%).  

 



Investigaciones han demostrado que los microorganismos presentes en la 

naturaleza tienen la capacidad de formar biopelículas, formando estructuras 

multicelulares que tienen la capacidad de adherirse a distintas superficies sólidas, 

en toda clase de medio ambiente y que tiene la capacidad de producir una matriz 

que rodea a las células bacterianas, que incluye polisacáridos extracelulares, 

proteínas y ADN (Epstein et al., 2011).  

Elpers et al., (2022) investigaron los factores que contribuyen a la unión superficial 

de S. Typhimurium a hojas de lechuga, donde mencionan que la participación de 

flagelos de S. Typhimurium en la adhesión a varias hojas verdes es importante, 

debido a que se han investigado en ensaladas una disminución adhesión a hojas 

de albahaca, lechuga y V. locusta para cepas que carecen de flagelos. Estos 

resultados concuerdan con la disminución de la adhesión a las hojas de L. sativa de 

una cepa mutante de S. Typhimurium que carece de filamentos de flagelos.  

 Una vez adheridas, todas las cepas mostraron capacidad para desarrollar sobre la 

superficie de la lechuga desde las 24 h de almacenamiento a 30 °C (Figura 11). Se 

observa un mayor crecimiento (de hasta 2 Log UFC/ cm2) en las cepas de 

Salmonella S1, S9 y S14.  

 

 



Figura 11. Cinética de crecimiento de Salmonella durante 48 horas en contacto con 

lechuga en presencia de extracto de lechuga (3 %) y almacenadas a 30 °C. 

 

 

Figura 12. Cinética de formación de polímeros por cepas de Salmonella durante 48 

horas en contacto con lechuga. 
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El incremento de la población de Salmonella observado sobre la superficie de 

lechuga fue superior que lo observado en esferas de acero inoxidable, lo que implica 

que las células obtienen nutrientes no sólo del extracto, si no de la misma superficie 

de la lechuga. En relación a la formación de biopolímeros por Salmonella en 

contacto con la lechuga, todas las cepas mostraron un aumento en los valores de 

densidad óptica, considerando que los valores son proporcionales a la cantidad de 

polímeros sintetizados, se observa un incremento en la cantidad de biopolímeros 

con el transcurso del tiempo con los valores muy similares entre las cepas, tanto a 

las 24 y a las 48h de contacto con la lechuga (Figura 12). Los niveles de polímeros 

producidos por las cepas fueron menores a los que se produjeron con las células 

adheridas a las esferas de acero inoxidable.  

Se reconoce que la formación de biopelículas es un mecanismo que las células 

utilizan para responder a condiciones adversas, la menor disposición de nutrientes 

en el sistema de esferas de acero inoxidable, podría ser la razón de estas 

diferencias entre los niveles de polímeros generados (Carrascosa et al., 2021). 

6.5 Efecto antimicrobiano del aceite esencial de naranja sobre Salmonella 

entérica. 

El AEN mostró efecto antimicrobiano sobre todas las cepas de Salmonella (Figura 

13; Cuadro 7). El efecto antimicrobiano se observó aún en la dilución 1:100 v/v, 

dónde el aceite esencial muestra potencial para controlar patógenos sobre 

alimentos. Los resultados obtenidos coinciden con lo encontrado por autores que 

utilizaron extractos de cítricos mostrando inhibición microbiana. Parra, (2011) 

evaluó extractos de lima dulce (Citrus limetta Risso) sobre Salmonella Typhimurium 

ATCC 14028, dónde los extractos acuosos de favedo y pulpa fueron los que 

mostraron mayor actividad inhibitoria con halos de 20 mm. Farahmandfar et al., 

(2020) reportaron inhibición de que S. aureus con aceite esencial de residuos de 

cáscara de naranja amarga (Citrus aurantium L.) con MIC (10 μg/ mL) y MBC (40μg/ 

mL); mientras que para E. coli la MIC fue de 40 μg/ mL y la MBC de 80μg/ mL. La 

actividad antibacteriana está bien correlacionada con la cantidad de compuestos 

fenólicos dentro de los aceites esenciales, específicamente por contener los más 



conocidos y caracterizados compuestos de los aceites esenciales cítricos como 

limoneno, α-pineno, sabineno, β-mirceno y linalol que, debido a su efecto sinérgico, 

pueden aplicar un fuerte y amplio espectro de actividades antimicrobianas (Calo et 

al., 2015).  Placencia et al., (2020) evaluaron las propiedades antimicrobianas de 

aceites esenciales de toronja y limón contra Salmonella Typhi mediante pruebas 

preliminares de difusión en papel, donde el concentrado de limón resultó más 

efectivo que el de toronja con CMB en rangos >13.5 mg/mL. Esta diferencia en las 

respuestas bacterianas puede estar influenciadas por el tipo de pared celular y 

características fisiológicas, que varían dependiendo de cada tipo microorganismo 

(Nazzaro et al., 2013). También se considera principalmente a los monoterpenos 

oxigenados, que pueden actuar sinérgicamente con otros compuestos para 

aumentar la actividad antimicrobiana (Espina et al., 2011). 

Cuadro 7. Inhibición de cepas de Salmonella por AEN en medio de cultivo.  

