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RESUMEN

RESUMEN

En este proyecto se evaluaron dos recubrimientos formulados con un antimicrobiano de origen
natural frente a su capacidad inhibitoria de Salmonella spp.; se determind la actividad del
antimicrobiano utilizando la bacteria en fase estacionaria (la cual se alcanzé en 8 horas de
incubacién a37°C/ 24 h con agitacion a 80 rpm) como lo sugiere [turriaga, et al. (2012).

Se desarrollaron dos recubrimientos antimicrobianos utilizando como matriz polimérica alginato
de sodio 1% o pectina 3% con cera de candelilla 1.5%, glicerol 1.5% como plastificante,
como agente antimicrobiano se empled Bioxitral ® (antimicrobiano de amplio espectro hecho a
base de acidos organicos) a concentraciones de 7000, 8000, 9000 y 10000 ppm.

Con el fin de evaluar la eficacia de los recubrimientos antimicrobianos se efectuaron pruebas
de inhibicién “in vitro“ siguiendo la norma NMX-bb-040-SCFI-1990.

Ademas se realizaron pruebas fisicoquimicas (propiedades barrera) y calorimétricas (DSC) con el
objetivo de caracterizar los recubrimientos para posteriormente ser aplicados sobre aguacate
Hass y fomentar su inocuidad. Posteriormente se seleccionaron 42 aguacates de acuerdo a su
estado de madurez de consumo (firme al tacto, “no maduro”, se lavaron y desinfectaron, 21
aguacates fueron con la formulacién de alginato y 21 frutos con la formulacién de pectina y

se tomaron como controles aguacates sin recubrir (1 para cada dia de muestreo).

Los aguacates recubiertos se almacenaron durante 14 dias a 17 °C; para evaluar la efectividad
de los recubrimientos en el aguacate se realizaron pruebas de inhibicion “in vivo” en los dias

de muestreo establecidos (0, 3,5,7,9,12 y 14) .

La concentracion del antimicrobiano incorporado al recubrimiento de alginato fue de 10 000
ppm. y para el recubrimiento de pectina con cera de candelilla fue de 9000 ppm.; ambos
recubrimientos antimicrobianos (pectina y alginato) lograron controlar el crecimiento de

Salmonella spp. durante 9 dias, presentando efecto bactericida.

Sin embargo el recubrimiento antimicrobiano de pectina evaluado en este proyecto presentd
mejores resultados, por lo cual representa una buena propuesta para ser utilizado en aguacate

Hass a escala comercial.
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El aguacate proviene de un arbol que se origind en una amplia zona geografica que abarca desde la
planicie central de México hasta la costa de la América Central, en el Pacifico (CONACYT, 2008).
Este fruto tiene mas de 400 variedades, sin embargo, la variedad Hass es la mas consumida en el
ambito mundial, siendo el principal cultivar comercial en el estado de Michoacan, ocupando el
98% de las plantaciones poniendo asi a México como el principal productor de aguacate en el
mundo, ya que en el 2011 alcanzdé 1 millén 92 mil 344 toneladas (Morales, 2012). En el afio
2008 la exportacion de aguacate se vio frenada debido a brote de salmonelosis que enfermé
a 23 personas en Carolina del Norte y a mas de 1,200 personas en Estados Unidos por infeccion de
Salmonella en chile Jalapefio y aguacate, cultivados en México (Department of health and human
services, 2008).Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) representan uno de los
problemas de salud publica mds importantes a nivel mundial, anualmente se registran un total de 6
a 81 millones de casos.

El microorganismo mas comun en los casos de enfermedades transmitidas por los alimentos es la
Salmonella, un patdégeno importante que causa un gran impacto socioeconémico en todo el
mundo por enfermedades gastrointestinales, gastos médicos y pérdida de la productividad en
alimentos contaminados, se estima que afecta al afio a decenas de millones de personas de todo el

mundo y provoca mas de cien mil defunciones (OMS, 2013).

Esta bacteria generalmente estd asociada con agua y alimentos, como mantequilla de mani,
frutas y hortalizas, almendras, huevos y productos carnicos (Mani et al., 2012).

Aunado a esto se han desarrollado peliculas y recubrimientos comestibles (elaborados con
polisacéridos, proteinas, lipidos y/o combinaciones de los mismos), los cuales son capas delgadas
de materiales no toxicos que se aplican en los productos alimenticios actuando de barrera frente
a humedad y oxigeno principalmente; también pueden ser utilizados como soporte de aditivos,
componentes antimicrobianos, conservadores, acidificantes, sales o antioxidantes que permitan
mejorar su conservacion y apariencia (Herrera, 2011).

Otra de sus funciones es proteger el producto contra dafios mecdnicos, fisicos y quimicos, asi
como prevencion en el desarrollo de microorganismos, influyendo enormemente en la

conservacion, distribucion y comercializacion de los alimentos (Falguera et al.,2011).



INTRODUCCION

Los términos recubrimiento y pelicula se utilizan indistintamente pero su diferencia radica en la
forma en la que se elaboran y aplican al alimento; un recubrimiento es una capa delgada de
materiales comestibles que se aplica en forma liquida y directamente al alimento mediante
aspersion o inmersidn; mientras que una pelicula comestible es una capa delgada preformada
como laminas sélidas de materiales comestibles, que una vez formada se puede colocar como
envoltura en o entre los componentes de los alimentos. Los recubrimientos y las peliculas pueden
ser utilizados como soporte de aditivos, conservadores, antioxidantes, componentes
antimicrobianos que permiten mantener altas concentraciones de estas sustancias en las
superficies de los alimentos mejorando asi su conservacion y apariencia (Herrera, 2011, Jung, 2014).
Se han propuesto varios compuestos para la actividad antimicrobiana en el envasado de alimentos,
incluidos los acidos orgdnicos, enzimas, especias y aceites esenciales (Saucedo et al., 2009). La
aplicaciéon de acidos organicos en peliculas y recubrimientos antimicrobianos son una buena
alternativa al ser eficientes en la inhibicion de microorganismos patdgenos, son econémicos,
se caracterizan por ser compuestos de origen natural reconocidos como seguros (GRAS), sin
embargo es necesario tomar en cuenta si se presentan cambios en las caracteristicas
sensoriales al ser incorporados al alimento (Falguera, et al. 2011). De ese modo la realizacién
de este proyecto estd enfocada en el fomentar la inocuidad en aguacate Hass para minimizar
pérdidas por presencia de patdgenos como la Salmonella y lograr la aceptacién del consumidor
por medio de la comparacidn de dos recubrimientos antimicrobianos utilizando como matriz
estructural un polisacdrido, una mezcla de hidrocoloide-lipido y como agente antimicrobiano
un desinfectante a base de acidos orgdnicos, para seleccionar el recubrimiento que represente

una opcion viable al ser utilizado en aguacate Hass a escala comercial.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Generalidades del aguacate

El aguacate proviene de un arbol que se originé en una amplia zona geografica que abarca desde la
planicie central de México hasta la costa de la América Central, en el Pacifico (CONACYT, 2008). El
arbol del Aguacate es frondoso y de hoja perenne, es un drbol que alcanza de 6 a 20 m. de altura,
sus hojas son verdes y grandes, las flores son diminutas y amarillas y de ellas nacen los aguacates,
tiene una floracién muy generosa y se obtiene fruto en un porcentaje muy alto (SIA, 2010).

