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RESUMEN
RESUMEN.

En el presente estudio se evalu6 el efecto de un recubrimiento comestible con
antimicrobiano al 0.55% frente a Escherichia coli H10407, Salmonella typhi y
Listeria monocytogenes, inoculados en una concentracion final de 8.75logqo,
7.57l0og10 y 8.77l0g1o, respectivamente, en un area de 25cm? de cascara de melén
Cantaloupe. Las muestras inoculadas fueron tratadas con 15ml del recubrimiento y
se secaron con aire a 18°C y 38%HR. Para su analisis microbioldgico, todas las
muestras (control de ausencia de microorganismo, control de microorganismo
inoculado y cascara de melén con microorganismo y recubrimiento) fueron lavadas
en bolsas ziploc® con 20ml de caldo BHI, para reactivar a cada microorganismo
inoculado y posteriormente, realizar su conteo en placa.

Los resultados demostraron que el recubrimiento con antimicrobiano fue capaz de
reducir 5.65logyy de E. coli H10407, 5.2logyy de S. typhi, 8.77logy de L.
monocytogenes y aproximadamente, 2.87log1o de la microflora nativa a las 2h de
accion, conservando la misma actividad después de 24h. En cuanto a sus
propiedades, el recubrimiento desarrollado presento las siguientes caracteristicas:

un espesor de 69.9um, soluble en agua, brilloso y con un color rojo insaturado.

viii



INRODUCCION

1.- INTRODUCCION.

La constante demanda de frutas frescas minimamente procesadas y la exigente
regulacion fitosanitaria de organismos tanto nacionales como internacionales,
hace que sea necesario el estudio de tratamientos superficiales, para prolongar la
vida de almacenamiento poscosecha de frutas, ya que las mayores pérdidas en la
produccion hortofruticola ocurren en esta etapa (Guzman, 2003; Tharanathan,
2003).

Debido a que su superficie esta expuesta a contaminantes naturales, muchos
productos frescos retienen poblaciones de 10*10° microorganismos/g. La
contaminacidn se origina directa o indirectamente por tierra, agua, equipo y
materia fecal, ya sea pre o poscosecha. Los factores que contribuyen a la
contaminaciéon son: procesos inadecuados en los campos de cultivo; el uso de
frutos podridos o dafiados; practicas deficientes de desinfeccion y mal manejo
durante el empaque, almacenamiento y transporte (Ukuku, 2004; Parnell, 2004).
Una vez que ocurre la contaminacién, muchos microorganismos poseen la
capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo; otros, también son capaces
de sobrevivir a procesos de desinfeccion e incluso de multiplicarse en el producto

durante el almacenamiento (Chaidez, 2002).

El meléon mexicano es el tercer producto agropecuario en el rengléon de captaciéon
de divisas y México es el segundo exportador mundial después de Espana y el
proveedor mas importante de Estados Unidos (Barreiro, 2000). Reportes recientes
documentan la dificultad de limpiar y desinfectar la cascara de meldén Cantaloupe,
ya que sus dobleces y concavidades, proporcionan lugares donde los
microorganismos pueden residir, haciéndolo mas dificil de sanitizar (Suslow,
2002a; Chue, 2002). Aunado a esto, una vez que la cascara se rompe, la pulpa

puede ser contaminada (Penteado, 2004).




En Octubre del 2002, la FDA lanz6 una alerta en la importacion de melén
Cantaloupe de México (Richards, 2005), ya que ha sido asociado con brotes de
enfermedades involucradas con E. coli O157:H7, Norovirus y numerosas
serovariedades de Salmonella, incluyendo S. chester, S. poona, S. oranienburg 'y
S. saphra (Parnell, 2004). Por otro lado, Listeria monocytogenes es de especial
preocupacion, ya que puede crecer a temperaturas de refrigeracion, persiste como
un contaminante medio ambiental y tiene la potencialidad para causar muertes

asociadas con brotes (Penteado, 2004).

Los procesos fisicos y quimicos como la esterilizacion, presion, irradiacion,
secado, congelacion, refrigeracion y la adicion de sales, fueron desarrollados para
preservar la calidad de diversos alimentos durante el almacenamiento,
desafortunadamente, algunas de estas técnicas no pueden ser aplicadas a todos
los productos alimenticios, y generalmente, provocan pérdidas de componentes
relacionados con el sabor y color, por lo que es indispensable desarrollar nuevos
procesos tendientes a mejorar la estabilidad de los alimentos durante el
almacenamiento, procurando conservar sus propiedades sensoriales o mas

parecidas a las del producto fresco (Naidu, 2000; Quintavalla, 2002).

En general, las peliculas y recubrimientos comestibles y/o biodegradables son una
alternativa de proteccidon; su objetivo fundamental es mantener o mejorar la
calidad de los alimentos, mediante el control de la migracion de humedad, el
control de la velocidad de respiracion y la disminucién de la pérdida de nutrientes,
sirviendo de vehiculo de antioxidantes, saborizantes, vitaminas, colorantes y
antimicrobianos (Xu, 2001; Casariego, 2002b). Las peliculas y recubrimientos
comestibles con antimicrobiano se convierten entonces, en barreras activas que
proveen una proteccion adicional contra la contaminacién microbiana, ya que
liberan al agente activo en la superficie de los alimentos, donde los
microorganismos usualmente crecen y causan putrefaccion, y limitan la difusién
del antimicrobiano de la superficie al interior del alimento, apoyando asi la
inocuidad del producto (Ozdemir, 2001).




ANTECEDENTES

2.- ANTECEDENTES.

2.1.- GENERALIDADES DEL MELON.

2.1.1.- Descripcion.

El melon (Cucumis melo) es un fruto fresco carnoso, perteneciente a la familia de
las Cucurbitaceae, la cual también incluye a la sandia, el pepino y las calabazas.
Los melones son cultivos adaptados a climas calidos y se comportan mejor a
humedades bajas y con poca lluvia (Astiasaran, 2000; oirsa, 2002). En la
Republica Mexicana, este fruto se produce y encuentra todo el aino, con mayor

produccion de Enero a Mayo (Barreiro, 2000).

2.1.2.- Variedades.

El meldn esta divido en siete variantes botanicas: cantaloupensis, reticulatous,
inodorous, flexuosus, conomon, chito y dudaim (Astiasaran, 2000; oirsa, 2002).

En Meéxico se cultivan principalmente las variedades reticulatous (meldn
Cantaloupe) (Figura 1), y en menor proporcion inodorous (melén Honey Dew)
(Figura 2) (Barreiro, 2000).

Melén Cantaloupe. Presenta frutos de forma variable (redonda, esférica, eliptica,
etc.), ligeramente deprimidos en sus extremos y acostillados. Se caracterizan por
poseer una piel lisa, reticulada o estriada, de color verde claro a grisaceo. La pulpa
es gruesa y puede ser de color amarilla, anaranjada o verdosa; dulce (11-15°Brix)
y con aroma intenso. La placenta contiene las semillas y puede ser seca,
gelatinosa o acuosa, en funcion de su consistencia; resulta importante que sea
pequefia para que no reste pulpa al fruto y que las semillas estén bien situadas en
la misma para que no se muevan durante el transporte (Barboza, 2002; Suslow,
2002b).



El fruto madura después de la cosecha, es decir, es un fruto climatérico, cuya
velocidad de respiracion es minima en la madurez fisiolégica y aumenta al pico
climatérico durante la madurez comercial, pero su contenido de azucar no
aumenta. Su peso oscila entre 0.5 y 3 Kg y su vida poscosecha es reducida
(infoagro, 2003; Sariful, 2001).

Figura 1.- Melon Cantaloupe (SeedQuest, 2006).

Melén Honey Dew. Los frutos son esféricos, grandes y tienen un peso medio de 2
Kg. La cascara es lisa o estriada, verde-amarilla y granulosa; la pulpa es verde
claro, muy dulce (12-15°Brix) y jugosa. Son de madurez tardia y poseen buena
conservacion después de la cosecha y adaptacién al transporte (infoagro, 2003;
Barboza, 2002).

Figura 2.- Melon Honey Dew (SeedQuest, 2006).



2.1.3.- Importancia econémica y distribucién geografica.

El meldn, desde los afios veinte, ha sido un producto generador de divisas y
empleo rural para el pais, fuentes de empleo e ingreso de utilidades para los
productores mexicanos. Sin embargo, es a partir de los afios sesenta cuando su
presencia toma importancia entre los productores, derivado de una mayor
demanda tanto del mercado nacional como del internacional. Dentro de los
principales productores de melén a nivel mundial destacan: Espafia, México,
Estados Unidos, Costa Rica y Honduras (Figura 3); siendo México el abastecedor
mas importante de Estados Unidos, seguido por Honduras, Guatemala y Costa
Rica (Figura 4). A nivel nacional, las regiones productoras son: Sonora, Durango,

Colima, Coahuila, Michoacan, Chiapas, Chihuahua y Jalisco (Barreiro, 2000).

Otros
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Figura 3.- Participacion en las exportaciones mundiales de melén (Barreiro, 2000).
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Figura 4.- Principales abastecedores de melon Cantaloupe en el mercado

estadounidense (Barreiro, 2000).




2.1.4.- Pérdidas poscosecha.

El deterioro o alteracion de los frutos puede deberse a factores tales como:

1. Infestacion de insectos, plagas y roedores.

2. Lesiones fisicas por golpes, presiones, heladas, deshidrataciéon y radiacién.

3. Reacciones enzimaticas.

4. Reacciones quimicas no producidas por microorganismos ni por enzimas
(oscurecimiento no enzimatico, desnaturalizacion de proteinas y degradacion de
pigmentos naturales).

5. Actividad de los microorganismos, sobre todo bacterias, levaduras y mohos
(Rodriguez, 2001; Petersen, 1999; Krochta, 1997).

En el caso del meldn, las enfermedades mas comunes son: La Doradilla, la
marchitez por Fusarium, el Mildia velloso, Mildiu polvoriento, gomosis del tallo,
virosis, pudricion carbonosa —Macrophomina phaseolina-, marchitamiento del
melén —Fusarium oxysporum-, declinamiento de las guias y pudricion de raiz —
Monosporascus cannonballus- y tizon gomoso del tallo —Dydimella bryoniae-
(Barreiro, 2000). Por otro lado, las pudriciones o lesiones de la superficie son
causadas por los hongos fitopatdgenos Alternaria, Penicillum, Cladosporium,

Geotrichum, Rhizopus, y en menor grado Mucor (infoagro, 2003; Suslow, 2002b).



2.2.- MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA EN FRUTAS

2.2.1.- Microflora en frutas.

Todos los frutos frescos poseen en su superficie una microflora caracteristica que
depende del tipo de producto, condiciones de clima, practicas agrondémicas, area
geografica de produccion, fase de desarrollo y grado de maduracion. El medio
ambiente en el cual los frutos crecen, impone factores extrinsecos que influyen en
la supervivencia y crecimiento de la microflora superficial asociada, mientras que
parametros intrinsecos como su composicion quimica, la cuticula protectora, pH
del fruto y la presencia de antimicrobianos naturales dictan que tipo de producto
puede ser mas adecuado que otros para proteger a ciertos tipos de

microorganismos en tejidos dafados (Garza, 1999; Beuchat, 2002; Harris, 2004).

Las estructuras biolégicas tales como la cuticula o piel de las frutas intactas impide
la penetracion de microorganismos, tales como levaduras, que pudieran proliferar
en estos sustratos, a pesar de su pH acido. Cuando, no obstante, un moho
determinante de podredumbre prolifera en una fruta intacta, dafa las estructuras
externas protectoras, permitiendo asi la penetracién de otros microorganismos. La
edad o grado de maduracion de las frutas influyen en la eficacia de estas barreras

mecanicas protectoras (Beuchat, 2002; Rodriguez, 2001) (Figura 5).

7

melén inmaduro ' melén graduro

Figura 5.- Escaneado con microscopia electronica de cascara de melén
Cantaloupe (Parnell, 2004)




La microflora natural en productos frescos incluye especies de Pseudomonas,
Alcaligenes, Xanthomonas, Erwinia, Clostridium, Flavobacterium, Micrococcus y
numerosos géneros de bacterias. Las principales especies pertenecen a los
grupos de las bacterias lacticas: Leuconostoc y Lactobacillus, acéticas:
Gluconobacter y Acetobacter y algunas bacterias esporuladas del género Bacillus
(Garza, 1999; Hernandez-Brenes, 2002). Esta microflora natural es
mayoritariamente inocua e incluso algunos de estos microorganismos, tienen un
efecto letal o antagonista en bacterias capaces de causar enfermedades
humanas. De cualquier forma, los patdgenos, pueden contaminar frutas vy
hortalizas via diversas rutas y a diferentes puntos durante todo el sistema pre y
poscosecha (Figura 6) (Beuchat, 2002).

Potenciales fuentes precosecha de microorganismos incluye tierra, aire, heces,
agua de irrigacion, agua usada para aplicar fungicidas e insecticidas, polvo,
insectos, composteo de estiércol inadecuado, animales y manipuleo humano. Las
fuentes poscosecha incluyen heces, manipuleo humano, equipo, animales,
contenedores de transporte, insectos, polvo, agua de enjuague, hielo, vehiculos de
transporte y equipo de procesado (Beuchat, 2002).
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Figura 6.- Contaminacion de frutas y hortalizas frescas (Chaidez, 2002)




Algunos patdégenos como E. coli O157:H7 y Salmonella son acarreados por
animales y derramados en sus heces, por lo tanto, el empleo de estiércol sin
compostear o inadecuadamente composteado, puede contener estos patdégenos y
subsecuentemente contaminar el producto. Por otro lado, los insectos como el
gusano de harina y la mosca han mostrado ser acarreadores de E. coli O157:H7.
Estudios en el destino de E. coli O157:H7 en heces de bovino revelan que el
patdgeno sobrevive en el estiércol de vacuno por 42-49 dias a 37°C y por 49-56
dias a 22°C. Por otro lado, L. monocytogenes esta muy distribuida en el medio
ambiente, donde es asociada con vegetacion podrida, tierra, aguas cloacales y
heces de animales, y ha sido aislada de diversos tipos de hortalizas (Beuchat,
2002). Cabe mencionar que aunque en la mayor parte de los casos la
contaminacién es externa, también se han aislado microorganismos del interior

(huesos y pepitas) de los frutos (Garza, 1999; Hernandez-Brenes, 2002).

2.2.2.- Inocuidad de frutas y hortalizas frescas

Los brotes de enfermedades recientes producidos por el consumo de frutas y
hortalizas frescas contaminadas por microorganismos patdégenos (Tabla 1),
demuestran la vulnerabilidad de estos productos. Brotes de gastroenteritis
causado por E. coli O157:H7 ha sido asociado con el consumo de meldn
contaminado con la bacteria. Algunos otros brotes de enfermedades bacterianas
han sido atribuidos a la contaminacién de tomate y melén Cantaloupe (pH 6.2-6.9)
contaminados con Salmonella, exportados por México a los Estados Unidos
(Beuchat, 2002; Chaidez, 2002). Segun el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella y Campylobacter jejuni son de mayor conciencia por la severidad y

numero de enfermedades que causan (Richardson, 1998).



Cambios en la demografia social, patrones de consumo de alimentos y conciencia
de cuidados de salud (las frutas y hortalizas frescas son potenciales vehiculos de
infecciones), pueden contribuir a un incremento en los productos asociados a
brotes de enfermedades humanas documentados. La adaptacion a las
condiciones de estrés medioambiental puede resultar en un patégeno mejor
adaptado a la supervivencia y crecimiento o a convertirse mas virulento. E. coli
O156:H7 y Salmonella, por ejemplo, se sabe que se adaptan a pH reducido y
subsecuentemente exhibe tolerancia incrementada al estrés medioambiental
(Beuchat, 2002).