Cepa Sin 
dilución 

1/10 v/v 1/100 v/v 

Zona de inhibición (mm) 

S1 4 5 2 

S5 4 2.5 1.75 

S9 3.75 2 1.75 

S15 3.75 2.75 1 

S2 3.5 2.5 1.5 

S4 3.5 3.75 3.5 

S7 3.5 3.25 1.75 

S14 3.5 3 1.25 

S24 3.5 3.5 1.5 

S40 3.5 2 0.5 

S3 3.25 2.25 2.5 

S10 3.25 2.25 1 

S17 3.25 1.5 1.25 

S18 3.25 2.5 1.25 

S37 3.25 2.5 1.5 

S12 3 3.26 1.5 

S25 3 2.5 1.25 

S26 3 1.5 1.25 

S22 2.5 2.5 1 

S23 2.25 1.5 1 

 



 

Figura 13. Efecto antimicrobiano de AEN sobre Salmonella en medio de cultivo.  

6.6 Efecto del encapsulado de AEN sobre Salmonella adherida sobre lechuga. 

El objetivo fue evaluar si el AEN encapsulado es capaz de inhibir el desarrollo o la 

sobrevivencia de Salmonella. Se llevó a cabo la cinética de crecimiento de 

Salmonella sobre lechuga a 10° y 30° C en presencia y ausencia del AEN 

encapsulado y sin encapsular y HR al 95 %. Los resultados se muestran en las 

Figuras 14 y 15, en ambas condiciones se observó desarrollo del microorganismo; 

sin presencia del AEN, el patógeno fue capaz de incrementar su población en 

aproximadamente 0.8 y 2.0 Log de UFC/ cm² a 30 y 10 ºC, respectivamente. La 

presencia del AEN, tanto encapsulado, como sin encapsular, redujo la población 

alcanzada por Salmonella al final del almacenamiento. Dunn et al., (2019) 

compararon una emulsión de aceite de yema de clavo (CBO; 0,2 y 0,5 %) o aceite 

de tomillo (0,2 y 0,5 %) como sanitizante contra la eficacia antimicrobiana de 

hipoclorito de sodio (200 ppm) en pimientos inoculados con Salmonella; los 

tratamientos de emulsión de aceite de tomillo y de clavo fueron los menos afectados 

por la carga microbiana y se obtuvo una reducción. Por lo que el uso de agentes 

químicos como el hipoclorito de sodio puede ser reemplazado o complementado por 

la eficacia antimicrobiana de emulsiones de aceites esenciales. 



 

Figura 14.  Comparación de cinética de crecimiento de Salmonella sobre lechuga a 

10 °C de temperatura, HR 95%.  

 

Figura 15.  Resultados obtenidos del almacenamiento de Salmonella sobre lechuga 

a 30 °C de temperatura, HR 95%. 



Autores mencionan que Salmonella presenta la capacidad para crecer y 

desarrollarse a temperaturas menores a su temperatura óptima, y que los 

biopolímeros que se sintetizan juegan un papel fundamental en la adhesión de las 

bacterias a las superficies (Schöbitz et al., 2009). Aunque el AEN presenta principios 

bioactivos como terpenos, aldehídos y ácidos orgánicos, se ha observado que una 

célula adherida y dentro de una biopelícula es más resistente a la mayoría de los 

agentes sanitizantes que las células suspendidas. La reducción en la población 

alcanzada de Salmonella a 13 y 2 días de almacenamiento a 10° y 30°C 

respectivamente es pequeña (1 Log/ UFC/ cm²), pero puede ser un elemento de un 

conjunto de medidas que logren inocuidad del alimento. Es factible que proteínas y 

polisacáridos de las biopelículas que se van formando interactúan químicamente 

con los antimicrobianos, limitando así el contacto de éstos con los microorganismos. 

All- Nabulsi et al., (2022) evaluaron los aceites esenciales de tomillo (TO) y canela 

(CO) mostrando la actividad antimicrobiana contra Salmonella spp. a 37 y 10 °C 

usando un método de ensayo de difusión en disco en tahini, la adición de 2.0% de 

CO redujo el número de Salmonella spp. por 2.87 o 2.35 Log CFU. 

Shen et al., (2012) mencionan que las estructuras celulares pueden facilitar la unión 

y crecimiento de futuras células bacterianas, ya que uno de los primeros pasos para 

la formación y crecimiento de biopelícula es la unión con la superficie.  

 

 

 

 

 

 

 

 



VII. CONCLUSIONES  

El extracto de lechuga entre 0.5 % y 3 % contiene nutrientes suficientes para permitir 

el desarrollo de Salmonella.  

El AEN tiene como principal componente al limoneno y ejerce un efecto inhibitorio 

homogéneo sobre las diferentes cepas de Salmonella (de hasta 1 o 2 Log UFC/cm²).  

El AEN mostró actividad antibacteriana en su forma libre o encapsulado contra 

Salmonella adherida a lechuga almacenada a 10 ° C y 30 ° C, y podría ser parte de 

un sistema de barreras múltiples. 

El AEN encapsulado muestra potencial para ser aplicado en alimentos almacenados 

en bajas temperaturas. Estos resultados pueden ayudar a establecer condiciones 

optimizadas para la continuación de estudios de actividad antibacteriana de aceites 

esenciales encapsulados. 
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