El fruto que es una baya de una semilla de forma periforme, ovoide, globular o eliptica, tiene un
rango de peso bastante amplio que en las variedades comerciales oscila entre los 120 gy los 2.5 kg,
es de color verdoso (segun la variedad), el fruto estd cubierto de una cascara de diferentes
espesores, las cuales pueden ser delgadas, lisas, rugosas y gruesas, piel fina o gruesa; cuando estd
maduro, la pulpa tiene una consistencia como de mantequilla, al interior presenta un color amarillo
claro, casi inodora y sabor algo parecido a las avellanas, es muy rica en proteinas y en grasas, con
un contenido en aceite del 10 al 20%. Los suelos mas recomendados para su cultivo son los de
textura ligera, profundos, bien drenados con un pH neutro o ligeramente acidos (5.5 -7) puede
cultivarse en suelos arcillosos o franco arcillosos siempre que exista un buen drenaje. Su cultivo se
recomienda en altitudes entre 800 y 2,500 m, para evitar problemas con enfermedades,
principalmente de las raices (SE, 2012, COMA, 2012).

El fruto es sensible al frio y a la humedad, por lo que su establecimiento por lo regular es en regiones
de vientos calurosos, secos vy libres de heladas.

La temperatura y la lluvia son los dos factores de mayor incidencia en el desarrollo de este cultivo,
en cuanto a precipitacion, se considera que 1,200 mm anuales bien distribuidos son suficientes. Las
sequias prolongadas provocan la caida de las hojas, estimulando un bajo rendimiento, la
precipitacion excesiva durante la floracidny fructificacion, reduce la produccion y provoca la caida
del fruto. El viento produce dafio, rotura de ramas y caida del fruto; cuando el viento es muy
seco durante la floracién, se reduce el nimero de flores polinizadas y por consiguiente de
frutos, lo que provoca que disminuya la produccién anual del fruto (SE, 2012; Barrientos et al.,

2006).
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1.1.2 Clasificacién y Variedades

e Clasificacion

Hay bdsicamente tres grupos ecoldgicos de aguacate: Mexicana, Guatemalteca y Antillana.
v" Mexicana: Mayor resistencia a las heladas, madurez precoz con frutos periformes o

alargados y cascara no lefiosa, resistente al frio.

v" Antillana: Se siembra en lugares muy calidos y con gran humedad, los arboles son menos
vigorosos, los frutos son de color verde y presentan pecas y su peso oscila entre los 250 y

750 gramos. Su sensibilidad elevada al frio merma su comercializacion.

v"  Guatemalteca: La vida de post cosecha del frutos es mas larga, sus frutos son ovoides con
un peso entre los 125 y 1250 gramos. Su resistencia al frio es intermedia y la cantidad de

aceite es menor a la mexicana (SAGARPA, 2011).

e Variedades

El cultivo denominado Fuerte, prolifera en California y otras regiones mediterraneas subtropicales
es, aparentemente, un hibrido natural entre las variedades mexicana y guatemalteca, si bien con

caracteristicas predominantes de la variedad mexicana.

De las tres especies primigenias (mexicana, guatemalteca y antillana) se derivan variedades
adaptadas a cada condicion de cultivo, dando frutos con sabores, texturas, colores y olores variados

(cuadro 1).

Las variedades mas comercializadas internacionalmente son las de origen Guatemalteca o

Mexicana, especialmente Hass y Fuerte.
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Cuadro 1. Variedades de aguacate cultivadas en México

Variedad

Caracteristica

Hass

El fruto se puede mantener en el arbol por algunos
meses después de su madurez fisioldgica.

Al momento de la cosecha, su cdscara es rugosa y
gruesa pero flexible, de color verde, forma ovalada y
con semillas que van de pequefias a medianas
dificiles de desprender.

Al madurar, su cdscara cambia de color verde a negra,
la textura de la pulpa se torna cremosa y de color
verde palido y su semilla se desprende facilmente.

Es muy rico en grasas y en proteinas. El peso de la

fruta oscila entre los 120 g y los 400 g.

Fuerte

Esta variedad es originaria de California. Tiene forma
de peray semillas de tamafio medio y se puede pelar
facilmente.

Su tamafio es mayor que el de otros tipos de
aguacates, su peso puede variar de 141 y 400g.

Su piel es suave y verde manteniéndose verde cuando

esta maduro, la pulpa es de color verde pdlido.

Bacon

Frutos de 198 a 340 g., forma ovoide y semillas
grandes.
Cascara verde obscuro, delgada, de buen sabor.

Pulpa de color amarillo-verde palido.

Reed

La fruta es redonda de 226 a 283 gramos, cdscara
gruesa y color verde, de buen sabor.

Contenido de aceite de 18 a 20% la fruta puede
permanecer en el arbol buen tiempo después de su

maduracidn fisioldgica.

Fuente: Coma, 2012.
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1.1.3 Morfologia y fisiologia del aguacate

e Morfologia

El fruto del aguacate es una baya que deriva de un gineceo unicarpelar y que contiene una sola
semilla. El pericarpio consiste de tres capas: el exocarpio que comprende la cdscara, el mesocarpio
pulposo que es la porcidon comestible de la fruta, y una capa interna delgada junto a la cubierta de

la semilla que corresponde al endocarpio (figura 1).

v" Exocarpio

Comunmente se conoce como cascara, puede ser rugoso e irregular como en las variedades Hass,

Pinkerton, y Whitsell, o completamente liso como en el caso de algunas variedades Mexicanas.

El grosor del exocarpio en las tres razas de aguacate es de la siguiente manera: raza Guatemalteca
>raza Antillana>raza Mexicana, en la raza Guatemalteca hemos registrado hasta un grosor de 0.5
cm y en donde el estado de madurez de consumo de tales frutos es dificil de determinar al tacto y
la Unica manera de saberlo es presionando en la base de la unién del fruto al pedicelo que es la

parte mas blanda del fruto.
v'  Mesocarpio

Se caracteriza por ser la parte comestible del fruto y estd compuesto por lipidos, proteinas
carbohidratos y un contenido alto de humedad correspondiente al 78%, ademas cuenta con

un alto contenido de nutrientes mencionados en el siguiente apartado.
v' Endocarpio

El endocarpio del aguacate consiste en una capa fragil que es dificil de identificar en el fruto maduro,

ya que este tejido esta fuertemente asociado con la envoltura de la semilla.

v Semilla
La semilla estd formada por dos cotiledones en cuyo interior se localiza el embrién y esta se
encuentra revestida por una capa (endocarpio), algunas veces fuertemente adherida a los

cotiledones y otras veces suelta (Barrientos et al., 2006).
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Figura 1. Morfologia de aguacate

¢ FISIOLOGIA

Durante el desarrollo y crecimiento del aguacate suceden una serie de cambios que conllevan a la
adquisicion de las caracteristicas tipica de la variedad en estudio.

La vida de todas las frutas se puede dividir en tres etapas fisioldgicas: el crecimiento, la maduracién
y la senescencia.

El crecimiento implica la division celular y el subsiguiente desarrollo de las células que dan cuenta
del tamaiio final alcanzado por el producto.

La maduracion fisioldgica suele iniciarse antes de que termine el crecimiento e incluye diferentes
actividades en los distintos productos.

La senescencia se define como una fase en la que los procesos bioquimicos anabdlicos dan paso a
los catabdlicos conduciendo al envejecimiento y finalmente a la muerte tisular.

El aguacate sigue creciendo ligeramente después del corte y la semilla hasta ocupar todo el espacio
en la cdscara; se le clasifica como un fruto climatérico debido su respiracién, ya que aumenta
conforme este madura. En la etapa de maduracion organoléptica, la actividad respiratoria aumenta
de manera significativa (Estrella, 2012).