El comercio global y viajes internacionales han resultado en un contacto
incrementado de las personas con patégenos a los cuales no estaban previamente
expuestos. El comportamiento ecoldgico de los patégenos y microorganismos
esporulados en frutas y hortalizas frescas puede ser grandemente afectado por
estos cambios, incrementado el riesgo de presentacién de brotes (Beuchat, 2002).
Por lo tanto, la reduccion de patégenos en el producto es importante para reducir
brotes de enfermedades causadas por alimentos, para disminuir la putrefaccion y
para mejorar la apariencia y valor nutritivo (Hernandez-Brenes, 2002).

La sanitizacion para mantener un nivel inicial bajo es critico y debe ser combinado
con buenas practicas de manufactura para prevenir la contaminaciéon con
patogenos (Labuza, 1996). Sin embargo, la falta de eficacia de sanitizantes
utilizados para descontaminar la superficie de frutas y hortalizas frescas ha sido
ampliamente atribuido a la inhabilitacién de componentes activos en soluciones de

tratamiento para llegar hasta el sitio de las células microbianas (Beuchat, 2002).
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La infiltracién de patogenos en las grietas, hoyos y espacios intracelulares de
frutas y hortalizas ha sido demostrado en varias investigaciones (Figura 5). La
adicion de detergentes (surfactantes) al agua también promueve la infiltracion al
producto, aparentemente por reducir la tensién superficial del agua en la interfase
aire-agua con dafo en la cuticula, células parénquima o poros conduciendo dentro
del tejido. Sin tener en cuenta el modo de infiltracion, las células pueden
estabilizar microcolonias que son extremadamente dificiles de alcanzar con
soluciones acuosas quimicas (Beuchat, 2002). De cualquier forma, la aplicacion
de esos tratamientos es dependiente de la habilidad del producto a tolerar el agua,
ya que la vida util de algunos productos delicados reduce después de que fueron
mojados. Otro medio de limpieza con aire, puede ser preferido para remover polvo

y otros desechos de estos productos (Hernandez-Brenes, 2002).

Tabla 1.- Brotes de infecciones epidemioldgicas asociadas con frutas y hortalizas

frescas y productos sin pasteurizar (Beuchat, 2002; Harris, 2004)

MICROORGANISMO

TIPO DE PRODUCTO

Bacterias

Clostridium botulinum

ensalada de col, aceite de ajo

Campylobacter jejuni

ensaladas, lechuga

Escherichia coli O157:H7

melon, lechuga, jugo de manzana, rabano, alfalfa,

cidra de manzana

E. coli (enterotoxigénica)

zanahorias

Shigella cebollas verdes, perejil
S. flexneri ensaladas de frutas
S. sonnei lechuga, perejil, cebollas

Listeria monocytogenes

ensalada de col, lechuga, tomates, apio

Salmonella meldn, tomates, cidra de manzana, jugo de naranja,
mango, almendra
S. miami sandia

S. typhimurium

sidra de manzana

S. oranienburg

sandia

S. chester

melén Cantaloupe
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S. javiana tomates

S. poona melon Cantaloupe

S. montevideo tomates

S. bovismorbificans alfalfa

S. hartford/gaminara/rubislaw jugo de naranja

S. stanley alfalfa

S. montevideo/meleagridis alfalfa

S. typhi mamey

S. mbandaka alfalfa

Vibrio cholerae hortalizas, leche de coco
Virus

Calicivirus ensaladas, frambuesas congeladas

Hepatitis A lechuga, fresas y frambuesas congeladas, tomates,

berros, cebollas verdes

Norwalk meldn, ensaladas verdes, apio, cortes de fruta
Parasitos

Cyclospora frambuesa, albahaca, lechuga

C. cayatanensis frambuesa, lechuga, hortalizas frescas, albahaca

Cryptosporodium sidra de manzana

C. parvum cidra de manzana, ensaladas, hortalizas frescas

Giardia lechuga, cebollas

G. lamblia hortalizas frescas

Comportamiento de patdgenos en biofilms.

La produccién de carbohidratos extracelulares complejos (ECC) por patdgenos
alimentarios en frutas y hortalizas frescas pueden resultar en la proteccién contra
remocidén o inactivacion por sanitizantes. Se sabe que E. coli O157:H7 produce
exopolisacaridos (EPS), como una respuesta protectora al estrés medioambiental.
Los exopolisacaridos excretados por la bacteria pueden formar una capa cuando
estan asociados a la pared celular o son liberados por la célula para crear una
matriz estructural. Los agregados microbianos que pueden proteger a las
bacterias, levaduras y mohos dentro de esta matriz han sido observados en la

superficie de plantas y estan referidos como biofilms (Beuchat, 2002).
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La formacion de biofilms consiste en cuatro pasos: formacion de una pelicula;
adhesion de células bacterianas; crecimiento de las células y produccion de
exopolisacaridos; y maduracion del biofilm (Ryu, 2004). La colonizacién y el
desarrollo de un biofilm, puede seguir resultando en condiciones que pueden
proteger contra la muerte de patdégenos o promover el crecimiento de esporas o
microorganismos patogenos (Beuchat, 2002).

Los contenedores usados para cosechar, transportar y exhibir frutas y hortalizas
no son generalmente limpiados y sanitizados efectivamente, lo cual puede
conducir al desarrollo de biofilms. Si el patégeno se une al biofilm durante el
transporte o procesado, su supervivencia y crecimiento pueden aumentar y por
consiguiente, incrementa la probabilidad de contaminacion cruzada del producto
(Beuchat, 2002).

2.2.3.- Escherichia coli

Escherichia coli, es un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae y anaerobio facultativo, suele ser inocuo, pero algunas cepas
son capaces de causar gastroenteritis y otras enfermedades (Antén, 2000).
Actualmente, hay cuatro clases de E. coli virulentas reconocidas (referidas como el
grupo EEC) que causa gastroenteritis en humanos. Entre éstos esta la cepa
enterohemorragica (EHEC) designada E. coli O157:H7 (Figura 7), la cual, es una
variedad rara de E. coli que produce grandes cantidades de una o mas toxinas
potentes que causan dafios severos en la pared del intestino (colitis hemorragica).
Cabe mencionar, que aunque todas las personas son susceptibles a esta
enfermedad, los nifios y los ancianos parecen desarrollar sintomas mas serios
(BBB, 2001).
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En la industria alimentaria, hoy en dia, E. coli se ha empleado como indicador del
estado higiénico de los alimentos (Anton, 2000), ya que habita normalmente en el
intestino de humanos o animales, no encontrandose usualmente en otros nichos;
ademas de que E. coli puede ser facilmente detectado por su habilidad de
fermentar la lactosa. Sin embargo, este microorganismo, en algunos casos
pudiera no ser tan buen indicador de la presencia de patdogenos especificos,
debido a la presencia de otras bacterias entéricas como Citrobacter, Klebsiella y
Enterobacter, que también pueden fermentar la lactosa y podrian ser confundidas
fenotipicamente en algunos casos, segun variantes fenotipicas de las colonias
(BAM, 2002). Por otro lado, los microorganismos especificos difieren en su
capacidad de supervivencia en el medio ambiente y por consiguiente, la ausencia
de estos microorganismos indicadores no siempre garantiza la ausencia de

microorganismos patogenos (Chaidez, 2002).

El alimento mas frecuentemente identificado en la infeccion humana es la carne de
vacuno, pero también se han identificado como alimentos vehiculantes la carne de
pavo, la leche y yogur, mayonesa, hortalizas frescas, agua, brotes de alfalfa, jugos
de fruta sin pasteurizar, salami seco-curado, lechuga y requeson (Anton, 2000;
BBB, 2001).

Figura 7.- Escherichia coli O157:H7 (Dennis Kunkel Microscopy, Inc., 2005).
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2.2.4.- Salmonella spp.

Salmonella es un bacilo, Gram negativo, anaerobio facultativo, perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae; es movil mediante flagelos peritricos, a excepcion de
S. gallinarum y S. pullorum que no tienen movilidad; no es formadora de esporas
(BBB, 1992a). Su principal habitat es el tracto intestinal de reptiles, aves, animales
de granja y personas; como formas intestinales, son excretadas en heces y
diseminados en el ambiente, pudiéndose encontrar en agua, tierra, insectos, carne
de vaca, carne de pollo y pavo, carne de cerdo, pescado, ancas de rana, camaron,
huevos y ovoproductos, leche, helados, coco, mantequilla de mani, cocoa,
chocolate, superficies de fabrica y superficies de cocina, por mencionar algunos
(Anton, 2000; BBB, 1992a).

La importancia de Salmonella radica en que sobrevive en la mayoria de los
alimentos y generalmente se multiplica en ellos; crece a temperaturas entre 8 y
45°C; es sensible al calor, no sobrevive a temperaturas superiores a los 70°C y es
resistente a la deshidratacion por afos, sobre todo en heces, polvo y otros
materiales secos como algunos alimentos para consumo humano y animal
(Giono,1994).

Todas las Salmonella se consideran patdégenas para el hombre, cuando se
ingieren alimentos que contienen un numero importante (del orden de 10’-10°
células viables por gramo de alimento), se puede producir el sindrome de
intoxicaciéon alimentaria por Salmonella (Anton, 2000), aunque se ha demostrado
que basta una concentracion entre 3-10 células por gramo de alimento para
causar esta enfermedad. Los miembros del género Salmonella causan
principalmente tres tipos de enfermedad en el hombre: fiebre tifoidea o fiebres
entéricas; gastroenteritis y septicemia, adquiriendo importancia relevante en areas
que no han alcanzado las condiciones de saneamiento e higiene, ni cuentan con
medidas de salud publica 6ptimas. En México los serotipos mas frecuentemente

aislados en casos y brotes son S. typhi (Figura 8) y S. enteritidis (Giono, 1994).
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Todos los grupos de edad son susceptibles a contraer Salmonelosis, pero los
sintomas son mas severos en los ancianos, nifios y los enfermos (BBB, 1992a).

Figura 8.- Salmonella typhi (Chamberlain, 2005).

2.2.5.- Listeria spp.

El género Listeria contiene seis especies: L. monocytogenes (Figura 9), L.
innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii y L. grayi (BAM, 2003b). L.
monocytogenes es un cocobacilo catalasa positivo, Gram positivo, productora de
beta-hemolisis en agar sangre y con movilidad por medio de un flagelo (Betriu,
2001; BBB, 1992b). Esta extensamente distribuida en la naturaleza, por lo que es
facil que llegue a contaminar alimentos en diferentes pasos de la produccion
alimentaria, sus fuentes incluyen: productos vegetales en descomposicién, heces
animales, aguas residuales, tierra, pienso, polvo y ensilados, (Jacobsen, 2003;
Anton, 2000).

Esta bacteria ha sido reconocida como un agente causante de enfermedades
transmitidas por alimentos de los cuales diversos brotes han sido reportados
alrededor del mundo (Touré, 2003). La listeriosis se puede transmitir por tres vias:
contacto con animales, infeccion cruzada entre recién nacidos e infeccion

transmitida por alimentos, siendo esta ultima la mas habitual (Anton, 2000).
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Una variedad de alimentos han sido asociados con listeriosis, incluyendo: leche
cruda, leche fluida supuestamente pasteurizada, quesos (particularmente suaves-
variedades maduros), helado, hortalizas frescas, embutidos carnicos crudos-
fermentados, carnes crudas (todos los tipos), aves cocidas y pescado crudo o
ahumado. La principal poblacion blanco son: mujeres embarazadas/recién nacidos
(infecciones perinatales o neonatales); ancianos; diabéticos, cirroticos, asmaticos
y pacientes con colitis ulcerativa; personas inmunosuprimidos por corticosteroides,
medicamentos anticancer, terapia supresora por injerto o SIDA; pacientes con

cancer (particularmente leucemia) y gente saludable (BBB, 1992b; Betriu, 2001).

L. monocytogenes adquiere importancia, ya que muestra la habilidad de sobrevivir
a condiciones adversas como vacio, congelado, rayos ultravioleta, pasteurizaciéon
convencional, y es capaz de crecer a temperaturas de refrigeracion, aunque
lentamente, lo cual permite su multiplicacion en alimentos refrigerados (BBB,
1992b; Anton, 2000). La habilidad de sobrevivir de L. monocytogenes sobre un
amplio rango de pH (4.4-9) y temperatura (1-45°C), y en alimentos con alta
concentracion de sal (arriba de 10%) la hace dificil de controlar (Toure, 2003). Por
lo tanto, técnicas alternativas de conservacidn son necesarias para prevenir el

crecimiento de esta bacteria (Jacobsen, 2003).

Figura 9.- Listeria monocytogenes (Dennis Kunkel Microscopy, Inc., 2005).
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2.3.- ENVASES COMESTIBLES ANTIMICROBIANOS

2.3.1.- Definicion.

2.3.1.1.- Envases comestibles

Capas delgadas preparadas de un material comestible, formada sobre
(recubrimiento) o colocada en o entre (pelicula) los componentes del alimento
(Guilbert, 1996; Kim, 2002; Risch, 2000; Uquiche, 2002; Tharanathan, 2003;
Bureau, 1995). Los envases comestibles pueden utilizarse como vehiculo de
agentes antimicrobianos, con objeto de mantener la estabilidad microbiana en la
superficie de los alimentos (Guzman, 2003; Baldwin, 1997; Del-Valle, 2004;
Ozdemir, 2001; Krochta, 1997).

2.3.1.2.- Agentes antimicrobianos

Sustancias activas o preparaciones que contienen una o mas sustancias activas,
que se utilizan con la intencidon de destruir, impedir, prevenir la accidon o ejercer
efecto controlador de algun microorganismo perjudicial, por medios quimicos o
bioldgicos (Quintavalla, 2002; Trejo, 2004). Cuando un agente antimicrobiano ha
sido incorporado dentro del envase comestible, éste retarda el crecimiento
superficial de bacterias, levaduras y mohos, y en algunos casos minimiza el
crecimiento de esporas y microorganismos patégenos en un amplio rango de
productos (Quintavalla, 2002; Nuin, 2003; Rojas de Gante, 2001; Weiss, 2003;
Cagri, 2004).

2.3.2.- Componentes.

La mayoria de los envases comestibles requieren de un soporte polimérico de alto
peso molecular (hidrocoloide) y una matriz continua y cohesiva basada en lipidos,
plastificantes, emulsificantes, lubricantes, estabilizantes y/o agentes ligantes
(Bureau, 1995).
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2.3.2.1.- Hidrocoloides

De acuerdo a su composicion pueden ser clasificados en:

Polisacaridos: Incluyen celulosa y derivados (anionicos: carboximetilcelulosa -
CMC- vy no ibnicos: metilcelulosa -MC-, hidroxietilcelulosa -HEC-,
hidroxipropilcelulosa -HPC-, hidroxipropilmetilcelulosa -HPMC-), almidén (almidén
alta amilosa y almidon alta amilosa hidroxipropilado), dextrinas, pectinas,
carragenina, alginatos, quitosan, amilosa, pululano y levano. Debido a la
naturaleza hidrofilica de estos polimeros, los envases comestibles obtenidos
constituyen barreras eficaces frente a los aceites y a las grasas, pero sus
propiedades de barrera contra la humedad son pobres, sobre todo a humedades
relativas elevadas (Guzman, 2003; Krochta, 1997; Bureau, 1995).