A lo largo de la maduracion se llevan a cabo diferentes cambios en el fruto:

v' Cambios fisicos

Cambios de color: Los cloroplastos de las células del fruto sufren un desmantelamiento, que acaba

con las clorofilas.
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Este fendmeno desenmascara otros pigmentos existentes, percibidos en un cambio en el color del
fruto, que deja de ser verde.
El etileno que se produce en forma natural en el fruto se considera como un regulador del
crecimiento, provocando entre otros cambios la biosintesis de diferentes pigmentos y degradacion
de la clorofila.
Alteraciones en el sabor: cambios en la acidez, astringencia y dulzor. En la respiracidn hay una
degradacion oxidativa de los materiales de reserva (compuestos carbonados: almidén) del fruto que
da lugar a compuestos sencillos como los azlcares y acidos orgdnicos.
Otro cambio que se da en la maduracién es la oxidacién de las grasas, que provoca sabores y olores
desagradables; el cambio de color pardo se debe a los compuestos, la cuales reaccionan con el
oxigeno, este cambio de color puede aumentar al tener alguna contaminacién flungica.
Las enzimas: polifenoloxidasa (PPO) y la peroxidasa (PDO) catalizan la oxidacion de fenoles propios
de las células a quinonas, las cuales son altamente reactivas con proteinas, acidos nucleicos,
flavonoides y otras quinonas; estas reacciones, ademas de generar colores pardos, reducen las
propiedades sensoriales de textura, color y sabor, disminuyen la calidad nutricional del alimento y
desembocan finalmente en la muerte del fruto (Castillo, 2012).
Cambios en la textura del fruto: las células de los frutos son cada vez mas permeables durante la
maduracién, porque la integridad de los compuestos de las paredes celulares se pierden. Por accidn
del etileno se activan una serie de enzimas hidroliticas (poligalacturonasa y celulasa), que rompen
los enlaces entre los polisacaridos de la pared.
La infiltracién de Ca* tiene un efecto retardante en la maduracién y envejecimiento del fruto, ya
que este elemento tiene una funcidn restauradora de la integridad de la membrana y restablece sus
propiedades de permeabilidad selectiva.
En el aguacate se ha observado ablandamiento asociado al patrén climatérico, ya que al aplicar
tratamientos que supriman este comportamiento resulta en un retardo de la maduraciéon. Los
cambios de los compuesto pécticos son los responsables del ablandamiento en el mesocarpo. Estos
cambios van acompafiados de un rapido decrecimiento en la protopectina y un incremento en la
pectina soluble en agua (Aguilar et al., 2008).

v' Cambios metabdlicos
Hay una relacién entre la tasa respiratoria y la duracién en la conservacién de un producto vegetal.
Los tejidos que tienen una tasa respiratoria mas baja es posible conservarlos por periodos mas

largos de tiempo. La tasa respiratoria puede disminuirse por efecto de bajas temperaturas, la
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concentracién de didxido de carbono (CO,), oxigeno (O;) y etileno (C;H4) que son los factores
principales que pueden modificar la oxidacién biolégica y que amplian la conservacién.

En la maduracidn existe una difusividad de los gases en los frutos. Una vez que se alcanzan los
umbrales de etileno requeridos se inicia el proceso de maduracidn, con la elevacién de la tasa
respiratoria y la produccién de CO;

v" Climaterio

Periodo en el desarrollo de ciertos frutos durante el cual tiene lugar una serie de cambios
bioquimicos iniciados por la produccién auto catalitica de etileno (hormona natural de la
maduracién), que sefiala el cambio de crecimiento a envejecimiento, implica un aumento en la
respiracion y conduce de forma irreversible a la maduracion del fruto. Todos los frutos liberan
etileno, lo que marca la diferencia entre frutos climatéricos y no climatéricos es la forma de liberarlo.
Al aguacate se le clasifica como un fruto climatérico debido su respiracidn, ya que aumenta

conforme este madura (Ldpez, 2008; Herndndez et al., 2011)

1.1.4 Composicion quimica y valor nutritivo

En el cuadro 2 se observa que el componente prioritario del aguacate es el agua, seguido del
porcentaje de aceite, hidratos de carbono, proteinas y fibra. El porcentaje de proteinasy
aceite presentes en el aguacate, son de gran valor nutrimental, ya que las proteinas tienen
presentes siete de los aminoacidos esenciales, de igual manera en la concentracidon de aceite se
encuentran presentes los dacidos grasos esenciales, ademdas de la vitamina E, importante
antioxidante, para el aceite e inhibidora de radicales libres. Estos compuestos deben de ser
incluidos en la dieta en forma regular ya que no pueden ser sintetizados por el organismo.

El aguacate fresco contiene los niveles mas altos de R-sitosterol, lo cual clinicamente ha demostrado
reduccion en el nivel sanguineo de colesterol de baja densidad al bloquear su absorcién en el

intestino.

El Aguacate aporta practicamente todas las vitaminas requeridas por el organismo; a excepcién de
la vitamina B12, presente solo en el reino animal; destacandose dentro de las hidrosolubles el
importante porcentaje de acido ascérbico, que potencializa el poder antioxidante de los tocoferoles

presentes en la vitamina E.

Este fruto es un alimento que puede ser consumido en fresco, garantizando la ingesta total de sus

nutrientes; evitando la perdida de vitaminas y la desnaturalizacion de las proteinas, que
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habitualmente sufren la mayoria de los alimentos durante su procesamiento y coccién, las
caracteristicas mencionadas hacen del aguacate un fruto altamente cotizado para ser incluido en
el consumo normal de la dieta, ya sea como ensaladas, sopas, guisados, postres e incluso, bebidas.
(CONACYT, 2008; Tamayo, 2006).

Cuadro 2. Composicion quimica del aguacate

COMPOSICION QUIMICAY VALOR CALORICO EN 100 G.DE PULPA DE AGUACATE
Fuente Calorias(g). | CHO(g). | Proteinas(g). | Aceite(g). | Agua(g). Fibra (g).
I.N.N. 81 72 2.9 1.2 6.1 86 0.7
I.N.C.A.P. 154 4.4 1.7 15.8 77 1.8
Handook8 167 6.3 2.1 16.4 74 1.6
AB. 8 159 7.6 1.7 15.3 74 1.4
FRANCO 5 162 6.4 1.8 16.0 NR 14
P.N (6) 177 6.9 2.0 17.3 73 2.1
souicl (7) 226 7.4 1.6 21.2 65 2.0
V.promedio 160 5.9 1.7 154 75 1.6

FAO, 2013.

En este fruto se encuentran presentes ocho de los aminoacidos esenciales (cuadro 3), de igual
manera se encuentran acidos grasos esenciales (cuadro 4) los cuales no pueden ser sintetizados

por el organismo y deben de ser incluidos en la dieta en forma regular.

Cuadro3. Aminodcidos presentes en el aguacate

Aminoacidos en mg/100g. de pulpa

Isoleucina 47

Leucina 46

Licina 59

Esenciales Metionina 29
Fenil alanina 48

Treonina 40

Valina 63

Tirosina 32

Arginina 47

No esenciales Istidina 25

Ortega, 2006
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Cuadro 4. Porcentaje de dcidos grasos en el aguacate

Composicion media de acidos grasos

Acidos grasos saturados 16-22%
Acidos grasos monoinsaturados 66-72 %
Acidos grasos poliinsaturados 8-11%

Ortega, 2006

El aguacate contiene practicamente todas las vitaminas, tanto liposolubles como hidrosolubles,

cubriendo un buen porcentaje de la cantidad diaria recomendada (Cuadro 5).

En el cuadro 6 se muestra el contenido de minerales presentes en 100 g. de pulpa de

aguacate, los cuales deben de ser aportados por los alimentos, las cantidades necesarias son

generalmente del orden de unos cuantos microgramos, pero sin embargo juegan un importante rol

en el metabolismo.

Cuadro 5. Vitaminas hidrosolubles y liposolubles del aguacate

Valor vitaminico y aporte nutricional de aguacate
VITAMINAS CONTENIDO EN 100 g. DE RDA(*) mg. % DE LA RDA. CUBIERTAS
AGUACATE (mg). POR 100g, DE AGAUACATE
VITAMINA A 85.00 900 9.4
VITAMINA D 10.00 5.0 200.0
VITAMINA E 3.00 9.0 33.0
VITAMINA K 8.00 110.0 7.3
VITAMINAB 1 0.11 1.4 7.8
VITAMINA B2 0.20 1.6 12.5
VITAMINA B6 0.45 2.1 214
NIACINA 1.60 16.0 10.0
AC. PANTOTENICO 1.0 5.5 18.2
BIOTINA 10.0 100.0 10.0
Ac. FOLICO 32.0 200.0 16.0
VITAMINA C 14.0 60.0 233

Ortega, 2006
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Cuadro 6. Minerales presentes en el aguacate

MINERALES EN PULPA DE AGUACATE
MINERALES CONTENIDO EN 100 g. NECESIDADES DIARIAS | %DE NECESIDADES
DE AGUACATE (mg) (mg) CUBIERTAS POR 100 g.
DE AGUACATE
CALCIO 10.0 800.0 1.25
HIERRO 1.06 15.0 7.06
FOSFORO 40.0 800.0 5.0
COBRE 0.35 1.7 20.58
MAGNESIO 41.0 300.0 13.66
MANGANESO 2.30 3.5 65.71
SODIO 4.0 3450.0 0.12
POTASIO 463.0 4900.0 0.12
Ortega, 2006

1.1.5 Aspecto socioeconémico
1.1.5.1 Produccion en México

En México, existen 21,511 productores (10,000 se encuentran en Michoacan), 279 empacadoras y
comerciantes nacionales, 17 empacadoras / exportadores, 14 instalaciones de procesamiento de
guacamole, pulpa, mitades, productos congelados, bebidas refrescantes y aceite no refinado.
(Dorantes, 2004).

El destino de la produccion de aguacate fresco de Michoacdn en el mercado nacional, son las
ciudades del Distrito Federal, Monterrey y Guadalajara. La Central de Abastos del DF, Monterrey y
Guadalajara controla el 88% del mercado mayorista del Aguacate Michoacano.

Cada afio se incorporan mas hectdreas para el cultivo de aguacate, lo cual ha detonado un
incremento del volumen de la cosecha como se muestra en la figura2 el volumen de produccion
de aguacate ha incrementado notablemente del afio 2000 al 2013, lo cual favorece a la

economia del pais.

13



CAPITULO | |[MARCO TEORICO

PFromedia

1,106

" — e s =
EEEE!EEE .i;

7 AN A AW AR MOE MO0 MR AN AOT0 20T 20T 20T

L&
21
7

1
1

1316
28

Dorantes, 2004.

Figura 2. Produccion de aguacate (miles de toneladas) en el periodo 2000-2013.

En México, 15 entidades federativas cultivan aguacate (figura 3), siendo el Estado de Michoacan el
principal productor al obtenerse de esa entidad 8 de cada 10 toneladas del fruto que se cosecha
en todo el pais con 950 mil toneladas en el afio 2013, de un total nacional de 1,107 millones, lo que
representa de la produccin 85.9% del total. Otras entidades federativas que también participan en
la produccidn de aguacate son: Jalisco (4.9%), Estado de México (3.9%), Morelos (1.3%), Nayarit
(1%), Guerrero (0.6%), Puebla (0.5%), Chiapas (0.4%), Oaxaca y Veracruz (0.3%), Yucatan, Colima,
Hidalgo y Durango (0.2 %) y Nuevo Ledn (0.1%) (SAGARPA, 2014).
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Figura 3. Porcentaje del valor de la produccion por entidad federativa en el afio 2013.
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El aguacate se encuentra disponible en todos los meses, sin embargo, entre marzo y julio se

obtiene 49.1% de la produccidn nacional anual (Cuadro 7).

Cuadro 7. Porcentaje anual de produccion nacional de aguacate

Mes Porcentaje de Mes Porcentaje de
produccién produccién

Enero 4.8 Julio 11.5

Febrero 7.9 Agosto 5.8

Marzo 6.0 Septiembre 6.7

Abril 9.3 Octubre 10.8

Mayo 9.2 Noviembre 7.4

Junio 13.1 diciembre 7.5

SAGARPA, 2014

1.1.5.2 Distribucion

El sistema de comercializacidn del aguacate esta compuesto por un flujo del producto en el cual se
involucran una serie de empresas e instituciones mediante la prestacidn de servicios de transporte,
almacenamiento, empaque, distribucién y publicidad, entre otras.

La comercializacidn del aguacate producido en el Estado de Michoacan, concurre al mercado por
medio de los siguientes canales: intermediario local, intermediario de otras ciudades, empacadora
local, comisionistas y en forma directa a centros de abasto. La mayor parte de la produccién de
Michoacdén es consumida en el mercado nacional, y el restante se exporta como fruta fresca, pulpa

congelada o aceite refinado.

Para que se lleve a cabo la distribucion es necesario seguir una serie de procedimientos
previos con el propdsito de que el aguacate vaya desde la huerta hasta la mesa del consumidor final.
Recoleccidn: se realiza unos dias antes que maduren los frutos. El aguacate alcanza su madurez una
vez que ya han sido recolectados para su venta.

Seleccion. Se recibe la fruta y descarga de los camiones, se procede al recorte de pedunculos y a

seleccionar el aguacate; se presenta en cajas de diferentes colores para identificar su destino final:
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mercado interno, la exportacion y la fruta orgdnica; aplicando los criterios de calidad e inocuidad
especificados para cada caso.La seleccién se lleva a cabo manualmente o con la ayuda de maquinas.
Empacado: Inicia con el proceso de pre-enfriamiento del fruto, esto significa que después de la
cosecha, se deja en pallets (plataforma de madera de dos pisos entre los que pueden introducirse
los brazos de un montacargas) por 24 horas, para disminuir la temperatura del producto. Después,
se lava el fruto con agua y una solucién fungicida, Seguido por el secado del fruto y una ligera
cepillada, con lo que adquiere una apariencia brillante.

Se empacan en cajas de 4 o 6 kilos dependiendo al pais destino, se estiban de 200 a 255 cajas en
tarimas de madera o fibra de vidrio, que soportan 1,200 kg.

Almacenamiento: Las cajas pasan inmediatamente en camaras frigorificas donde primero se
someten a un proceso de pre-enfriamiento, luego, van a entrar en la cdmara de preservacion para
mantener los aguacates a 3-7 °C y en una atmosfera controlada para que puedan conservar su
calidad y estado, donde permanecera hasta que se cargue en la unidad de transporte. En estas
condiciones, la vida del producto en el almacén puede ser hasta de 2 semanas.

Transporte: El transporte de la fruta de las empacadoras se realiza mediante camiones con una
capacidad de 10 toneladas.

La fruta de exportacidn viaja 2 dias de Uruapan a Altamira en el estado de Tamaulipas (Golfo de
México) en camiones con contenedores refrigerados y desde alli 15 dias mas a Europa en un buque
de carga.

La temperatura de almacenamiento debe mantenerse con una variacién maxima de 1 ° C. Esto es
particularmente importante cuando los frutos van a ser almacenados a lo largo de un periodo
relativamente largo antes de ser comercializados.

El dafio por frio aparece entre la tercera y cuarta semana del periodo de refrigeracion.
Esto debe ser considerado para la larga distancia en transportes maritimos. Al llegar al puerto de
destino, los aguacates debera ser enviados de inmediato a los canales de distribucidon al por menor,
con el objetivo de acortar el tiempo de refrigeracion.