Sin embargo, al poseer un alto contenido de agua, el envase se deseca antes que
el alimento, por lo que actua como barrera frente a los cambios hidricos. Por otro
lado, si se adicionan agentes plastificantes a la formulacién, se obtendran envases
con permeabilidad a los gases, debido al incremento en la movilidad de las

cadenas poliméricas (Bureau, 1995; Tharanathan, 2003).

Proteinas: Incluyen gelatina, zeina, colageno, albumina de huevo (AH), gluten de
trigo* (GT), proteina aislada de soja (PAS), proteina aislada de suero de leche
(PASL) y caseina (CS) (Krochta, 1997; Cagri, 2004; Lee, 2005; Del-Valle, 2004).

Los envases comestibles obtenidos tienen pobre resistencia al agua, pero

funcionan como buenas barreras al O, y CO; (Pérez, 2003; Guzman, 2003).

2.3.2.2.- Lipidos

Incluyen ceras naturales (cera de abeja, carnauba y candelilla), acidos grasos,
acilgliceroles, parafinas, aceites minerales y acetoglicéridos (Guzman, 2003;
Cagri, 2004). En general, las propiedades mecanicas de estos envases son
inferiores a las de los envases elaborados con proteinas o polisacaridos (Ryu,
2002).

*El uso de estos envases debe ser declarado, ya que algunos consumidores tienen intolerancia al gluten 19
de trigo (enfermedad Celiaca), alergias a proteina de leche o intolerancia a la lactosa (Krochta, 1997).



Las mejores barreras contra la pérdida de humedad son los acidos grasos
saturados solidos a temperatura ambiente, debido a su relativa baja polaridad (la
permeabilidad incrementa con el incremento de la polaridad, insaturacién vy
ramificaciones), pero usualmente los envases obtenidos son opacos,
relativamente inflexibles, fragiles e inestables (rancidez) (Guzman, 2003;
Hernandez-Munoz, 2004; Bureau, 1995; Tharanathan, 2003; Guilbert, 1996).

Por otro lado, los aceites no son muy efectivos para ser utilizados como
recubrimientos comestibles en frutas y hortalizas, debido a su alta permeabilidad a
gases (CO; y Oy) y al vapor de agua; por ello, requieren de la adicion de
materiales complementarios (hidrocoloides) a la formulacion, para obtener una

matriz estructural que funcione como barrera de humedad y gas (Pérez, 2003).

2.3.2.3.- Plastificantes
Son compuestos organicos adicionados a la matriz polimérica del envase, antes
del secado, para facilitar su manejo durante la elaboracién e incrementar la
humectabilidad, dureza, flexibilidad y resistencia al corte del envase terminado
(Austin, 1989; Baldwin, 1997). Los plastificantes actuan reduciendo las fuerzas
intermoleculares entre las cadenas del polimero y en consecuencia la cohesion del
conjunto, lo cual facilita la elongacion del envase, pero disminuye las propiedades
de barrera frente a los gases, vapores y solutos (Baldwin, 1997).
Los mas utilizados son:

l. Mono-, di- y oligosacaridos (miel, jarabes de glucosa o de glucosa-

fructosa).
Il. Polioles (polietilenglicol, sorbitol, glicerol y derivados).
[I. Lipidos y derivados (acidos grasos, monoglicéridos y sus ésteres,

acetoglicéridos, fosfolipidos y otros emulsionantes).
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La plastificacion de un envase comestible a base de polimeros hidrofilicos, se
obtendra por la adicion de un compuesto que pertenezca a uno de los dos
primeros grupos. La concentracion del plastificante puede variar del 10 al 60%
(extracto seco), y generalmente el mas efectivo, se parecera al polimero que
plastifican (Uquiche, 2002; Baldwin, 1997; Bureau, 1995; Guzman, 2003;
Tharanathan, 2003; Cho, 2002). Para la fabricacion de un envase comestible
soluble es deseable un plastificante soluble y para un envase insoluble o de
solubilizacion lenta se deseara un plastificante insoluble (o dispersable) (Bureau,
1995).

2.3.2.4.- Surfactantes y emulsificantes

Incluyen mono y diglicéridos o lecitinas, grasas y aceites. Se afiaden para prevenir
la fractura del envase comestible; reducen la actividad de agua y la velocidad de
pérdida de humedad en el producto; reducen el tamafio de glébulo graso e
incrementan su distribucion en el envase comestible emulsificado (Guzman, 2003;
Risch, 2000).

2.3.2.5.- Mejoradores de las propiedades

Los envases comestibles pueden servir para mantener una concentracion elevada
de colorantes, aromas, especias, acidos, azucares, sales o vitaminas, con objeto
de conferir al alimento una fuerte impresion organoléptica superficial o para llevar

a cabo un enriquecimiento nutricional (Bureau, 1995).

21



2.3.3.- Formulacion.

La formacion de envases comestibles generalmente involucra asociaciones inter e
intramoleculares o entrecruzamiento de las cadenas del polimero, formando una
red tridimensional semirigida que atrapa e inmoviliza el solvente (Tharanathan,
2003). Los mecanismos por los que pueden ser formados son:

-Coacervacion simple: un hidrocoloide dispersado en agua es precipitado o
experimenta un cambio de fase después de la evaporacion de una parte del
solvente (secado); después de la adicién de un no-electrolito hidrosoluble, en el
cual el hidrocoloide es insoluble (etanol); o después del ajuste del pH con la
adicién de un electrolito, el cual induce un entrecruzado (Guilbert, 1996; Bureau,
1995).

-Coacervacion compleja: se mezclan dos soluciones hidrocoloides con carga
eléctrica opuesta, causando la interaccion y precipitacion del complejo polimérico
(Guilbert, 1996).

-Gelacién o coagulacion térmica: la dispersidn hidrocoloide se calienta
ocasionando su desnaturalizacion, seguida de una gelatinizacién (proteinas como
albumina), precipitacion o enfriamiento, causando gelacion (gelatina o agar)
(Guilbert, 1996).

En el caso de los recubrimientos, existen dos condiciones relevantes: cohesién
entre las moléculas del material del recubrimiento y adhesion entre el
recubrimiento y el alimento (Risch, 2000; Bureau, 1995). La cohesion es el
resultado de la habilidad del polimero a formar uniones moleculares fuertes y
numerosas entre las cadenas poliméricas, obstaculizando su separacion (Pérez,
2003). El grado de cohesion produce las propiedades de barrera y mecanicas del
recubrimiento, de tal forma que la cohesion estructural alta se manifiesta por la
reduccion en la flexibilidad, porosidad y permeabilidad a los gases y solutos
(Tharanathan, 2003).
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El grado de cohesion depende de la estructura quimica del polimero y
especialmente de su fuerza molecular, geometria, peso molecular y tipo de
posicion de sus grupos laterales; de la presencia de plastificantes y agentes
ligantes en la formulacion; del tipo de proceso y las condiciones de elaboracién
(temperatura, presion, tipo de solvente, técnica de evaporacion del solvente,
técnica de aplicacion, etc.); y del espesor del recubrimiento (Tharanathan, 2003).
Por lo tanto, la excesiva evaporacion o enfriamiento del solvente puede producir
un recubrimiento no cohesivo, debido a la inmovilizacibn prematura de las
moléculas del polimero; se pueden lograr altos niveles de cohesion por el arreglo
de los polimeros polares de cadena larga, los cuales precipitan en forma cristalina
(Pérez, 2003; Guilbert, 1996; Guzman, 2003).

2.3.4.- Técnicas de aplicacion.

Las peliculas comestibles se elaboran previo a la aplicacién en el alimento,
mientras que el recubrimiento comestible se aplica por distribucién con pincel,
pulverizacion, inmersién, centrifugacion, fluidizacion, frotacion y aspersion, entre
otros (Pérez, 2003; Bureau, 1995). La inmersién se realiza en tanques que
contienen el recubrimiento, por lo tanto, es necesario cuidar que el alimento sea
cubierto completamente; a continuacion se procede a un escurrido y secado con
aire, con lo cual una capa delgada es formada en la superficie del producto. Este
método se caracteriza por provocar el entrecruzamiento en los enlaces
hidrocoloides y es el mas usado para frutas, vegetales y productos carnicos
(Pérez, 2003; Bureau, 1995; Tharanathan, 2003).

El método de aspersion es mas recomendable para superficies planas;
actualmente se utilizan aplicadores de alta presién (60-80psi), los cuales permiten
menor gasto del material de cubierta, y la obtencion de recubrimientos uniformes
(Pérez, 2003; Bureau, 1995).

23



El método de frotacidn utiliza aire comprimido (< 5psi), que es aplicado en lineas
de envasado que poseen rodillos en movimiento (es necesario romper la
estructura del recubrimiento en forma de espuma, para obtener una distribucion
uniforme en la superficie del producto); posteriormente, se remueve el exceso del
recubrimiento con cepillos colocados debajo de los rodillos. El recubrimiento
contiene poca agua para facilitar el proceso de secado (Pérez, 2003; Bureau,
1995; Tharanathan, 2003).

2.3.5.- Mecanismo de accion.

Los mecanismos implicados en la accidon de los agentes antimicrobianos
incorporados en un envase comestible, son muy diversos, entre otros pueden
citarse: inhibicién de la biosintesis de acidos nucléicos, de proteinas o de la pared
celular; dafo a la integridad de las membranas e interferencia en una gran
variedad de procesos metabdlicos esenciales. Consecuentemente, algunos
agentes antimicrobianos pueden afectar a muchos tipos de microorganismos,
mientras que otros muestran un espectro de accion inhibitoria mas reducido; del
mismo modo, algunos compuestos antimicrobianos pueden ser microbicidas
(matan a los microorganismos), mientras que otros actian como microbiostaticos
(inhiben la proliferacion microbiana): un agente “estatico” debe estar presente
continuamente en el producto y en consecuencia no ser toxico (Rodriguez, 2001;
Quintavalla, 2002; Trejo, 2004).

Por otro lado, en el caso de las bacterias Gram positivas, las células vegetativas
activamente multiplicandose en fase de crecimiento exponencial son mas
susceptibles a los agentes antimicrobianos que las bacterias en fase de
crecimiento estacionario o en su forma esporulada, ya que en un estado
metabdlico activo las bacterias proveen una entrada disponible a sus blancos
celulares (Naidu, 2000).
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Cabe mencionar que los constituyentes antimicrobianos de los alimentos son
bastante especificos en sus acciones, de tal modo que los alimentos no dejan de
ser por ello perecederos, solo que su alteracion se produce por microorganismos

que son resistentes a los antimicrobianos presentes (Rodriguez, 2001).

2.3.6.- Efectividad del envase comestible antimicrobiano.

Los factores que influyen en la efectividad del envase comestible antimicrobiano
son:

a) Condiciones de proceso y actividad antimicrobiana residual.
Es importante determinar la actividad antimicrobiana residual, que es la actividad
efectiva del agente activo utilizado para el envase comestible antimicrobiano, ya
que la sustancia puede ser deteriorada por su labilidad al calor, por
incompatibilidad con el material de envasado o por el proceso de elaboracion del
envase (Han, 2000; Weiss, 2003).

b) Temperatura de almacenamiento.
Generalmente, el incremento en la temperatura de almacenamiento del alimento
puede acelerar la migracion de los agentes activos en el envase, de igual forma,
mientras la temperatura disminuye la velocidad de migracion también. Por lo tanto,
el efecto protector del envase comestible antimicrobiano se vuelve menos efectivo
a temperaturas altas (Weiss, 2003; Risch, 2000).
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c) Caracteristicas de los alimentos.

Los alimentos tienen diferentes caracteristicas quimicas y biolégicas como pH,
actividad de agua, fuente de carbono, fuente de nitrégeno, presion parcial del
oxigeno y temperatura, que proveen diferentes condiciones a los
microorganismos; por ejemplo, la temperatura y el pH afectan la velocidad de
crecimiento de  microorganismos blanco 'y alteran la ionizacion
(disociacion/asociacion) de muchos agentes activos, cambiando su actividad
antimicrobiana: los antimicrobianos catiénicos son mas efectivos a pH &cido, ya
que facilita la penetracion del antimicrobiano, a través de la membrana
citoplasmatica microbiana; por otro lado, los antimicrobianos de acidos organicos
son mas efectivos en su forma sin disociar, ya que son capaces de penetrar la
membrana celular mas efectivamente; sin embargo, debido a su caracter
hidrofébico, pueden unirse a los lipidos o proteinas de los alimentos via
interaccidon hidrofébica no-especifica y ser inactivados por inmobilizacion (Han,
2000; Weiss, 2003; Naidu, 2000; Risch, 2000).

La actividad de agua también puede alterar la actividad antimicrobiana y la
estabilidad quimica de las sustancias activas incorporadas: a actividad de agua
baja, el envase comestible esta menos hidratado y mas compacto; por lo tanto, la
distancia del soluto para viajar a través del envase debera ser menor y la
permeabilidad aumentara con la disminucion de la actividad de agua (Han, 2000;
Weiss, 2003; Naidu, 2000; Risch, 2000).

d) Coeficientes de transferencia de masa.
El coeficiente de transferencia de masa debe ser evaluado, para explicar el perfil
de liberacidbn de la sustancia activa del envase antimicrobiano al producto
alimenticio. Esto debe permitir la estimacion del patrén de concentracion exacto,
proveer el perfil de difusion del sistema de envasado alimentario real, y predecir el
periodo en el cual la concentracion del antimicrobiano se mantendra sobre la
concentracion minima inhibitoria (CMI) (Han, 2000; Weiss, 2003; Brody, 2001).
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e) Propiedades fisicas del material de envasado.

Los agentes activos adicionados al envase comestible, usualmente son

componentes de muy bajo peso molecular comparado con el tamano del polimero

empleado, y son adicionados en pequefias cantidades (Han, 2000). En un envase

comestible antimicrobiano disefiado apropiadamente, el agente antimicrobiano se

posicionara en las regiones estructurales amorfas de la matriz polimérica y no

afectaran la fuerza mecanica del material polimérico de envasado; sin embargo,

reducira las propiedades Opticas del envase, como la transparencia (Han, 2000;
Risch, 2000; Quintavalla, 2002).

f) Factor costo.

La extraccion de antimicrobianos bioactivos de fuentes naturales puede ser

complejo y caro, lo suficiente para hacer la comercializacion de estos envases

atractiva, sélo para aumentar el valor de productos alimenticios (Naidu, 2000;
Risch, 2000).

2.3.7.- Requisitos.

Los prerrequisitos esenciales de los envases comestibles antimicrobianos son:

Ser comestible**.

No ser toxico.

Que su composicion sea acorde con la reglamentacion relativa a la
aplicacion alimentaria.

Que su uso sea acorde a las buenas practicas de manufactura (grado
alimentario, preparacién y manipuleo como un ingrediente alimentario, y
uso en cantidades no mayores a las necesarias para llevar a cabo su
funcion).

Proveer apariencia satisfactoria (aroma, sabor, color y masticabilidad) al
alimento al que se aplica.

Que prevenga o reduzca la putrefaccién microbiana durante un periodo

de almacenamiento largo.

**Debido a que el envase es un producto comestible, las condiciones sanitarias deben mantenerse 27
durante el almacenamiento, transportacion y comercio del producto (Krochta, 1997).



(Bureau,

Debe demostrarse que el antimicrobiano utilizado en la formulacién es un
“aditivo directo al alimento” (un conservador que prolonga la vida de
anaquel del alimento por protegerlo contra el deterioro causado por
microorganismos); que no permite la seleccion de organismos insensibles
en la superficie del envase comestible; que no permite el desarrollo de
resistencia biocida en microorganismos sensibles; y que el antimicrobiano
no es usado para reducir las medidas higiénicas normales requeridas en
el manipuleo de alimentos.
Deben ser solubles o dispersables en la boca, en el agua o en el aceite
empleado en la preparaciéon del alimento.
Alta eficiencia mecanica y de barrera a la humedad, solutos y gases
(creacién de una atmoésfera modificada con respecto a la composicion de
gases internos, debido a la regulacidén del proceso de madurez; prevenir
la desecacidn, ya que la pérdida de agua resulta en pérdida de peso y por
consiguiente de comercializacién, permitiendo la extension de la vida de
anaquel y calidad del producto).
Que provean una berrera sobre luz o rayos UV, los cuales pueden
modificar las caracteristicas via oxidacién de lipidos y pigmentos.
Estabilidad bioquimica, fisicoquimica y microbiana, antes, durante y
después de aplicarlo al producto.
Que su preparacion requiera de tecnologia simple y bajos costos de
materiales.

1995; Krochta, 1997; Pérez, 2003; Guzman, 2003; Risch, 2000;

Demicheli, 1997; Tharanathan, 2003; Baldwin, 1997; Lee, 2003; Ayranci, 1999;

Guilbert,

1996; Xu, 2003; Kim, 2002; Quintavalla, 2002).
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2.3.8.- Aplicaciones.

Actualmente, los antimicrobianos que han adquirido mayor importancia son los
naturales (Tabla 2), debido a la percepcién del consumidor como “amigables”, y a
que estos componentes presentes en alimentos e ingredientes alimenticios o
formados en respuesta al estrés fisico o quimico, pueden contribuir a extender la

vida de anaquel de otros alimentos procesados y sin procesar (Beuchat, 1989).

Tabla 2.- Antimicrobianos en envases comestibles y biodegradables (Weiss, 2003;
Quintavalla, 2002; Han, 2000; Guilbert, 1996)

Clase Antimicrobiano Polimero/Acarreador Microorganismo
blanco
Acidos Acido propiénico, Envases comestibles’, Mohos
organicos y benzoico, sérbico, MC/HPMC/acido graso,
anhidridos aceético, lactico, MC/acido palmitico,

malico, laurico, p-  MC/quitosan, LLDPE,
aminobenzoico, CMCl/papel, LDPE,
sorbico ahnidrido,  almidén/glicerol,
benzoico anhidrido, PE-co-MA

benzoato de sodio,

sorbato de potasio,

sorbato de calcio

Gases Dioxidem de Varias poliolefinas, Mohos, bacterias,
sulfuro didbxido de  recubrimiento de levaduras
cloro, CO,, SO, hidroxido de calcio,

metabisulfito de sodio

Metales Plata Varias poliolefinas Bacterias

Funguicidas Benomyl, Imazalil  lonémero, LDPE Mohos
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T T S S I T I S T S
B

acteriocinas Nisina, pediocina, Envases comestibles’, Bacterias Gram
lacticina celulosa, GT, HPMC, AH, positivas

LDPE, PE, PVC, nylon,

recubrimiento de silicio

Enzimas Lisozima, glucosa  Acetato de celulosa, Bacterias Gram

*

oxidasa envases comestibles’,  positivas
PAS, PVOH, nylon

Agentes EDTA Envases comestibles’ Bacterias Gram
quelantes positivas
Especias Cinamico, cafeina, Nylon/PE, celulosa Mohos, levaduras,
p-cumarico bacterias
Extractos Aceites esenciales LDPE, celulosa, envases Mohos, levaduras,
naturales de semillas de comestibles’ bacterias

toronja, polvo de

cana
Parabenos Propilparabeno, Arcilla cubierta de Mohos
etilparabeno celulosa, LDPE

" Envases comestibles de: quitosan, alginato, proteina de maiz, proteina aislada de suero de leche
(PASL), almiddn, proteina aislada de soja (PAS), gluten de trigo (GT) o albumina de huevo (AH).
LLDPE = Polietileno de baja densidad lineal

LDPE = Polietileno de baja densidad

MC = metilcelulosa

HPMC = hidroxipropilmetilcelulosa

CMC = carboximetilcelulosa

PE = polietileno

MA = acido metacrilico

PVOH = alcohol polivinilico

PVC = cloruro de polivinilo;

""Combinacion de EDTA y bacteriocinas/enzimas con actividad contra bacterias Gram-negativas
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Los antimicrobianos naturales que se pueden utilizar en un envase comestible, se
clasifican en funcion de su origen en:
Enzimas y otras proteinas:

a) Conalbumina y avidina (huevo).
La conalbumina inhibe bacterias Gram positivas y en menor proporcién Gram
negativas; las bacterias Gram positivas mas sensibles son Micrococcus y Bacillus
spp. La conalbumina actua uniéndose con el hierro, impidiendo asi que sea usado
por los microorganismos. La avidina se une a biotina y por tanto, los
microorganismos que tienen un estricto requerimiento de biotina son inhibidos
(Beuchat, 1989).

b) Lactoferrina (leche).
Inhibe a Bacillus subtilis, B. stearothermophilus y Escherichia coli. La lactoferrina

se une a dos atomos de hierro por molécula (Beuchat, 1989).

c) Lisozima (leche y huevo).
Es activa contra bacterias Gram positivas, particularmente termdéfilas formadoras
de esporas, mientras las bacterias Gram negativas usualmente son resistentes;
también inhibe microorganismos patégenos, incluyendo Listeria monocytogenes,
Campilobacter jejuni, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus y Clostridium
botulinum. La lisozima actua catalizando la hidrolisis de uniones p-1, 4 entre acido
N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina en la capa peptidoglicano de la pared

celular bacteriana (Beuchat, 1989).

d) Lactoperoxidasa (leche).
Es principalmente activa contra bacterias productoras de H,O, como Lactobacillus
y Lactococcus spp.; ademas de ciertas bacterias Gram negativas vy
microorganismos catalasa positiva. El dafio de la membrana citoplasmatica es
evidencia de la salida de iones de potasio, aminoacidos y polipéptidos (Beuchat,
1989).
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Acidos organicos:

El modo de accion de los acidos organicos es atribuido a la reduccion directa del
pH del sustrato, depresién del pH celular interno por ionizacion de moléculas del
acido sin disociar, o disrupcion del transporte de sustratos por alteracién de la
permeabilidad de la membrana celular. Debido a que la porcidon sin disociar de la
molécula del acido, principalmente, es responsable de la actividad antimicrobiana,
la efectividad de estos componentes depende de la constante de disociacidon (pKa)
del acido, y ya que el pKa de muchos acidos organicos es entre pH 3 y 5,

generalmente son mas efectivos a estos valores de pH (Beuchat, 1989).

a) Acido citrico (frutas citricas).
Inhibe el crecimiento de bacterias termdfilas y Salmonella. La actividad
antimicrobiana es debido a la quelacion de iones metalicos esenciales para el

crecimiento microbiano (Beuchat, 1989).

b) Acido malico (frutas y vegetales).
Es inhibidor de levaduras y algunas bacterias, probablemente, como un efecto

directo de la disminucion del pH (Beuchat, 1989).

c) Acido tartarico (uvas y pifas).

La actividad antimicrobiana es atribuida a la reduccién del pH (Beuchat, 1989).

d) Acido benzoico (arandanos, frambuesas, ciruelas, canela y clavo).
Es mas efectivo en controlar levaduras y mohos, y menos efectivo contra bacterias
(Wagner, 1989). La molécula del acido benzoico sin disociar difunde a través de la
membrana celular microbiana, donde se ioniza, causando acidificacién en el
interior de la célula; el acido benzoico inhibe el crecimiento microbiano por
interferir con el transporte de sustratos y el sistema de fosforilacion oxidativa
(Beuchat, 1989; Risch, 2000).
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e) Acido lactico (escabeche, aceitunas, algunas carnes y quesos).
Inhibe el crecimiento de algunas bacterias formadoras de esporas, pero no afecta

el crecimiento de mohos y levaduras (Beuchat, 1989).

f) Acido propiénico (queso).
La actividad antimicrobiana es principalmente contra mohos, pero tiene un
pequefio efecto contra bacterias; ademas reduce el crecimiento de Aspergillus
flavus y la produccién de aflatoxina. El acido se acumula en la célula y bloquea el
metabolismo por inhibir ciertas enzimas, también compite con sustratos como la
alanina y otros aminoacidos esenciales para el crecimiento de microorganismos
(Wagner, 1989; Beuchat, 1989; Risch, 2000).

Acidos grasos:

Los acidos grasos, generalmente son inhibidores efectivos de bacterias Gram
positivas y levaduras; exhiben actividad antimicética; reducen el crecimiento de
Aspergillus spp. y la produccion de aflatoxina. Ciertos miembros de Neisseriaceae
y Enterobacteriaciae son susceptibles o pueden hacerse susceptibles. Como
agentes antimicrobianos, son mas efectivos aquellos que contienen de 12 a 18
atomos de carbono; la actividad inhibitoria de acidos grasos insaturados
incrementa conforme aumenta el numero de dobles enlaces. El acido laurico,
miristico y palmitico (C12, C14 y C+e, respectivamente) son inhibidores efectivos de
bacterias; mientras que el acido caprico (C4o) y laurico son mas activos contra
levaduras (Beuchat, 1989).

El mecanismo de accidon consiste en la inhibicién del transporte en la membrana,
lo cual causa una reduccién de la salida de O, de la célula bacteriana; la
membrana externa es el sitio de accion, ya que las enzimas involucradas en la
salida del O, estan unidas a ella. Las bacterias Gram negativas parecen ser
menos susceptibles a la inhibicion que las bacterias Gram positivas, ya que la
capa de lipopolisacaridos en la pared celular de las bacterias Gram negativas

protege la membrana citoplasmatica y confiere resistencia (Beuchat, 1989).
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Aceites esenciales de plantas:

[Allium spp., A. sativum (ajo), A. cepa (cebolla) y A. porrum (puerro)].

Algunos microorganismos como S. aureus, B. cereus, C. botulinum, S. typhi, E.
coli y algunas levaduras, han mostrado ser afectados por extractos de ajo;
mientras el crecimiento y la produccion de aflatoxinas por A. flavus y A.
parasiticus, son inhibidos por varios extractos de cebolla (Beuchat, 1989).

Por otro lado, C. botulinum, B. cereus, S. aureus, S. typhi, V. parahaemolyticus, E.
coli y mohos micotoxigénicos (A. flavus, A. parasiticus, A. versicolor, A. ochraceus,
Penicillum urticae y P. roquefortii) son inhibidos por otros aceites esenciales de
plantas; la actividad antimicrobiana mas consistente ha sido encontrada en
componentes de clavo, canela, semillas de mostaza, orégano, romero, salvia,

tomillo y vainilla (Beuchat, 1989).

Humulones y lupulones:
(Lupulus humulus).
Las bacterias Gram negativas y los hongos son menos sensibles al efecto de

humulones y lupulones que las bacterias Gram positivas (Beuchat, 1989).

Derivados de acido hidroxicinamico:

(vegetales, frutas, granos y nueces).

Incluye cafeina, clorogénico, p-cumarico, ferulico y acidos quinicos. Las bacterias
Gram positivas, Gram negativas, mohos y levaduras son sensibles a derivados del
acido hidroxicinamico; mientras que A. parasiticus es inhibido por el acido cafeico
(Beuchat, 1989).

Oleuropeina:
(aceitunas verdes).
Es inhibidor contra L. plantarum, Leuconostoc mesenteroides y hongos,

incluyendo Geotrichum candidum 'y Rhizopus spp. (Beuchat, 1989).
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Cafeina:

(café, cocoa).

Inhibe el crecimiento de Aspergillus y Penicillum spp.; y la produccién de
aflatoxina, ocratoxina A, esterigmatocistina, citrinina y patulina; también es
antibacterial para L. plantarum, S. aureus, Streptococcus faecalis, B. cereus,
Salmonella spp., S. cerevisiae y E. coli. Su mecanismo de accién consiste en

descontrolar la regulacion de glicélisis y glucogénesis (Beuchat, 1989).

Teofilina y teobromo:

(té, nuez, cocoa).

Tienen efecto bactericida contra diversos patdégenos, incluyendo S. typhi, E. coli,
S. aureus y B. cereus, pero S. cerevisiae y L. plantarum son inhibidos menos
(Beuchat, 1989).

Fitoalexinas:

(derivados de plantas, frutas y hortalizas, como la faseolina de las judias verdes).
La faseolina exhibe toxicidad contra hongos, pero tienen un ligero o nulo efecto en
bacterias. Ejercen su efecto téxico por interaccion con la membrana celular, altera
las propiedades de la membrana plasmatica e inhiben el transporte de electrones
en la mitocondria. (Beuchat, 1989).

Pigmentos y componentes relacionados:

(extractos de flores y frutas).

Los flavonoides (antocianinas, flavanos, dihidroflavones, biflavonoides,
isoflavonas, flavonoles, flavonas, flavanonas, antocianidinas, catequinas,
isoflavonas, dihidroflavonol, chalcona, aurona y flavan-3-ol) son un grupo de
pigmentos aromaticos de Cis5, que se encuentran como pigmentos blancos y
amarillos en flores y frutas. Entre los derivados naturales predominantes estan las
formas glicosidicas localizadas en las vacuolas de las células de las plantas;
mientras los biflavonoides estan localizados en la cuticula (Naidu, 2000).
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Los flavonoides tienen amplio espectro de actividad antimicrobiana y carencia de
induccion de resistencia en organismos blanco y contribuyen a las cualidades
sensoriales y nutricionales de frutas y sus productos (Naidu, 2000). La actividad
contra bacterias puede ser de tres tipos:
-Bacteriostatica (inhiben sintesis proteica y se unen a los ribosomas, es decir,
inhibe crecimiento pero no causa la muerte).
-Bactericida (evitan la proliferacién, inducen la muerte pero no producen lisis
celular).

-Bacteriolitica (producen lisis celular) (Trejo, 2004).

Los flavanoles y las proantocianidinas (taninos) son altamente inhibidores de
Sacharomyces boyancis; mientras las antocianinas inhiben E. coli, S. aureus,
Lactobacillus casei y Lactobacillus acidophilus. La faseolina isoflavana exhibe de
escasa a moderada actividad contra diversas Pseudomonas, pero inhibe
fuertemente a las Xantomonas y Acromobacter spp. La quercetina y la morina
(frutas, vegetales y té) tienen actividad virucida contra virus envueltos, incluidos
herpes, pero no contra virus no envueltos; ademas la quercetina tiene efecto
inhibitorio en el crecimiento de células malignas y glicolisis, en la sintesis de
macromoléculas, en la actividad de proteinasas, en la actividad de ATPasas, en la
replicacion de virus y en la induccion de choque térmico de proteinas. Sin
embargo, los flavonoides como felodendrozida, pentametilquercetina, herbacitina,
ramnetina y rutina, no muestran actividad antimicrobiana, probablemente porque
contienen glucosa o un grupo metilo: parece que los flavonoides con grupos
hidroxilo libres a Cs, C4, Cs y C; tienen la mayor actividad; por lo tanto, la
sustitucion de estos grupos causa una disminucion o abolicion completa de la
actividad antiviral de los componentes. Por otro lado, la actividad antimicrobiana
de los flavonoides lipofilicos es una propiedad asociada con su habilidad a
penetrar membranas bioldgicas; la metilacién de 5-OH ha sido considerada una

caracteristica estructural esencial por su actividad antimicrobiana (Naidu, 2000).

36



En el caso de las antocianinas, la habilidad de quelacion puede explicar
parcialmente la accion inhibitoria contra enzimas bacterianas, ya que la
indisponibilidad de iones metalicos puede inactivar a las enzimas, que son
dependientes de estos metales, resultando en inhibicion del crecimiento
microbiano (Naidu, 2000; Beuchat, 1989).