Las caracteristicas y cualidades del producto son acorde al canal de comercializacién al que llega el
consumidor final para demandar el fruto, es decir, se toma en consideracién si el destino son los
canales tradicionales como mercados, fruterias, centrales de basto o canales modernos como
supermercados, tiendas de conveniencia (SAGARPA, 2011; Sandoval et al. 2010, NMX-AA-150-
SCFI, 2009;Veldsquez, 2006, Dorantes, 2004; Salazar et al., 2004;NMX-FITO-66-2002).
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1.1.5.3 Exportacion e importacion

Meéxico es el primer productor mundial de aguacate exportando 1,316,104 toneladas, aporta 3
de cada 10 toneladas de aguacate que se producen en el mundo; respecto a Indonesia, el
volumen nacional es 4.4 veces mayor. La participacion de la produccién de México en el
mundo es del 30.9%, el pais mantiene un saldo favorable en la balanza comercial de aguacate,
cercano a 1,270 millones de ddlares anuales.

El aguacate tiene un gran mercado como fruta fresca, ademds de su uso en el aceite, cosmético,
jabdén, champu y en la industria; asi como alimentos procesados derivados de ella, tales como

guacamole, productos congelados y pasta de aguacate (Salazar et al., 2004).

Sélo 3.4% de aguacates producidos en México se exportan como un producto procesado. Los
principales destinos de los productos derivados del aguacate son: EE.UU., Alemania, Francia,
Espafia, Nueva Zelanda (Dorantes, 2004).En el periodo del 2014-2015 se registré un crecimiento
de 39 por ciento en las exportaciones de este fruto a Estados Unidos, ademas se han exportado 22
mil 428 toneladas de aguacate a Japdn; Canadd, 17 mil 331; Centroamérica, 12 mil 671; Europa,
seis mil 676, y paises de Asia, tres mil 490, es decir, un total de 62 mil 596 toneladas (SAGARPA,
2015).

En la figura 4 se observa la evolucién de las exportaciones e importaciones de aguacate Hass
en Meéxico durante el periodo 2003 al 2013, se observa que el incremento de las
exportaciones es mucho mayor comparado con las importaciones de aguacate Hass, lo cual

favorece ampliamente a la economia del pais.
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Figura 4. Comercio exterior de aguacate
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Recientemente ha crecido la demanda del fruto mexicano por parte de Japdn, que ocupa el 2°
lugar en volumen de compras después de Estados Unidos (80%).

Como se observa en la figura 5, México exporta principalmente a paises como Canad3,
Estados Unidos y Japon.

Principales destinos de comercio exterior
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SAGARPA, 2015

Figura 5. Principales paises importadores de aguacate

Estados Unidos, por su parte, que es el principal mercado de exportacidon de México, también
importa aguacate de Republica Dominicana y Chile en menor volumen, México es su principal

proveedor pues cubre el 50% de sus importaciones, con tendencia creciente a la alza (figura 6).

Estados Unidos: Tendencia de las Importaciones de Aguacate
por pais de origen, 2000-2010
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Figura 6. Importaciones de aguacate en Estados Unidos
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Por su parte, en el mercado internacional, el total de las importaciones se muestra en la figura 7:

Otros 1%

Canada ll'\_\ ‘

USA 64%

Centroamerica
%

Rpon 12%

SAGARPA, 2014

Figura 7. Principales destinos de las exportaciones mexicanas.

1.1.6 Normatividad

La Norma Mexicana (NMX) que aplica para el producto de aguacate en este proyecto esla norma
NMX-FF-016-2002, la cual establece las especificaciones de calidad que debe cumplir el aguacate
en su variedad Hass.

a) Requisitos minimos generales: los frutos deben haber alcanzado al menos 21.5% de materia seca
en la pulpa, ser cortados con gancho, pedunculo cortado al ras y evitar contacto con el suelo; que
se transporten del huerto a la empacadora en cajas limpias y en camiones cubiertos con lona.

b) Calidad del fruto (Suprema, Calidad | y Calidad Il), de acuerdo a la tolerancia en la presencia de
dafios visibles en la epidermis causados por rofia, viruela o clavo, trips, granizo, rozaduras,
quemadura de sol, heladas y dafio mecdanico o causado por larvas.

c) Calibre del fruto: Super extra (> 266 g), extra (211-265 g), primera (171-210g), mediano (136-170)
comercial (85-135 g) y canica (< 85 g).

d) Etiquetado y envase.
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1.2 Recubrimientos, importancia, usos y aplicaciones

Las peliculas y recubrimientos son capas delgadas de materiales comestibles aplicados en los
productos alimenticios que juegan un papel importante en su conservacion, distribucion y
comercializacidn, estan dirigidos a mejorar la calidad de los productos alimenticios, lo que resulta
en mejorar la seguridad y alargar lavida de anaquel; se producen a partir de biopolimeros que
pueden ser proteinas, polisacaridos (carbohidratos y gomas), lipidos, o una mezcla multi

componente, pudiendo o no incorporar aditivos de calidad alimenticia (Falguera et al., 2011).

Los términos peliculas y recubrimientos se utilizan indistintamente pero su diferencia radica
en laforma en la que se elaboran y aplican al alimento; un recubrimiento es una capa
delgada de materiales comestibles que se aplica generalmente en forma liquida directamente
al alimento mediante aspersiéon oinmersién; mientras que una pelicula comestible es una capa
delgada preformada como [dminas sélidas de materiales comestibles, que una vez formada se

puede colocar como envoltura en o entre los componentes de los alimentos (Jung, 2014).

e Importancia
Muchas de las funciones de los recubrimientos comestibles son similares a las de los empaques
sintéticos; sin embargo, los materiales de recubrimientos comestibles deben ser elegidos de
acuerdo con el tipo de alimento que serd recubierto y los principales mecanismos de deterioro
de la calidad del mismo.
El uso de recubrimientos comestibles como envase primario puede sustituir potencialmente a los
materiales de envasado convencionales, parcial o totalmente y de esa manera se puede reducir

la utilizacion de materiales sintéticos, maximizando asi la actividad de biodegradacion.

e Usos
Actualmente, los recubrimientos comestibles se utilizan en varios productos alimenticios,
principalmente frutas, verduras, dulces y algunos frutos secos.
Recubrimientos a base de colageno se utilizan para embutidos, recubrimientos de cera en las frutas
y verduras, en caramelos y revestimientos de azlcar en los frutos secos son las aplicaciones
comerciales mas comunes de recubrimientos comestibles.
El uso de éteres de celulosa (tales como carboximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa y metilcelulosa)

como ingredientes en recubrimientos para frutas, verduras, carnes, pescados, frutos secos,
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productos de confiteria y productos de panaderia, granos y otros productos agricolas esta
aumentando.

La industria farmacéutica utiliza revestimientos de azucar en pildoras y peliculas de gelatina para
capsulas blandas.

Los recubrimientos pueden ser utilizados en situaciones no alimentarias, tales como,
aplicaciones agricolas, farmacéuticas, fabricacién de papel, modificacion de plastico, asicomo en la
industria de la pintura.