Estado Regulatorio.
Los antimicrobianos naturales son GRAS de acuerdo a las autoridades

regulatorias; de cualquier forma, eso no garantiza una seguridad para

componentes especificos aislados de esos productos (Naidu, 2000); por lo tanto,

el aislamiento de componentes bioactivos de fuentes naturales posee nuevos
parametros de evaluacion de seguridad por las siguientes razones:

l. El proceso de aislamiento podria enriquecer un alérgeno indeseable,
mutageno o toxina de la fuente natural.

I Un componente no toxico puede ser activado durante el aislamiento.

. El método de extraccion/purificacion puede desnaturalizar al componente
bioactivo y crear un nuevo componente con manifestaciones toxicas.

V. Solventes residuales o quimicos eluidos pueden reaccionar y/o contaminar
el producto final y comprometer las propiedades estructurales-funcionales.

V. La dosis diaria aceptable de un componente bioldgico aislado puede ser
mas alta que su consumo via natural.

VI. Cuando se incorpora el antimicrobiano natural purificado en una
formulacién, puede reaccionar con otros ingredientes para formar especies
téxicas (Naidu, 2000; Risch, 2000).

Por lo anterior, los antimicrobianos naturales deberan demostrar su seguridad, ya

sea por pruebas en animales o por el consumo continuo como un alimento sobre

un periodo largo. En adicién, a falta de toxicidad, no deberan ser alérgenicos y

deben ser metabolizados y excretados, y no induciran un aumento de residuos.

Ademas, no deberan reaccionar con nutrientes importantes haciéndolos

indispensables o destruyéndolos (Naidu, 2000; Risch, 2000).
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OBJETIVOS

3.- OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un recubrimiento comestible con antimicrobiano de origen
natural, frente a Escherichia coli H10407, Salmonella typhi vy Listeria
monocytogenes, inoculados sobre la cascara de meldn Cantaloupe.

OBJETIVOS PARTICULARES
OBJETIVO PARTICULAR 1:

Establecer la formulacion 6ptima y el proceso de elaboracion del recubrimiento en

estudio.

OBJETIVO PARTICULAR 2:

Evaluar “in vitro” la actividad antimicrobiana del recubrimiento comestible, frente a

microorganismos patoégenos.

OBJETIVO PARTICULAR 3:

Determinar la eficiencia de este recubrimiento, frente a E. coli H10407, S. typhi y

L. monocytogenes, inoculados en la cascara de melén Cantaloupe.

OBJETIVO PARTICULAR 4:

Evaluar las propiedades fisicas (espesor, solubilidad) y Oopticas (color) del

recubrimiento comestible antimicrobiano.
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CUADRO METODOLOGICO

4.- CUADRO METODOLOGICO.

Evaluar el efecto de un recubrimiento comestible con antimicrobiano de origen natural, frente a Escherichia coli H10407,

OBJETIVO GENERAL

Salmonella typhi v Listeria monocytogenes, inoculados sobre la cascara de melén Cantaloupe.
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X
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microorganismos patégenos.

OBJETIVO PARTICULAR 3

Determinar la eficiencia de este recubrimiento, frente a
E. coli H10407, S. typhiy L. monocytogenes,
inoculados en la cascara de melén Cantaloupe.
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opticas del recubrimiento
comestible antimicrobiano.
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MATERIALES Y METODOS
5.- MATERIALES Y METODOS.

5.1.- Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio (Escherichia coli H10407,
Salmonella typhi y Listeria monocytogenes), fueron proporcionadas por el
Laboratorio de Bacteriologia de Posgrado de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, UNAM, México. Cada bacteria se mantuvo en un tubo inclinado de
agar base sangre (BBA; Bioxon) a 8°C. Antes de usarse, las cepas fueron sujetas
a dos transferencias sucesivas del indculo original en agar tripticasa de soja (TSA;
Bioxon) e incubadas a 37°C por 24h. Por ultimo se crecieron en agar
MacCONKEY (MCA; Merck); agar Salmonella-Shigella (SSA; Bioxon) y agar
Rogosa (MRS; Oxoid), respectivamente, y se almacenaron a 8°C hasta ser

utilizadas.

5.2.- Melén Cantaloupe
Los frutos se adquirieron en una abastecedora local y se seleccionaron de
acuerdo al tamano (2.75 + 0.2 Kg), color y firmeza homogéneos, y libres de

defectos visibles (oscurecimiento, cortadas y deformaciones).

5.3.- Seleccidon de la formulacion del recubrimiento

5.3.1.- Preparacion de diferentes recubrimientos

Recubrimiento A: Se agregaron 6.75g de proteina aislada de soja (PAS; Fabpsa,
México) a 40.63ml de etanol al 95%, agitando con ligero calentamiento durante
1min. Se adicionaron 1.89ml de glicerol, calentando hasta ebulliciéon (~73°C),
evitando la incorporacion de gas. Se vertio la solucion en cajas petri de 11cm de

diametro y se secaron en estufa a 37°C por 16h (Padgett, 1998).
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Recubrimiento B: Se disolvieron 2g de PAS en 100ml de acido acético al 3%,
agitando a 35°C por 1h. Se adicionaron 0.5ml de glicerol, agitando hasta
homogenizar y se vertio la soluciébn en cajas petri de 11cm de diametro para

secarlas en estufa a 35°C por 16h (Casariego, 2001).

Recubrimiento C*: Se disolvio el polimero y se vertié la solucién en charolas de

Teflon™ de 21cm de diametro para secar en estufa a 55°C por 16h.

NOTA: El espesor se traté de mantener uniforme, sirviendo 160ml de la solucién en cada charola.

5.4.- Comportamiento del recubrimiento comestible seleccionado durante su

aplicacion a diferentes frutos

5.4.1.- Preparacion de dos variantes del recubrimiento C*

Recubrimiento RC-1: Se prepard el recubrimiento y se adiciond el antimicrobiano

de origen natural al 0.02%.

Recubrimiento RC-2: Se preparo el recubrimiento como en el punto anterior y se
calenté la mezcla en bafio maria hasta 70°C. Se adicionaron 0.25g de &cido
estearico y se homogenizé la mezcla por 15 min. Se dejé enfriar la solucién hasta

20°C, quedando lista para su aplicacion (Uquiche, 2002).

5.4.2.- Efecto fisico de las dos variantes del recubrimiento seleccionado

en frutos

Jitomate: Se lavaron dos jitomates con agua potable y se secaron a 8°C por 1h.
Cada recubrimiento fue aplicado por inmersion durante 30s y se colocaron en una

camara a 25°C por 3 dias.

Fresa: 100g de fresas se desinfectaron en agua clorada (200ppm) por 5min y se
secaron a 0°C por 1h. Cada recubrimiento fue aplicado a 50g de fresas por

inmersion durante 30s y se almacenaron a 25°C por 3 dias.
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Mango y manzana: Se lavaron dos mangos y dos manzanas con agua potable y
se secaron. Cada recubrimiento fue aplicado a cada fruto por inmersiéon durante

30s y se almacenaron en una camara a 25°C por 3 dias

Pera: Se lavaron dos peras con agua potable y se secaron a 0°C por 1h. Cada
pera se sumergio en uno de los recubrimientos por 5s, dos veces, y se secaron a

25°C por 16h. Posteriormente se almacenaron a 0°C por 1 semana.

Melén: Se lavé la cascara del meldn con agua potable y se sec6 a 8°C por 1h. Se
dividio en dos partes iguales y a cada una se le aplicaron 15ml de uno de los

recubrimientos. Se secaron a 8°C por 24h y se almacenaron a 8°C por 7 dias.

5.5.- Seleccion de la concentracion del antimicrobiano “in vitro”

5.5.1.- Preparacion de los cultivos patréon

Se tomaron 3UFC de E. coli H10407 y se inocularon en 4.5ml de caldo infusién
cerebro-corazén (BHI; Difco) y se incubaron a 37°C por 24h. El in6culo se
centrifugé a 2500rpm por 10min y el sedimento se lavé con solucion salina
fisiologica estéril (SSF). Nuevamente se centrifugd el cultivo a las mismas
condiciones y el sedimento se resuspendié en 4.5ml de SSF. Se repitié la misma
metodologia para el cultivo patréon de S. typhiy L. monocytogenes, y los cultivos

se almacenaron a 8°C hasta su utilizacion.
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5.5.2.- Comportamiento del recubrimiento comestible antimicrobiano, en

funcion del tiempo

Se elabord el recubrimiento C* adicionando el antimicrobiano al 0.02%. Se
cortaron siete fragmentos de 1cm? del recubrimiento y cada uno se colocé en una
caja petri estéril. Posteriormente se inocularon 50ul de un cultivo de E. coli H10407
(8.5log1o UFC/cm?) sobre el recubrimiento. Todas las muestras se incubaron a
37°C a diferentes tiempos: 15min, 30min, 1h, 1h 30min, 2h, 2h 30min y 24h. Al
término de cada tiempo, las bacterias sobrevivientes se recolectaron con un

hisopo y se sembraron en MCA.

5.5.3.- Seleccion de la concentracion bactericida del antimicrobiano

5.5.3.1.- En caldo
Se colocaron 500ul de un cultivo de E. coli H10407 (10.2logio UFC/mI) en dos

tubos con 1ml de SSF cada uno, se homogenizaron y se adicioné 1cm? del
recubrimiento con antimicrobiano al 0.02% y al 0.8%, respectivamente. Se dej6
actuar el recubrimiento por 1h y se transfirieron 0.5ml de cada suspensién a un
tubo con 4.5ml de caldo BHI. Las muestras se incubaron a 37°C por 24h y 48h. La
ausencia de turbidez fue considerada una prueba positiva (Davidson, 1989). Se
repitid la misma secuencia para S. typhi (9.3logio UFC/ml) y L. monocytogenes
(10.6log10 UFC/ml).

5.5.3.2.- En agar
Método 1: Se sembraron 5ul de un cultivo de E. coli H10407 (9.8log1o UFC/mI) en

toda la superficie (DAME) de una caja de agar tripticasa de soja con extracto de
levadura (TSA-YE: caldo tripticasa de soja, suplementado con 0.8% (w/v) de agar
y 0.6% (w/v) de extracto de levadura) (Touré, 2003) y otra caja con 5ul del mismo
cultivo diluyendo por estrias (DDIE) (ISP, 2005).
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Se impregnaron discos de papel filtro estéril de 6mm de diametro con el
recubrimiento con antimicrobiano al 0.02% y se colocaron en la superficie del agar
TSA-YE. Las placas se incubaron a 37°C por 24h. La inhibicion fue establecida por

una zona de no crecimiento alrededor del disco (Davidson, 1989).

Método 2: Se sembraron 5ul de un cultivo de E. coli H10407 (9.8log1o UFC/ml) en
dos cajas de MCA. Las placas fueron identificadas como RMAE para el cultivo
sembrado en toda la superficie y RDIE para el cultivo sembrado por estrias. Se
colocd un cuadrado de 1cm? del recubrimiento sin antimicrobiano (control) en un
extremo de cada caja y un cuadrado de 1cm? del recubrimiento con antimicrobiano
al 0.02% en el otro extremo. Se incubaron las cajas a 37°C por 24h y se comprobd
el efecto inhibitorio. Se repitié la misma secuencia para S. typhi (9.6log1o UFC/mlI),
sembrando por estrias en SSA y para L. monocytogenes (9.3logio UFC/mI) en

MRS. Las placas se identificaron como RDIS y RDIL, respectivamente.

Método 3: Se sembraron por estrias 500ul del cultivo patréon de E. coli H10407
(~8log1p UFC/ml) en TSA-YE y se siguid la metodologia anterior, utilizando el
recubrimiento con antimicrobiano al 0.08%. Se repitid la misma secuencia con el
cultivo patréon de S. typhi y L. monocytogenes. Para cada microorganismo se

realizaron cinco réplicas del experimento.

5.6.- Evaluacion del recubrimiento comestible antimicrobiano en cascara de

meloén

5.6.1.- Optimizacion de la formulacién del recubrimiento seleccionado
Se elaboraron diferentes recubrimientos con la metodologia del recubrimiento C*,
variando la concentracion y tipo de antimicrobiano, para obtener el mayor efecto

inhibitorio, sin afectar la estructura y las caracteristicas del recubrimiento™*.
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5.6.2.- Preparacion de los cultivos bacterianos

5.6.2.1.- E. coli H10407
Se sembraron 3UFC de E. coli H10407 en 4.5ml de caldo BHI a 37°C por 24h. Se

tomaron 300ul del cultivo anterior y se transfirieron a 10ml de caldo nutritivo. El

cultivo se coloco en bafio maria a 37°C por 3h con agitacién a 100rpm.

5.6.2.2.- S. typhi y L. monocytogenes
Se sembraron 3UFC de S. typhi en 4.5ml de caldo BHI a 37°C por 24h (Han,

2002). Se ajustdé la suspension adicionando 9ml de caldo BHI. Se repitié la misma

metodologia para L. monocytogenes.
NOTA: Los cultivos se ajustaron a 0.5 McFarland (~8logso UFC/ml) y fueron confirmados con el

cultivo patrén de cada microorganismo preparado anteriormente.

5.6.3.- Preparacion de las muestras

"Juince melones fueron divididos en tres lotes de cinco melones cada uno, siendo
cada meldn una réplica. Los melones sin tratar (controles) fueron llevados a cabo
para asegurar la ausencia de microflora nativa antes y después del tiempo de
incubacion (Penteado, 2004). Cada meldn fue lavado con agua potable y con un
detergente anidénico (lauril sulfato de sodio), el cual se elimind enjuagando
exhaustivamente con agua potable. Se colocaron los melones en agua clorada
(200ppm) por 20min y se eliminaron los residuos de cloro con agua estéril. Los
frutos se mantuvieron a 8°C por 1h, para eliminar el agua residual. Se definieron
tres areas de 25cm? en cada cascara de melén, que fueron removidas
asépticamente con tijeras estériles. Las muestras se marcaron como: control de
ausencia de microorganismo (CAM); control de microorganismo inoculado (CMI) y
cascara de melén con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al
0.55% (MMR).
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5.6.4.- Inoculaciéon de microorganismos en cascara de melén

Las muestras CMI y MMR se inocularon con 500ul del cultivo de E. coli H10407
(8.75log1p UFC/muestra) y se secaron a 33°C por 1h. Se repitio la misma
secuencia para las muestras de S. typhi (7.57log1o UFC/muestra) y L.

monocytogenes (8.771og1o UFC/muestra).

5.6.5.- Aplicacion del recubrimiento comestible antimicrobiano

El recubrimiento se aplicé por vertido de 15ml de la solucion sobre la superficie de
las cascaras de meldn, debidamente identificadas. Las muestras se secaron con
circulacién de aire a 18°C y 38%HR. El efecto del recubrimiento fue evaluado a las
2y 24h.

5.6.6.- Analisis microbiolégico

Cada muestra fue colocada individualmente en bolsas ziploc® que contenian 20ml|
de caldo BHI, la bolsa fue sellada y la cascara de meldn fue frotada firmemente
por 2min (Kenney, 2002). Se colocé la bolsa en agitacion a 500rpm por 15min,
para reactivar a los microorganismos del efecto del antimicrobiano. Se tomé una
alicuota de 500ul de la solucion anterior y se hicieron las diluciones necesarias
para el conteo de las bacterias recuperadas de cada muestra (Becker, 1999): en
MCA para E. coli H10407, SSA para S. typhi y agar Fraiser (FSA; Dibico) para L.
monocytogenes. Se seleccionaron al azar de 2-5 colonias de las placas de MCA y
SSA, para ser identificadas como E. coli H10407 y S. typhi, respectivamente,
siguiendo métodos bioquimicos convencionales (Ukuku, 2004; Beuchat, 2004).
Para las colonias presuntivas de ser S. typhi también se utilizé el kit miniaturizado

de diagndstico BBL Crystal™ (BD) y métodos de identificacion seroldgica.
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5.6.7.- Analisis estadistico

Para cada experimento se hicieron cinco réplicas que fueron analizadas utilizando
el programa STATISTICA. Diferencias significativas (p<0.05) entre los valores

fueron determinadas usando el analisis de varianza (ANOVA).

5.7.- Propiedades del recubrimiento comestible antimicrobiano

Acondicionamiento de las muestras: Se prepard el recubrimiento C* con
antimicrobiano al 0.55%. Se cortaron cinco muestras para cada prueba con las
siguientes medidas: para el espesor de 100 x 25mm (Cho, 2002), para la
solubilidad de 40 x 40mm? (Ryu, 2002) y para el color de 7 x 7cm (Lee, 2005).
Todas las muestras se colocaron en un desecador con NaOH al 28% (w/w) a
50%HR y 25°C por 48h, antes de las pruebas (Kim, 2002).

5.7.1.- Espesor

El espesor del recubrimiento fue medido con un micrometro manual (Mitutoyo,
Japon; sensibilidad = 0.01mm). Las medidas fueron tomadas en cinco posiciones
diferentes de cada muestra (una en el centro y cuatro en la periferia) (Xu, 2001;
Cho, 2002; Longares, 2004).

5.7.2.- Solubilidad

La solubilidad del recubrimiento fue medida como un porcentaje de materia seca
del recubrimiento disuelto en agua destilada por 24h. La materia seca inicial del
recubrimiento fue determinada secando a 100°C por 24h. Las muestras fueron
pesadas y colocadas en vasos de precipitados con 50ml de agua destilada, los
vasos se sellaron con parafilm y se almacenaron a 25°C por 24h. Se descart6 el
agua restante y el recubrimiento residual fue secado a 100°C por 24h, para

determinar el peso de la materia seca. El porcentaje de solubilidad fue calculado:
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%solubilidad = (DMg — DM>4) x 100
DM
DMy = materia seca inicial
DM, = materia seca insoluble después de 24h
(Kim, 2002; Ryu, 2002; Nazan, 2004).

5.7.3.- Color

Los parametros de color fueron medidos usando un Colorimetro Triestimulos
Minolta CR-300 y la escala de color Hunter Lab:
L* = 0 (reflexion nula “negro”) — L* = 100 (reflexion difusa perfecta “blanco”)
a* =-80 (verde) — a* = 100 (rojo)
b* = -80 (azul) —» b* = 70 (amarillo)
Los valores estandar para la calibraciéon de la placa blanca de ceramica fueron:
L*=97.02,a*=0.13yb*=1.77
La diferencia total de color (AE*) fue calculada mediante la siguiente ecuacion:

* — * * 2 * * 2 * * 210.5
AE* = [(I— Esténdar_l— Recubrimiento) + (a Estandar—a Recubrimiento) + (b Esténdar_b Recubrimiento) ]

El tono (°HUE):

°HUE (h*y) = arctan b*/a*
La saturacion (Croma):

Croma (C*s) = [a*? + b*?]"2

(Gilabert, 2002; Hernandez-Mufioz, 2004; Lee, 2005).

5.7.4.- Analisis estadistico
Para cada experimento se realizaron por lo menos tres repeticiones, de las cuales,

se obtuvo el promedio (x ), la desviacion estandar (S) y el coeficiente de variacién
(C.V.). Diferencias significativas (p<0.05) entre los valores fueron determinadas

usando el analisis de varianza (ANOVA).
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RESULTADOS

6.- RESULTADOS.

6.1.- Seleccidon de la formulacién del recubrimiento

Tabla 3.- Caracteristicas de los recubrimientos elaborados en diferentes

condiciones
Recubrimiento Observaciones
Al Se obtuvo un polvo fino
B” El recubrimiento formado era uniforme,

manejable y amarillo

C* Recubrimiento con estructura

uniforme, manejable e incoloro

" Recubrimiento de proteina aislada de soja (PAS) y etanol al 95%.
2 Recubrimiento de PAS y acido acético al 3%.

* Recubrimiento en via de patente.

Figura 10.- Recubrimiento C*

En el recubrimiento A (Tabla 3), el etanol se adicion6 a la solucién formadora del
recubrimiento, ya que permite una reduccién en el tiempo de secado debido a su
bajo punto de ebullicién (~78°C) (Nazan, 2004); sin embargo, la proteina no se
disolvié en él y por consiguiente no se formé el recubrimiento. Por tal motivo, se
descartdo esta formulacion. El recubrimiento B fue similar al recubrimiento C*
(Figura 10) en textura, pero no asi, en color, ya que la proteina aislada de soja
(PAS) presenta un color amarillo caracteristico. Otro factor que influye en el color,

es el espesor, asi que este parametro debe mantenerse lo mas constante posible.
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6.2.- Comportamiento del recubrimiento comestible seleccionado durante su

aplicacién a diferentes frutos

Tabla 4.- Comparacion de las variantes del recubrimiento C* con antimicrobiano,

FRUTO

Jitomate

Fresa

Mango

Manzana

Pera

Melodn

aplicados a frutos frescos

RECUBRIMIENTO
RC-1
RC-2
RC-1
RC-2
RC-1
RC-2
RC-1
RC-2
RC-1
RC-2

RC-1
RC-2

OBSERVACIONES

Los dos recubrimientos se escurrieron.

Los dos recubrimientos se escurrieron.

Los dos recubrimientos se escurrieron.

Los dos recubrimientos se escurrieron.

Los dos recubrimientos conservaron sus
propiedades en el fruto después de una semana
a 0°C. El fruto no sufrié alteraciones en ninguno
de los dos casos, pero la pera con el
recubrimiento RC-2 luce méas natural que la pera
con el recubrimiento RC-1, ya que ésta ultima

brilla mucho.

La cascara de melén con el recubrimiento RC-2
luce natural, pero se deshidraté después de una
semana a 8°C. La céscara de meldn tratada con
el recubrimiento RC-1 luce mas brillosa, pero no
se deshidraté a las mismas condiciones (Figura
11).

RC-1: Recubrimiento con antimicrobiano al 0.02%.

RC-2: Recubrimiento con antimicrobiano al 0.02% y &cido estearico.
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A: recubrimiento con antimicrobiano al 0.02% y &cido estearico.
B: sin recubrimiento.
C: recubrimiento con antimicrobiano al 0.02%

Figura 11.- Cascara de melon Cantaloupe con diferentes tratamientos,

almacenada a 8°C por 6 dias

En la mayoria de los frutos evaluados se escurrieron los dos recubrimientos (Tabla
4), en algunos de ellos, porque vienen tratados con una cera que impedia la
adherencia de nuestro recubrimiento. En el caso de la fresa y el mango, puede no
ser aplicable el recubrimiento, ya que el polimero empleado en la formulacion es
muy hidrofilico y ocasiona la deshidratacion del fruto. En el caso del recubrimiento
con acido estearico, se adiciono éste con la intencién de mejorar las propiedades
del recubrimiento; sin embargo, parece interactuar con el antimicrobiano, de tal
forma que reduce o inhibe el efecto del mismo, ademas de no proteger al fruto de
la deshidratacion (Figura 11), por tal razén, se utilizd el recubrimiento sin acido

estearico.
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6.3.- Seleccidn de la concentracién del antimicrobiano “in vitro”

Tabla 5.- Comportamiento del recubrimiento con antimicrobiano al 0.02% frente a

E. coli H10407, con respecto al tiempo

Tiempo | Control** |Inhibicidn

15min. + -
30min. + -
1h + -

1h 30min. + -
2h + -

2h 30 min. + -
24h - -

** Recubrimiento sin antimicrobiano.
+ Crecimiento de E. coli H10407

- Ausencia de crecimiento de E. coli H10407

El muestreo peridédico de inhibicion, se realizdé para determinar el crecimiento o
supervivencia del microorganismo. En los resultados (Tabla 5), se puede observar
qgue el recubrimiento con antimicrobiano al 0.02% actia contra E. coli H10407
desde los 15min en contacto con éste. En el caso de las 24h, de acuerdo con el
control, el microorganismo muere por las condiciones de la prueba y no por efecto

del recubrimiento.
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Tabla 6.- Seleccion de la concentracion del antimicrobiano en el recubrimiento, en

funcién de su efecto inhibitorio en caldo

Tiempo de |Concentracién de E. coli H10407 S. typhi L. monocytogenes
incubacion | antimicrobiano | Control** | Inhibicién | Control** | Inhibicién | Control** | Inhibicién
24h 0.02% + + + - + -

0.08% + + + R + _
48h 0.02% + + + - + -
0.08% + + + - + -

** Recubrimiento sin antimicrobiano.

+ Crecimiento de microorganismo.

- Ausencia de crecimiento del microorganismo.

I, lll'y V: cultivo con recubrimiento sin antimicrobiano.

I, IV y VI: cultivo con recubrimiento con antimicrobiano al 0.02%

Figura 12.- Efecto inhibitorio del recubrimiento con antimicrobiano al 0.02%, frente a

E. coli H10407, S. typhi y L. monocytogenes, en caldo, después de 24h de accion .

En el caso de la prueba con E. coli H10407 (Tabla 6), éste parece tener

resistencia al efecto del recubrimiento con antimicrobiano a esas concentraciones

(Figura 12). Para S. typhi y L. monocytogenes el recubrimiento con antimicrobiano

al 0.02% parece ser efectivo como bactericida.
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Tabla 7.- Actividad antibacteriana del recubrimiento con antimicrobiano al 0.02%,

en agar
METODO | CONTROL** INHIBICION
DMAE + pequefiisimo halo de inhibicién
DDIE + mientras mas diluido el indculo,

mas grande el halo de inhibicion

RMAE + -
RDIE + -
RDIS + -
RDIL + -

DMAE: Disco con solucién de recubrimiento en inoculo de E. coli H10407 sembrado en superficie
DDIE: Disco con solucion de recubrimiento en inoculo de E. coli H10407 sembrado en estrias
RMAE: 1cm?de recubrimiento en inéculo de E. coli H10407 sembrado en superficie

RDIE: 1cm’ de recubrimiento en inéculo de E. coli H10407 sembrado en estrias

RDIS: 1cm?de recubrimiento en inéculo de S. typhi sembrada en estrias

RDIL: 1cm? de recubrimiento en indculo de L. monocytogenes sembrada en estrias

** Recubrimiento sin antimicrobiano.

+ Crecimiento de microorganismo.

- Ausencia de crecimiento del microorganismo.

1: tratamiento de los discos con el antimicrobiano.
2: inoculacion de las cajas con el cultivo bacteriano.

3: aplicacion de los discos a las cajas inoculadas

Figura 13.- Susceptibilidad antimicrobiana por difusion en agar (ATC, 2002)
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Figura 14.- Prueba de inhibicion del recubrimiento con antimicrobiano al 0.02%,
frente a E. coli H10407 (A) y S. typhi (B)

En el método de difusién en agar, el crecimiento del microorganismo vy la difusion
del antimicrobiano comienzan simultaneamente. El diametro de la zona de
inhibicion en la prueba de discos (Figura 13), es funcién de la cantidad del
antimicrobiano en el disco y la susceptibilidad del microorganismo (ISP, 2005).
Cuando la concentracion del antimicrobiano es suficiente para inhibir el
crecimiento del microorganismo, el crecimiento es bloqueado, resultando en una
zona de inhibicion, la cual se extiende. Se asume que mientras mas grande es el

didmetro de la zona de inhibicién, mas potente es el antimicrobiano (ATC, 2002).

En el caso de los discos impregnados con la solucion del recubrimiento (Tabla 7),
se observé que a pesar de la pequeia cantidad del antimicrobiano contenida, E.
coli H10407 presenta cierta susceptibilidad; mientras que en las pruebas con el
fragmento de recubrimiento, se observé mayor inhibicion en la zona donde se
coloco éste. Sin embargo, parece haber algunas bacterias resistentes alrededor
del recubrimiento (Figura 14), probablemente, los componentes del agar MC y SS
interfieran en la actividad del antimicrobiano. Por tal motivo, se realizaron las
pruebas en el medio TSA-YE y se aument6 la concentracion del antimicrobiano al
0.08% (Tabla 8).
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Tabla 8.- Actividad antibacteriana del recubrimiento con antimicrobiano al 0.08%,

en agar
MICROORGANISMO CONTROL** | INHIBICION
E. coli H10407 + -
E. coli H10407 + -
E. coli H10407 + -
E. coli H10407 + -
E. coli H10407 + -
S. typhi + -
S. typhi + -
S. typhi + -
S. typhi + -
S. typhi + -
L. monocytogenes + -
L. monocytogenes + -
L. monocytogenes + -
L. monocytogenes + -
L. monocytogenes + -

** Recubrimiento sin antimicrobiano.
+ Crecimiento de microorganismo.

- Ausencia de crecimiento del microorganismo.

Figura 15.- Prueba de inhibicién del recubrimiento con antimicrobiano al 0.08%,

frente a L. monocytogenes
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Al utilizar el medio TSA-YE (Figura 15) se observo la susceptibilidad de todos los
microorganismos en estudio, frente al recubrimiento con antimicrobiano al 0.08%
(Tabla 8). De cualquier forma, se prepar6 el recubrimiento con antimicrobiano al
0.55% para el resto de las pruebas, ya que la concentraciéon de microorganismo
utilizada en cascara de melon, es muy alta.

6.4.- Evaluacion del recubrimiento comestible antimicrobiano en cascara de
melén

Tabla 9.- Reduccion logaritmica de E. coli H10407, S. typhi y L. monocytogenes en
cascara de melon, 2h postratamiento con el recubrimiento con antimicrobiano al
0.55%

MICROORGANISMO TRATAMIENTO? REDUCCION PORCENTAJE

CAM | cMI | MMR log1o DE INHIBICION
E. coli H10407 - 8.75 | 3.10 5.65 64.57%"
Microbiota 6.30 - 3.94 2.36 37.46%°
S. typhi - 7.57 | 2.37 5.20 68.69%"
Microbiota 7.33 - 4.07 3.26 44.48%°
L. monocytogenes - 8.77 - 8.77 100%"°
Microbiota 3.42 - 0.42 3.00 87.72%°

CAM: Control de ausencia de microorganismo

CMI: Control de microorganismo inoculado

MMR: Céscara de meldn con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%
Microbiota: Bacterias nativas crecidas en MCA, SSA y FSA, respectivamente

- Ausencia de crecimiento del microorganismo.

% (logso UFC/25cm2) valor promedio de cinco muestras para un experimento (n=5)

® Porcentaje de inhibicién: log;o.en CMI - log;o en MMR x 100

logio en CMI
¢ Porcentaje de inhibicion: log;o en CAM - log;o en MMR x 100
logio en CAM
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Gréafica 1.- Actividad inhibitoria del recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%,

frente a E. coli H10407, después de 2h de accién

log,o UFC/25¢cm?

CAM: Control de ausencia de microorganismo
CMI: Control de microorganismo inoculado
MMR: Cascara de melén con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%

Figura 16.- Efecto inhibitorio del recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%, frente

a E. coli H10407, después de 2h de accion
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Gréafica 2.- Actividad inhibitoria del recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%,

frente a S. typhi, después de 2h de accion

logyo UFC/25cm?