En usos agricolas, que pueden ser utilizados para acolchado, envolturay recubrimientos de semillas.

e Aplicaciones
Los recubrimientos comestibles pueden aumentar la eficacia de algunas operaciones unitarias en
el procesamiento de alimentos.
A continuacién se muestran algunos ejemplos:

v" Los recubrimientos comestibles sobre rodajas de patata puede reducir la absorcion de
aceite durante la fritura.

v" Recubrimientos comestibles sobre frutas y verduras pueden retardar la oxidacién de
productos secos durante la deshidratacidon y mejorar la extensién de la vida Util impartida
por irradiacion.

v" Recubrimientos comestibles también pueden reducir la pérdida de color, sabor, o
nutrientes en los alimentos durante el procesamientoy distribucién.

v" Recubrimientos comestibles pueden mejorar la eficacia en el proceso de fabricacién de
palomitas de maiz y actuar como agentes de adhesion entre sus ingredientes heterogéneos.

v' La aplicacion de recubrimientos comestibles antes de la deshidratacién osmética puede
prevenir la migracidn de ingredientes valiosos en los fluidos deshidratantes durante el
proceso.

v" Recubrimientos comestibles aplicados a productos alimenticios pueden ser beneficiosos
en procesos de liofilizacién, ya que el revestimiento permeable a la humedad puede

impedir la evaporacién de sabores volatiles (Appendini et al., 2002).

1.2.2 Caracteristicas
Los recubrimientos se utilizan especialmente en alimentos altamente perecederos frescos y

minimamente procesados (frutos, hortalizas y carnicos) ya que crean una atmédsfera modificada
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que puede influir en la calidad del producto, como cambios color y firmeza, cambios en
propiedades antioxidantes, control microbiano, produccién de etileno y compuestos volatiles como
resultado de los procesos anaerdbicos.

También tienen la capacidad de retardar la migracién de humedad, controlar el transporte de
gases (0, CO; y etileno), retener componentes volatiles, servir de vehiculo de aditivos
(antioxidantes, antimicrobianos, emulsificantes), mejorar las propiedades opticas (brillo y la
opacidad) y mecaénicas (flexibilidad, tension), ademas de impartir una mayor integridad a la
estructura del producto protegiéndolo contra dafios mecanicos, fisicos, quimicos, actividad
microbiana y oxidacion de los nutrientes, manteniendo integramente las propiedades
organolépticas de los alimentos; todos estos atributos asi como los mecanismos de deterioro que
se desarrollan de acuerdo a las caracteristicas especificas de cada alimento o productos se utilizan
como parametros para la eleccién del recubrimiento (Jung, 2014; Falguera et al., 2011; Marzo,
2010).

Estas caracteristicas se ven influenciadas por pardmetros tales como el tipo de material aplicado
como matriz estructural (composicidn, distribucion de peso molecular) las condiciones bajo las
cuales se forman previamente las peliculas (tipo de disolvente, pH, concentracién y temperatura
de los componentes) el tipo y concentracion de aditivos (Muhammad et al., 2014; Falguera etal.,

2011; Olivas et al., 2008).

1.2.3 Propiedades de los recubrimientos
1.2.3.1 Propiedades de Barrera

El interés en los recubrimientos comestibles aplicados como revestimiento o en embalaje se ha
renovado en los ultimos afios debido a su gran potencial para preservar la calidad, mejorar su
apariencia y extender la vida util en el alimento.

Actuan como barreras a la transferencia de masa creando una atmdsfera interna en el producto
gue proporciona proteccion frente a los procesos de deterioro lo cual se le atribuye ala reduccién
de la humedad, intercambio de gases, disminucion en la tasa de respiracidon y de reaccién
oxidativa, asi como suprimir desdérdenes fisiolégicos en las frutas recién cortadas.

La eficacia del recubrimiento para limitar la respiracién vy deshidrataciéon de los productos
procesados depende de las propiedades de la peliculacomo barrera alos gases y vapor de agua

(Kowalczyk & Bark, 2011; Villalobos et al., 2009; Bosques et al., 2003).
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1.2.3.1.1 Barrera al vapor de agua

La actividad de agua es un factor critico que afecta las caracteristicas sensoriales vy la vida de
anaquel de los productos alimenticios. Durante el almacenamiento de los alimentos, muchas
reacciones quimicas de deterioro y enzimaticas, asi como crecimiento microbiano, ocurren debido
a cambios asociados con la actividad de agua de los alimentos.

La naturaleza del recubrimiento empleado desempefia un papel muy importante, ya que la
permeabilidad del agua es afectada por numerosos factores tales como el espesor, aw, la humedad
y las proporciones relativas de los componentes utilizados en su formulacién; a mayor naturaleza
hidrofila de los materiales empleados en la elaboracion del recubrimiento, mayor serd la
permeabilidad al vapor de agua.

La barrera pobre al vapor de agua puede proporcionar algin beneficio, ya que permite el
movimiento de vapor de agua través del recubrimiento, evitando asi la condensacion de agua, lo
cual es una fuente potencial de deterioro microbiano, sin embargo en cuestiones de calidad una
excesiva pérdida de agua desencadena en cambio de textura en el alimento, lo cual deteriora
las propiedades sensoriales en el alimento, como pérdida de peso y firmeza (Rasgado, 2014;

Gutiérrez et al., 2015).

1.2.3.1.2 Barrera a los gases

Peliculas y recubrimientos hidréfilos, tales como los de naturaleza proteica y polisacaridos,
generalmente proporcionan una buena barrera al oxigeno y la transmision de diéxido de carbono,

pero son una pobre barrera al vapor de agua.

En cierto sentido el oxigeno y didxido de carbono se necesitan para la respiracion de los tejidos
vivos como las frutas y verduras frescas recién cortadas, asi las barreras moderadas que permiten
controlar el intercambio respiratorio son mas apropiadas.

En algunas aplicaciones, altas barreras a la migracién de gases son indeseables, como en paquetes
para las frutas frescas y verduras cuya vida util depende del acceso a un continuo suministro de

oxigeno para la respiracion celular sostenida (Rojas et al., 2007; Saeedeh et al., 2014).

23



CAPITULO | |[MARCO TEORICO

1.2.4 Factores que afectan la calidad del recubrimiento

La permeabilidad de los recubrimientos puede verse afectada por la naturaleza de la matriz
polimérica y de los componentes agregados, por la morfologia de la matriz, el grosor vy la

homogeneidad.

La estructura de la matriz de la pelicula también se ve afectada por el disolvente de la solucién

formadora de pelicula y la velocidad de secado.

Ademas, el contenido de humedad de la pelicula y la humedad relativa también puede influir
fuertemente en las propiedades de transporte ya que afecta la transiciéon vitrea del polimero en

la cual se manifiesta un fuerte cambio de las propiedades fisicas y mecdnicas del recubrimiento.

Si hay una adecuada homogeneizacidon del sistema es posible garantizar la uniformidad en el
tamanfio y la distribucién de particulas de fase dispersa, mejorando la funcionalidad de barrera

contra la transferencia de masa del recubrimiento formado (Villalobos et al., 2009)
1.2.5 Composicion de recubrimientos

Los principales materiales formadores de los recubrimientos son biopolimeros, tales como
proteinas, polisacaridos, lipidos, y resinas, se pueden utilizar solos o en combinacion. Las
caracteristicas fisicas y quimicas de los biopolimeros en gran medida influyen en las propiedades

de los recubrimientos resultantes.