CAM: Control de ausencia de microorganismo
CMI: Control de microorganismo inoculado
MMR: Cascara de melén con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%

Figura 17.- Efecto inhibitorio del recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%, frente

a S. typhi, después de 2h de accion
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Gréafica 3.- Actividad inhibitoria del recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%,

frente a L. monocytogenes, después de 2h de accién

logy, UFC/25¢cm?

CAM: Control de ausencia de microorganismo
CMI: Control de microorganismo inoculado
MMR: Cascara de melén con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%

Figura 18.- Efecto inhibitorio del recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%, frente

a L. monocytogenes, después de 2h de accion
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En frutas saludables, se asume que la flora bacteriana es limitada en la superficie
(Penteado, 2004). Sin embargo, estudios previos han demostrado la ineficacia de
los métodos de desinfeccion en alimentos con superficies rugosas, como es el
caso de meldén Cantaloupe. De cualquier forma, aun siendo tan variada la flora
contaminante de los alimentos y cualquiera que sean las condiciones de su
conservacion o almacenamiento, Unicamente una parte de esta microflora original
llega a proliferar lo suficiente para determinar la alteracion de estos productos
(Rodriguez, 2001).

En este estudio las diferencias encontradas en las poblaciones de microbiota
recuperada (Tabla 9), son debido al medio de cultivo selectivo utilizado para cada
microorganismo. Por otro lado, de acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 9 y
10), E. coli H10407, S. typhi y L. monocytogenes no fueron recuperados de las
muestras de cascara de meldén sin inocular (CAM). Las colonias lactosa positiva
aisladas de céscara de meldn sin inocular, resultaron ser E. fergusonii, ya que las
cepas no fermentan la lactosa en agar hierro de Kligler (KIA), y E. hermanii, debido
a que la lisina no fue decarboxilada (LIA), de esta manera se asegura la ausencia

de E. coli en las muestras sin inocular.

De los tres microorganismos L. monocytogenes (Grafica 3; Figura 18) presenta
mayor susceptibilidad al recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%, observandose
una inhibicion total, después de 2h de accion; para S. typhi (Grafica 2; Figura 17)
el recubrimiento fue efectivo en una reduccion de 5.2log;o/muestra y para E. coli
H10407 (Grafica 1; Figura 16) de 5.65logio/muestra, siendo éste ultimo el mas
resistente. Estos resultados indican que el recubrimiento comestible
antimicrobiano desarrollado caus6 una reduccion significativa (p<0.05) en las
poblaciones de los microorganismos en estudio, asi como de la flora nativa del

meldn, con una reduccién aproximada de 2.87log;o/muestra.
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Tabla 10.- Reduccién logaritmica de E. coli H10407, S. typhiy L. monocytogenes

en cascara de meldn, 24h postratamiento con el recubrimiento con antimicrobiano

al 0.55%
MICROORGANISMO TRATAMIENTO REDUCCION | PORCENTAJE
CAM | cMI | MMR log1o DE INHIBICION
E. coli H10407 - 110.15* | 6.02% 4.13 40.70%
S. typhi - 8.66° | 4.40° 4.26 49.19%
L. monocytogenes - | 7.64° | 3.60° 4.04 52.88%

CAM: Control de ausencia de microorganismo

CMI: Control de microorganismo inoculado

MMR: Cascara de meldn con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%
- Ausencia de crecimiento del microorganismo.

2 (log,o UFC/25c¢m®) valor promedio de tres muestras para un experimento (n=2)

b (log:o UFC/25¢cm?) valor de una muestra para un experimento (n=1)

¢ Porcentaje de inhibicion: log;o en CMI - log;o en MMR x 100

logio en CMI
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Gréafica 4.- Actividad inhibitoria del recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%,

frente a E. coli H10407, S. typhi y L. monocytogenes, después de 24h de accion

W E. coli H10407
ms. typhi

OL. monocytogenes

log;o UFC/25¢cm?
i

CAM: Control de ausencia de microorganismo

CMI: Control de microorganismo inoculado
MMR: Cascara de melén con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%

En los resultados, a las 24h de inocular las muestras, se observé que E. coli
H10407 es el que mas se adapta a las condiciones encontradas en la superficie de
la cascara de melén, y a su vez, parece ser el mas resistente al efecto del
recubrimiento con antimicrobiano, mientras que S. typhi y L. monocytogenes, son

mas susceptibles. En los tres casos la reduccion obtenida fue de

aproximadamente 4log;o (Tabla 10; Grafica 4).
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Tabla 11.- Identificacion de cepas sospechosas de S. typhi, aisladas de cascara de meldn inoculadas y sin inocular

Catalasa | Oxidasa | MR | Motilidad | H.S | Indol Glucosa Lactosa | Dulcitol | Malonato | Urea | LIA | MIO | Citrato | Red.NOs
acido [gas

CO + - + + + - + + - + - - + + + +
B - - + + + - + + - + - - + + + +
C + + + - + + - - + - + + - +
D + + + - + + +* + - - + - + +
\Y + + + - + + - + - - + - + +
X - - + + + - + + +* + - - - +* + +
E + - + + + - + + - + - - + + +* +
F + + + - + + + - + - + - - +
G + - + + + - + + - + - - + + + +
H + - + + + - + + - + - - + + +* +

+ - + + + - + + - + - - + + + +
J + - + + + - + + - + - - + + + +
K + - + + + - + + - + - - + + - +
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w + - + + + - + + -
Y + - + + + - + + -
Z + + + - + + +
Z + - + + + - + + -
L + - + + + - + + -
M + - + + + - + + -
N + + + - + + -
(@] + - + + + - + + -
P - - + + + - + + +*
Q + - + + + - + + -
R + - + + + - + + -
T + - + + + - + + -
U + - + + + - + + -

O Cepa original utilizada para inocular la cascara de melon
B.C.D.V.X Colonias aisladas de cascara de mel6n

EFRGHILIKW.Y.22 Colonias aisladas de cascara de meldn con microorganismo

LMN.O.P.QRT.U colonias aisladas de cascara de melén con microorganismo y recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%

*Las reacciones tardias fueron después de 72h



Las colonias aisladas fueron sospechosas de S. typhi por su crecimiento en SSA
(colonias con centro negro). Las cepas B, X y P (Tabla 11) resultaron ser
Citrobacter freundii. Las cepas que dieron Salmonella positiva (Figura 19), se
agruparon de acuerdo al resultado de sus pruebas bioquimicas: GRUPO | (CO, G,
I, J, W, M, R, T), GRUPO Il (E, H) y GRUPO Il (K, Y, Z’, O, Q, U). Para reducir los
falsos positivos, se sembraron dos cepas de cada grupo en BBL™ CHROMagar™
Orientador (BD) y en BBL™ CHROMagar™ Salmonella (BD) (Figura 20),
comprobando asi, la presencia de Salmonella por su crecimiento caracteristico en
estos medios (beige en el CHROMagar™ orientador y lila en el CHROMagar™
Salmonella); éstas mismas cepas (CO, M, E, H, Q, Y), dieron positivo para

Salmonella en BBL Crystal™ y en la identificacién serolégica.

1: Indol - 7: Malonato -

2: Rojo de metilo + 8: Acido de la glucosa + y gas de la glucosa +
3: Citrato + 9: Dulcitol +

4: Urea - 10: Lactosa -

5: Decarboxilacion de la lisina + y H,S + 11: Reduccion de NO; +

6: Decarboxilacion de la ornitina +
Figura 19.- Pruebas bioquimicas para la identificacion de Salmonella (BAM,
2003a; Cowan, 1979; Koneman,1999)
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Figura 20.- Crecimiento de Salmonella en placa de CHROMagar™ Salmonella

6.5.- Propiedades del recubrimiento comestible antimicrobiano

Tabla 12.- Espesor del recubrimiento comestible antimicrobiano

MEDICION
MUESTRA | punto 1 | Punto 2 |Centro | Punto 3 | Punto 4
1 101.6 101.6 88.9 88.9 76.2
2 76.2 76.2 76.2 76.2 76.2
3 76.2 76.2 76.2 76.2 63.5
4 63.5 63.5 50.8 50.8 50.8
5 50.8 50.8 50.8 50.8 50.8

X = 69.6pm
S =16.03

cVv

=22 NR0%

El espesor del recubrimiento comestible antimicrobiano oscil6 entre 50.8 y

101.6um (Tabla 12), con una media de 69.6um. Se puede observar que existe

mayor coeficiente de variacion (C.V.) cuando se comparan los valores de todas las

réplicas, debido a que la amplitud de rango es mucho mayor que para los

resultados individuales; sin embargo, no hubo diferencia significativa (p>0.05)

entre los valores, lo que demuestra la homogeneidad de los recubrimientos

obtenidos, a pesar de ser un parametro dificil de controlar.
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Tabla 13.- Solubilidad del recubrimiento comestible antimicrobiano

MUESTRA | %SOLUBILIDAD

X =73.28%
1 77.29% S=9.23
C.V.=12.6%
2 79.82%
3 62.72%

%solubilidad = !DMO — DM24[ x 100
DMo
DMy = materia seca inicial

DMa4 = materia seca insoluble después de 24h

La solubilidad del recubrimiento (Tabla 13) fue de 73.28%, lo que indica que el
recubrimiento es altamente soluble en agua. Sin embargo, aplicaciones
potenciales pueden requerir la insolubilidad del recubrimiento para mantener la

integridad del producto y la resistencia al agua.

Tabla 14.- Parametros de color del recubrimiento comestible antimicrobiano

PARAMETROS DE COLOR

MUESTRA |« - b* | AE* | L*=9304

a* = 0.14

1 95.44 | 0.03 | 4.84 | 3.454  b*=627
AE* =5.45

2 94.07 | 0.07 | 6.04 | 5190 | hx, =155
C*ap = 6.27

3 91.58 | 042 @ 991 | 9.795

4 94.33 | 0.05 @ 569 | 4.722

5 94.28 | 015 | 4.81 | 4.093

_ 2 2 210.5
AE* = [(LEsténdar_LRecubrimiento) + (aEsta’lndar—aRecubrimiento) + (bEsténdar_bRecubrimiento) ]

°HUE (h*,,) = arctan b*/a*

Croma (C*y) = [@*” + b**]"?
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L*=100
(blanco) +b* (amarillo)

-a* (verde) +a* (rojo)

L*=0
-b* (azul) (negro)

Figura 21.- Coordenadas colorimétricas (Gilabert, 2002)

Tabla 15.- Interpretacion del parametro h*,, (Gilabert, 2002)

Tono h* .

rojo 30°
naranja (amarillo-rojo)  60°
amarillo 90°
limén (amarillo-verde)  120°
verde 150°

esmeralda (azul-verde) 180°

cian 210°
turquesa 240°
azul 270°

violeta (purpura-azul)  300°
magenta (purpura) 330°
parpura (rojo-parpura) 360°

Los valores de luminosidad del recubrimiento comestible antimicrobiano (Tabla 14)
son altos, lo que indica que el recubrimiento es brilloso (L* = 93.94), con una ligera
tonalidad entre rojo (a* = 0.14) y amarillo (b* = 6.27) (Figura 21), predominando un
rojo insaturado (h*;, = 1.55° y C*y, = 6.27) (Tabla 15). Como se observa, las
variaciones en la diferencia total de color (AE) son atribuibles, fundamentalmente,
a los cambios en b* ya que es el parametro que mas se aleja del valor del

material de referencia (placa blanca de ceramica).
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DISCUSION

7.- DISCUSION.

La aplicacion directa de sustancias antibacterianas sobre la superficie de los
alimentos tiene beneficios limitados, ya que las sustancias activas son
neutralizadas al contacto o difunden rapidamente de la superficie al interior del
alimento. Por lo tanto, el uso de recubrimientos comestibles que contengan
agentes antimicrobianos puede ser mas eficiente, por la migracion lenta de los
agentes desde el recubrimiento a la superficie del producto, esto ayuda a
mantener altas concentraciones donde son necesarias. Si el antimicrobiano se
libera del recubrimiento durante un periodo largo, la actividad también puede
extenderse a la fase de almacenamiento y distribucion del alimento (Quintavalla,
2002; Guilbert, 1996; Nuin, 2003). La difusién puede disminuirse con la adicion de

monoglicéridos acetilados a la formulacién del recubrimiento (PSLC, 1996).

Ademas, al aplicar el recubrimiento se puede disminuir la respiracion, la
produccion de etileno, el grado de madurez, y por lo tanto extender
significativamente la vida de anaquel y mejorar la calidad de una gran variedad de
alimentos (Pérez, 2003; Risch, 2000). De cualquier forma, el uso de estos
recubrimientos no significa una “cubierta” para un control de calidad pobre, esto
sirve como una medida de proteccion adicional para ayudar a mantener la

seguridad y alta calidad de los alimentos (Risch, 2000).
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Para la formulacion del recubrimiento en estudio, inicialmente se selecciono la
proteina de soja como matriz polimérica (Tabla 3), ya que exhibe buenas
propiedades mecanicas, y representa una muy buena barrera contra la
transferencia de gases y componentes aromaticos; sin embargo, tiene pobres
propiedades de barrera de humedad, debido a su caracter hidrofilico, y produce
una sensacion desagradable en la boca, ya que con frecuencia es necesario
utilizar etanol para la preparacion de la solucién filmégena, lo que limita su
aplicacion a ciertos productos. Ademas, el entrecruzamiento covalente causado
por el calor de desnaturalizacion de la proteina, es responsable de la insolubilidad
en agua de la misma, propiedad no deseable en el recubrimiento a desarrollar
(Risch, 2000; Bureau, 1995; Kim, 2002).

Aunado a esto, el recubrimiento de proteina de soja presenté color amarillo, el cual
alteraria el color natural de los alimentos a los que se apligue y quiza, la
aceptaciéon del consumidor (Bureau, 1995). Por otro lado, la carencia de estructura
de las variantes de este recubrimiento se puede atribuir a la ausencia de
plastificante, cuya principal funcidon es modificar y mejorar las propiedades

naturales que el polimero no presenta originalmente (Austin, 1989).

Durante el almacenamiento, la textura de las frutas se ablanda debido a diversos
factores, incluyendo la pérdida de aire extracelular y vascular, la degradacion de la
pared celular y consecuentemente, la pérdida de agua por la ruptura celular (Del-
Valle, 2004). Estos cambios fueron observados en tomate, fresa, mango y
manzana (Tabla 4), debido a que no quedaron protegidos por ninguna de las
variantes del recubrimiento con antimicrobiano realizadas, y las condiciones
ambientales de almacenamiento en las que se encontraban favorecieron su
deterioro, caso contrario a la pera y a la cascara de meldn, donde la minimizacién
de pérdida de peso, puede ser debido a la accion del recubrimiento RC-1 (sin
acido esteéarico), que permanecio en el fruto y actu6 como una barrera fisica a la

pérdida de agua y a la difusion de gas (Figura 11) (Sariful, 2001).
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En un estudio previo (datos no reportados), se observé que la incorporacion de
acido estearico en la formulacion del recubrimiento con antimicrobiano, disminuyd
la actividad inhibitoria. De acuerdo a lo reportado por Sebti, 2002, cuyo estudio
indica que en peliculas con &cido estearico y nisina, el efecto antibacterial
disminuye con el incremento del contenido de &acido estearico, indicando una
posible interaccion entre el 4cido estearico y la nisina; se podria deducir que en el
recubrimiento de este estudio sucede algo semejante: la interaccién polimero-
acido esteérico es electrostatica, ya que, para un pH entre 6 y 7 (pH del
recubrimiento), el polimero y el acido estearico tienen carga positiva y negativa,
respectivamente. Sin embargo, futuras investigaciones podrian dirigirse a la
evaluacion de un lipido que mejore las caracteristicas del recubrimiento, sin poner

en riesgo la actividad del antimicrobiano.