1.2.5.1 Hidrocoloides
Los polisacaridos y proteinas son buenos materiales para la formacién de recubrimientos
comestibles, ya que muestran excelentes propiedades mecdnicas, estructurales y Opticas
adecuadas pero son muy sensibles a la humedad y tienen una pobre capacidad de barrera contra
la transferencia de agua, por tal motivo un nimero de compuestos hidréfobos, tales como lipidos
especialmente aquellos con puntos de fusidon altos, tales como cera de abejas y cera de
carnauba, son frecuentemente incorporados en las peliculas a base de hidrocoloides con el fin de
mejorar las propiedades barrera contra la humedad (Saeedeh et al., 2014; Falguera et al.,2011;

Hassan & Norziah, 2011).
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1.2.5.1.1 Proteinas
Son macromoléculas con secuencias de aminodcidos especificas, se derivan de muchas fuentes tales
como animales y vegetales, incluyendo los tejidos animales, leche, huevos, cereales y semillas
oleaginosas.
Las caracteristicas mas distintivas de las proteinas en comparacidn con otros materiales formadores
de recubrimientos son su conformacién, desnaturalizacién, cargas electrostdticas y la naturaleza
anfifilica.
Las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias de las proteinas se pueden modificar
facilmente para conseguir propiedades deseables en la formacién del recubrimiento por el uso de
desnaturalizacidon por tratamientos fisicos (calor, presidn, irradiacién, tratamiento mecdanicos),
tratamientos quimicos (acidos, dalcalis, iones metalicos, sales, hidrélisis quimica) y bioldgicos
(tratamiento enzimatico). Estos tratamientos pueden finalmente controlar las propiedades fisicas
y mecanicas de los y recubrimientos (Jung, 2014).
Los recubrimientos elaborados con hidrocoloides como proteinas presentan buenas propiedades
mecanicas, son transparentes y presentan excelentes propiedades de barrera de los gases, sin
embargo la resistencia que presentan al vapor de agua es pobre debido a su naturaleza

hidrofilica (Jaramillo,2014).

1.2.5.1.2 Polisacaridos
Revestimientos a base de polisacaridos se han utilizado para extender la vida util de frutas y
verduras mediante la reduccién de la respiracién vy el intercambio de gas debido a permeabilidades

selectivas a O, y CO,.

En general, los carbohidratos producen peliculas con buenas propiedades mecanicas y son barreras
eficientes contra compuestos de baja polaridad. Los grandes nimeros de grupos hidroxilo aportan
a la molécula un cardcter hidrofilico, caracteristica que le confiere al recubrimiento una baja
resistencia a la pérdida de agua.

Su selectividad en cuanto a la permeabilidad al oxigeno y al didxido de carbono, condiciona la
creacion de atmésferas modificadas en el interior del alimento, lo que se traduce en un aumento de

la vida util del producto (Aguilar, 2005).
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1.2.5.2 Lipidos
Los lipidos y resinas también se utilizan como materiales formadores de los recubrimientos, pero
no son polimeros, sin embargo son biomateriales comestibles y biodegradables.
La mayoria de los lipidos y resinas comestibles son sdlidos blandos a temperatura ambiente y
pueden ser moldeados después del tratamiento térmico, causando una fase de transicion

reversible, entre estado liquido (fluido), sélido suave vy sélido cristalino.

Debido a su naturaleza hidrofdébica, las peliculas o recubrimientos formados por lipidos tienen una
excelente barrera contra el agua, pero también son menos permeables a los gases y por lo tanto
puede estimular la acumulacién de CO; y etanol, causando el desarrollo de sabores desagradables

(Hadar et al., 2015; Hassan & Norziah, 2012).

Con el fin de mejorar las propiedades que los lipidos confieren a las peliculas pueden ser
usados en asociacion con materiales hidréfilos tales como proteinas y polisacdridos, mediante
la formacidn de una emulsion o la elaboracién de recubrimientos de multiples capas; (Hadar et

al., 2015;Quintero et al., 2010).
1.2.5.3 Mezcla de componentes

En vista de que las peliculas de un solo componente presentan desventajas, ya sea en propiedades
mecdnicas o de barrera a gases, se ha intentado mejorar las propiedades funcionales de esos

recubrimientos mediante el uso de mezclas entre dos o mas compuestos.

Compuestos biopoliméricos pueden modificar las propiedades del recubrimiento vy crear
estructuras deseables con propiedades Unicas que combinan los mejores atributos de cada
componente para aplicaciones especificas, tales como recubrimientos de proteinas (o capas de
pelicula) sobre peliculas de polisacéridos, o capas de lipidos sobre la capa de proteina y peliculas

de polisacaridos. Esta estructura de multiples capas optimiza las caracteristicas del producto final.

Por ejemplo, los lipidos aplicados en la formulacién del recubrimiento pueden servir como una
buena barrera al vapor de agua, mientras que los polisacdridos y proteinas pueden ser
razonablemente eficaces como barrera de gases (0, y COz), por esa razdén actualmente se
combinan diferentes biopolimeros para el envasado de alimentos y revestimientos (Hassan &

Norziah, 2012).
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En cuadro 8 se muestra de forma sintetizada las caracteristicas de diferentes matrices

poliméricas empleadas para la formacidon de recubrimientos.

Cuadro 8. Caracteristicas de matrices poliméricas formadoras de recubrimientos

Componente Ventajas Desventajas
Polisacaridos | -Recubrimientos con buenas propiedades | -Su naturaleza hidrofilica hace
mecanicas. gue presente una baja resistencia

-Barreras eficientes contra compuestos | a la pérdida de agua
de baja polaridad.

-Buena barrera contra aceites y grasas.

-Presenta buena adhesividad vy
cohesividad.

Proteinas -Buenas barreras al oxigeno, diéxido de | -Pobres como barrera de agua
carbona.

-Se adhieren a superficies hidrofilicas

-Presentan buenas propiedades
mecanicas

Lipidos -Buenas barreras contra la humedad -Propiedades mecanicas pobres
-Reducen la deshidratacion vy | -Inflexibles, fragiles, inestables

transpiracion.

Plastificantes | -Incrementa la humectabilidad, | -Modifica las propiedades

flexibilidad y resistencia barrera frente a los gases

Hassan & Norziah, 2012.
1.2.5.4 Aditivos
1.2.5.4.1 Plastificantes

Los biopolimeros suelen formar peliculas fragiles y rigidas debido a extensas fuerzas
intermoleculares (fuerzas que actuan entre grupos funcionales dentro de macromoléculas) que
involucran interacciones entre las cadenas de polimero a través enlaces de hidrégeno, fuerzas

electrostaticas, enlaces hidrofdbicos; los plastificantes son compuestos de bajo peso molecular que
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tienen la capacidad de minimizar estas interacciones al incorporarse dentro de una matriz
polimérica posicionandose entre las interacciones de polimeros para incrementan el volumen libre
o separacion intermolecular reduciendo la rigidez de las estructura; mejora las propiedades
mecdnicas, aumenta la permeabilidad de vapor de agua y gases (Hadar et al., 2015; Nur et al.,

2013; Amir et al., 2013; Olivas, 2008).

La capacidad de un plastificante para formar esta clase de enlaces depende del tipo (basado en
la compatibilidad del plastificante con el polimero) y grado de concentracién del plastificante,

asi como de la estructura quimica y lainteraccién con los polimeros ( Muhammad et al., 2014).

La incorporacion de estos compuestos conlleva a disminuir las fuerzas intermoleculares a lo largo
de las cadenas poliméricas, lo cual mejora la movilidad molecular de los componentes. Se cree que
los grupos polares (-OH), a lo largo de las cadenas del plastificante, desarrollan puentes de
hidrogeno entre el polimero y el plastificante, remplazando asi las interacciones polimero-polimero.
La capacidad de un plastificante para formar ese tipo de enlaces depende de su configuracion
molecular, no de los grupos hidroxilo libres ni de la configuracién del biopolimero, es decir

depende de la compatibilidad del plastificante con el polimero.

El tamafio molecular, la configuracién y el numero total de los grupos hidroxilo funcionales del

plastificante pueden afectar las interacciones entre el plastificante y el polimero.

El plastificante hace que las cadenas se separen reduciendo la rigidez de las estructuras,

aumentando asi la flexibilidad de la pelicula (Olivas, 2008).