En la actividad antimicrobiana, las posibles situaciones que se puede encontrar
son: (a) supresiéon del crecimiento microbiano, (b) incremento en la fase lag, (c)
disminucién en la velocidad de crecimiento, o (d) un efecto letal (Davidson, 1989),
como sucedié con el recubrimiento con antimicrobiano al 0.02%, frente a E. coli
H10407, desde los 15min de accion (Tabla 5); actividad que cambi6é cuando la
prueba se llevd a cabo en caldo (Tabla 6), en donde E. coli H10407 fue mas
resistente (Figura 12), probablemente porque la concentracion del cultivo utilizado
fue mucho mayor a la que podria controlar el antimicrobiano en el recubrimiento
evaluado; aunque en general, E. coli HL10407 present6 mayor resistencia al efecto

antimicrobiano del recubrimiento evaluado, que S. typhi y L. monocytogenes.

Cabe mencionar que para las pruebas de inhibicion en agar (Tabla 7 y 8), es
recomendable emplear medios libres de glucosa (Figura 15), para evitar el
bloqgueo de la inhibicibn o zonas de inhibicién difusas (Figura 14), por la
produccion de &cido a partir de la glucosa del agar; también pueden existir
interacciones electrostaticas entre algunos antibacterianos cationicos y el grupo

acido o sulfato del agar, como reportan Touré, 2003 y De Martinis, 2001.
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Los melones inmaduros tienen una cuticula (barrera natural), que es la encargada
de controlar los factores causantes del deterioro, ya que los protege de la pérdida
de vapor de agua y, hasta cierto grado, de la contaminacion microbiana (Pérez,
2003). Sin embargo, con la madurez viene la pérdida de dicha proteccion,
permitiendo que el melén sea mas vulnerable a los microorganismos (Figura 11).
La contaminacién bacteriana en productos frescos, generalmente se observa
como signo de manipuleo, almacenamiento y sanitizacion pobre, por lo tanto, es
posible encontrar bacterias entéricas. Ademas se ha observado que los patdgenos
causantes de enfermedades se adhieren preferentemente a sitios dafiados (con
cortadas o cicatrices), comparado con superficies intactas del producto fresco
(Richards, 2005). Segun Beuchat, 2004, Salmonella es la bacteria que exhibe la
mayor fuerza de union a céscara de meldén Cantaloupe, comparada con E. coli
0157:H7 y L. monocytogenes. Sin embargo, en este experimento, E. coli H10407
presento la mayor adaptabilidad a las condiciones encontradas en esta superficie
(Tabla 10).

La mayoria de los consumidores reportan un procedimiento de lavado de frutas
antes del consumo, pero para frutos con cascara dura, como el melén Cantaloupe,
no lo reportan, probablemente porque no consumen el producto con la piel o
porque suponen que el producto estaba limpio (Parnell, 2004). ComUnmente se
recomienda el lavado con agua y cepillo; sin embargo, datos publicados proveen
informacion respecto a la eficacia limitada de este método en la remocidén de
microorganismos, ya que la cascara de melon Cantaloupe tiene muchas grietas y
concavidades, a través de las cuales provee mas sitios de union microbiana que
ayudan a proteger a los microorganismos de ser lavados y posiblemente, del

estrés medioambiental como es la radiacién UV y la desecacion (Ukuku, 2004).
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Por otro lado, el empleo de cloro, en una concentracién de 50-200ppm, con un
tiempo de contacto de 1-2min, solo reduce de 2-3logio de la microflora natural,
debido a la proteccién provista por la red de la cascara y a la inactivaciéon del cloro
libre con la materia organica presente en el fruto (Ukuku, 2004; Parnell, 2004),
como se observd en este estudio, al encontrar coliformes en las muestras,
después del procedimiento de saneamiento (Tabla 9). De cualquier forma, el uso
de cloro es de preocupar, debido a la presencia de productos quimicos que son
formados y al dafio que algunos frutos sufren (decoloracién por la oxidacién de
pigmentos fendlicos) (Richardson, 1998; Gil, 1996).

Por lo tanto, es importante proporcionar una barrera que cumpla las mismas
funciones que la capa natural y que ademas, proteja al melén de contaminaciones
con microorganismos patogenos (Del-Valle, 2004). EI recubrimiento con
antimicrobiano al 0.55%, cumple esta funcion al reducir 5.65log;o UFC/muestra de
E. coli H10407 (Grafica 1 y Figura 16), 5.2logio UFC/muestra de S. typhi (Grafica 2
y Figura 17), 8.77log1o UFC/muestra de L. monocytogenes (Gréafica 3 y Figura 18)
y aproximadamente 2.87log;o UFC/muestra de la microflora nativa, después de 2h
de accion (Tabla 9), conservando su actividad bactericida después de 24h (Tabla
10), con una reduccién aproximada de 4log;p UFC/muestra para los tres

microorganismos (Gréfica 4).

Las muestras de melon Cantaloupe inoculados (control), debe evaluarse al mismo
tiempo que las muestras de meldn tratadas con el recubrimiento, para significancia
estadistica (p<0.05) (Chue, 2002). Presuntamente la inhibicion del crecimiento
microbiano, resulta en una larga vida de anaquel en refrigeracion, lo cual se
esperaria en el caso de los melones tratados con nuestro recubrimiento (Nazan,
2004).
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Comparado con otros métodos para reducir poblaciones de microorganismos
patdgenos de la superficie de algunos frutos, el recubrimiento con antimicrobiano
al 0.55%, es uno de los mas efectivos. Segun Parnell, 2004, S. typhi fue reducida
por 2.7logio UFC/meldn, después de cepillar la superficie por 60s en 200ppm de
cloro total. Segun Ukuku, 2004, se logré una reduccion de aproximadamente
3log:o UFC/cm? de Salmonella spp., lavando la superficie de melén con 2.5% de
H,O, por 5min. Por su parte, la cera comercial Apple Lustr® 221, reduce
poblaciones de 1.4log;o UFC/manzana de E. coli 0157:H7 y 1log;o UFC/manzana
de S. muenchen, efecto atribuido al amonio que contiene esta cera (Kenney,
2002).

Sin embargo, es deseable el desarrollo de recubrimientos comestibles alternativos,
como el de este estudio, que no impartan sabor a cera (Zeuthen, 2003). Dentro de
los tratamientos reportados el que se aproxima a la actividad obtenida con el
recubrimiento de este estudio, es el empleo de 3ppm de ozono por 15s o 5ppm de
dioxido de cloro por 20s, para reducir E. coli O157:H7 de melon Cantaloupe, no
asi para L. monocytogenes (Rodgers, 2004), pero el recubrimiento comestible
antimicrobiano desarrollado en este trabajo puede tener mas ventajas, ya que sus

componentes son considerados como comestibles (Han, 2000).

En cuanto a las propiedades, los recubrimiento en frutas y vegetales que excedan
un espesor critico, pueden causar efectos perjudiciales, por reducir la
concentracion interna de oxigeno e incrementar la concentracion de dioxido de
carbono asociada con una fermentacion anaerodbica, que implicaria desérdenes
fisiologicos y alteraria la calidad del producto (Park, 1999; Bureau, 1995). El
espesor recomendado para proteger al cultivo a bajas temperaturas es de 0.5-
200um; en este sentido, el recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%, presentd
altos valores de espesor (69.6um) (Tabla 12), comparado con datos reportados de
peliculas de metilcelulosa (19um) (Nazan, 2004) o peliculas de proteina de suero
de leche (PASL) (51um) (Longares, 2004), pero menor al de peliculas de proteina
aislada de soja (PAS) (71um) (Cho, 2002; Lee, 2005).
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Sin embargo, para el caso de melén Cantaloupe, el espesor obtenido no parece
tener efectos adversos en las caracteristicas del fruto (Figura 11), lo cual sugiere
que para este caso en particular, el espesor es adecuado.

La solubilidad en agua es una propiedad importante de los envases comestibles.
Los recubrimientos preparados solo con agua se disuelven lentamente, pero las
adicionadas con plastificante se disuelven rapidamente después de estar en
contacto con agua (Nazan, 2004). El recubrimiento comestible antimicrobiano
seleccionado en este estudio, consiste en macromoléculas hidrofilicas y
sustancias hidrofébicas; al secar el recubrimiento, las sustancias hidrofébicas
estan dispersas en la matriz hidrofilica para formar un fino y continuo microvacio, a
través del cual, las moléculas de gas pueden transferirse (Xu, 2001). Cuando se
adiciona el plastificante en la matriz polimérica ocurre una competencia por los
puentes de hidrogeno entre polimero-polimero y polimero-plastificante, y como
resultado, las interacciones entre las cadenas del polimero se reducen
parcialmente, lo cual incrementa la velocidad de disolucion (Tabla 13) y la
flexibilidad del recubrimiento (Nazan, 2004; Tharanathan, 2003).

Por otro lado, se puede apreciar que los valores de luminosidad (Tabla 14), son
altos (L* = 93.94); segun Casariego, 2002a, esto es atribuido a la disminucién de
las fuerzas intermoleculares que ejerce el plastificante sobre el polimero, lo que
significa que se obtiene una estructura mas abierta y con mayor cantidad de agua
atrapada, debido a la naturaleza hidrofilica de esta sustancia. Ademas, el
recubrimiento present6 una ligera tonalidad entre rojo (a* = 0.14) y amarillo (b* =
6.27) (Figura 21), predominando el rojo insaturado (h*;, = 1.55° y C*y = 6.27)
(Tabla 15). La variabilidad en los valores obtenidos, puede ser justificada por el
hecho de que en la mayoria de los casos, es imposible obtener recubrimientos de
igual espesor, debido a las dificultades inherentes en el proceso de obtencién,
como son: el desnivel de la solucién formadora y cierto grado de encogimiento
durante el secado, lo cual influye en las propiedades Opticas (Casariego, 2002b;
Diaz, 2002).
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Comparado con otras peliculas, el recubrimiento con antimicrobiano en estudio, no
presentd un color que altere la percepcion del consumidor en el fruto, como es el
caso de las peliculas de PAS (Kim, 2002; Lee, 2005), las cuales son amarillentas,
o las peliculas de proteina de gluten de trigo (PGT), que son mas brillosas y

amarillas (Hernandez-Mufioz, 2004).

En cuanto a las propiedades de barrera del recubrimiento comestible
antimicrobiano, se esperaria, que debido a la inherente naturaleza hidrofilica del
polimero utilizado, presentara pobre barrera de humedad, pero buena barrera al
oxigeno y al dioxido de carbono a baja humedad relativa, ya que la permeabilidad
a los gases se incrementa exponencialmente asi como se incrementa la humedad
relativa, debido a modificaciones en la estructura y movilidad polimérica dentro del
recubrimiento, correspondiendo a cambios de un estado vitreo a viscoelastico a
humedades relativas altas (Krochta, 1997; Bureau, 1995; Guilbert, 1996). Sin
embargo, debera hacerse la evaluacién de estas propiedades para confirmar esta

teoria.

El empleo de recubrimientos comestibles antimicrobianos no implica, por regla
general, la supresion del envase no comestible, aunque se pueden emplear
materiales de inferior calidad y menor costo (Bureau, 1995). Sin embargo, el
recubrimiento comestible antimicrobiano debe permanecer estable, sin cambios en
sus propiedades mecanicas y/o de barrera, y debe funcionar apropiadamente
hasta la venta del producto alimenticio, es decir, se deben evitar las condiciones
medio ambientales que conducen a su degradacién. Los parametros mas
importantes a controlar son: actividad de agua, pH, oxigeno, tiempo de
almacenamiento y temperatura (Petersen, 1999): Como cualquier otra nueva
tecnologia, la parte regulatoria y debe realizarse: es importante valorar las
caracteristicas funcionales del recubrimiento para una aplicacion particular, lo cual
depende generalmente de la naturaleza del alimento, de sus propiedades

fisicoquimicas y de su primer modo de deterioro (Bureau, 1995; Zeuthen, 2003).
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CONCLUSIONES

8.- CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos demuestran que la introduccién del recubrimiento
comestible antimicrobiano de este estudio, como una alternativa viable de
conservacion, podria proveer calidad, estabilidad y seguridad alimentaria, ya que
causO una reduccion significativa (p<0.05) de E. coli H10407, S. typhi y L.
monocytogenes, inoculadas en cascara de melén Cantaloupe, a las 2h de accion.
La reduccion de estos patégenos es importante para reducir brotes de
enfermedades causadas por alimentos y para disminuir la putrefaccién. Cabe
mencionar que esta tecnologia debe ir acompafiada de un procedimiento de
sanitizacion, para mantener un nivel de microorganismos inicial bajo, y debe ser
combinada con buenas practicas de manufactura para prevenir la
poscontaminacion. En este sentido, los consumidores necesitan ser informados
acerca de la importancia del lavado de frutas, aun si no consumen la cascara,
debido a la transferencia de microorganismos de la superficie del fruto al interior,

durante el cortado o manejo del producto.

El recubrimiento con antimicrobiano al 0.55%, también podria reducir las pérdidas
del fruto, al prevenir la desecacion; y mejorar las propiedades mecanicas,
organolépticas, nutricionales, y de conservacion de éste y otros productos
hortofruticolas a los que se pueda aplicar, incrementando el valor comercial de los
mismos, lo cual abriria un beneficio econémico potencial a los agricultores. Sin
embargo, la efectividad de la aplicacién de este recubrimiento dependera de la
variedad del fruto, tamafo y tasa de respiraciéon. Por otro lado, una de las
caracteristicas mas atractivas del recubrimiento desarrollado, es su total
biodegradabilidad, ya que puede entrar perfectamente bien en el ecosistema y
disminuir la contaminacion ambiental causada por residuos sélidos como son las
peliculas sintéticas. Ademas, en la biodegradacion, puede actuar como fertilizante,
facilitando la mejora en la produccion de cultivos hortofruticolas. Otro beneficio es
que permiten el envasado individual, y por consiguiente, pueden reducir la

complejidad del envasado no comestible del alimento.
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RECOMENDACIONES

9.- RECOMENDACIONES.

Para futuras evaluaciones de recubrimientos comestibles antimicrobianos, en
meldn Cantaloupe, se sugiere que el fruto sea lavado con un cepillo para
hortalizas, antes de desinfectarlo, para reducir al minimo la carga microbiana

presente.

Es necesario realizar otros estudios, para determinar el espectro antimicrobiano
del recubrimiento desarrollado, asi como la capacidad de presentar resistencia al

mismo.

Para la comercializacion de este tipo de recubrimientos es importante la medicidn
de caracteristicas, tales como:

-Propiedades de barrera a los gases y al vapor de agua, para determinar el efecto
de la atmdsfera creada entorno al fruto en los parametros de calidad.
-Propiedades mecanicas, para establecer un criterio fundamental para la
funcionalidad del producto durante su uso.

-Propiedades térmicas, para establecer las condiciones de temperatura que
soporta el envase.

-Velocidad de liberacion de la sustancia activa del recubrimiento al alimento, para
predecir el periodo en el cual la concentraciéon del antimicrobiano se mantendra
sobre la concentracion minima inhibitoria (CMI).

-Velocidad de degradacion bajo diferentes condiciones de humedad vy
temperatura.

-Potencialidad de crecimiento microbiano.

De igual forma, los criterios de calidad de la fruta recubierta (cambio de color,
pérdida de firmeza y pérdida de peso), deben ser determinados y monitoreados a
través del periodo de almacenamiento, asi como la evaluacién sensorial y las

pruebas de aceptabilidad.
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