Los plastificantes producen cambios en las propiedades fisico mecanicas de los polimeros, como
la reduccidon en la temperatura de transicion vitrea, disminucion de resistencia a la traccién y un
incremento en la elongacién y flexibilidad de la pelicula, también modifica la capacidad del sistema
para atraer agua y se han observado incrementos en las permeabilidades al vapor de agua, O,y CO;
de peliculas a base de polisacaridos y proteinas, a medida que la concentracién de plastificante

aumenta (Rojas et al., 2007").

Los plastificantes se pueden categorizar como plastificantes primarios, los cuales son solubles en
agua vy capaces de gelificar el polimero rapidamente bajo un procesamiento en rango de
temperatura normal; mientras tanto los plastificantes secundarios tienen capacidades de

gelificaciéon inferiores y son normalmente mezclados con plastificantes primarios para mejorar las
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propiedades de los productos resultantes, son insolubles en agua por lo cual tienen que ser
emulsionados en la fase acuosa de la dispersion de polimeros (Rojas et al., 2007°).

Ademads del agua, los plastificantes cominmente utilizados en peliculas biodegradables y
comestibles son:

1.-Monosacaridos, disacaridos y oligosacaridos (glucosa, jarabes de fructosa o glucosa, miel).
2.-Polioles (sorbitol, glicerol, etilenglicol (EG) polietilénglicoles y los derivados del glicerol).
3.-Lipidos y derivados (lecitina, cera, acidos grasos, monoacilgliceroles, derivados éster, fosfolipidos
y surfactantes).

El glicerol tiene una alta tolerancia a la temperatura, es soluble en agua, polar y no volatil se ha
identificado y utilizado como plastificante favorable y también ha sido aprobado por la FDA (Food

and Drug Administraciéon) como aditivo alimentario (Nur et al., 2013).

1.2.5.4.2 Compuestos Antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son compuestos sintéticos o naturales que se encuentran presentes
o se adicionan intencionalmente a los alimentos, pueden usarse comercialmente como aditivos
para retardar el crecimiento microbiano o inactivar a los microorganismos, de esa forma detienen
el deterioro de la calidad y mantienen la seguridad del alimento (Mani et al., 2012 ; Saucedo et
al., 2009).

Algunos ejemplos de compuestos antimicrobianos son los siguientes:

e Compuestos a base de metal

Algunos metales pesados tienen poder antimicrobiano en la forma de sales, éxidos y coloides.
Estos metales se pueden incorporar en polimeros en forma de recubrimientos con el fin de
mejorar las propiedades mecdanicas, de barrera y para prolongar la vida util de los alimentos.
Los compuestos metdlicos mas utilizados son de plata, oro, éxido de zing, silice, diéxido de titanio,
aluminay éxidos de hierro. Micro y nano compuestos metalicos representan una nueva generacion
de ingredientes de envases antimicrobianos para proporcionar nuevas alternativas de envasado de

alimentos accesibles y seguros en el futuro (Mani et al., 2012).

e Las bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos o pequenas proteinas producidas por algunas cepas de bacterias

lacticas por sintesis ribosomal y son segregadas por un gran niumero de bacterias (en la mayoria de
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los casos del género Lactococcus y algunos Lactobacillus) para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos competidores.
Generalmente son de caracter hidréfobo que desestabilizan la membrana citoplasmatica de las

bacterias cuando entran en contacto.

Las bacteriocinas inhiben el crecimiento de bacterias causantes del deterioro de alimentos,
principalmente bacterias Gram-positivas.
Algunos ejemplos son la Nisina, Pediocina PA-1, Pediocina JD, Curvacina A, Plantaricina E/F,

Lactococcina A, Lactococcina B, Lactacina F, Divergicina (Monrroy et al., 2009).

e Extractos naturales

Los extractos de plantas a partir de semillas de uva, semillas de pomelo y té verde son importantes
fuentes de compuestos polifendlicos y acidos fendlicos con actividad antibacteriana y antioxidante
significativa. Estos compuestos imparten un efecto inhibidor contra las bacterias Gram-positivos.
Los polifenoles pueden penetrar la membrana bacteriana semipermeable y reaccionar con el
citoplasma o proteinas celulares, desestabilizando células microbianas. Parte de propiedades
antimicrobianas de los polifenoles se ha atribuido a sus propiedades quelantes de complejos de
iones metdlicos que son esenciales para el crecimiento bacteriano. Las paredes celulares de las
bacterias Gram-negativas representan una gran barrera para polifenoles para entrar en el

citoplasma de la célula (Corrales et al., 2014).

e Aceites esenciales

Los aceites esenciales son extractos naturales constituidos por grandes cantidades de compuestos
hidréfobos y volatiles. Ellos incluyen terpenos, terpenoides, componentes aromaticos, fenoles,
alcoholes, aldehidos, cetonas, éteres e hidrocarburos, sobre todo en tipos de especias como la
canela, clavo, ajo, mostaza y cebolla; son utilizados en la conservacion de alimentos, utilizados
en la industria alimentaria como saborizante, productos farmacéuticos, en los cosméticos como

fragancias y la medicina alternativa.

Su actividad antimicrobiana tiene un amplio espectro, contribuye a la inhibicion de algunos
virus, mohos y bacterias principalmente, son generalmente mas activos contra Gram-positivos que
contra Gram-negativos. El efecto antibacteriano se basa en el caracter hidréfobo de los aceites que

pueden separar los lipidos de las membranas de las células bacterianas, haciéndolas mas
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permeables, también pueden inhibir la produccidon de enzimas esenciales o afectar el material

genético bacteriano.

Los aceites esenciales se pueden incorporar en polimeros o en portadores que pueden estar
extruidos o revestidos en materiales de empaque. La actividad antimicrobiana se produce
cuando los antimicrobianos volatiles se liberan en el espacio de cabeza o por contacto con el
alimento. La principal restriccién en contra de la comercializacién de los aceites esenciales es su

fuerte sabor y su alta reactividad con algunos componentes alimentarios.

La proporcién de extracto recomendado de materiales que contienen extractos naturales de
canela, clavo de olor, jengibre, romero, orégano, eneldo, albahaca, entre otros, ya sea solos o como
mezclas para inhibir o reducir el crecimiento de bacterias, levaduras u hongos varia de 0.1% a 10%
en peso, sin embargo la cantidad de extracto no debe ser superior a 1,5% para evitar malos sabores
y se mantenga por debajo de los limites reglamentados (Nashwa et al., 2014; Tajkarimi et al.,

2010).

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
El EDTA quelante de metal es uno de los agentes antimicrobianos mas comunmente utilizados
debido a su capacidad para romper la estructura de lipopolisacérido de bacterias Gram-negativas.
EDTA se utiliza generalmente para mejorar la actividad antimicrobiana de otros agentes tales como

la lisozima, nisina y aceites esenciales (Corrales et al., 2014).

e Anhidridos y acidos organicos

Los acidos orgdnicos son agentes antimicrobianos mas comunmente utilizados en la industria de
alimentos como desinfectantes para materiales que estdn en contacto con los alimentos,
sustancias incorporadas al alimento para inhibir o retrasar el crecimiento microbiano,
actualmente han sido incorporados en recubrimientos comestibles, de manera directa o en forma
de sales.

Algunos ejemplos son acido benzoico, acido acético, acido citrico, acido ascorbico y acidos
grasos.

Su espectro de accion antimicrobiana es muy amplio cuando se utilizan en combinacidn; por

ejemplo se puede inhibir el crecimiento de Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium y
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Escherichia coli 0157: H7 con acido lactico, acido acético, acido ascérbico en alimentos como
queso, mortadela y salchichas (Raybaudi et al., 2012).
La actividad inhibitoria éptima ocurre a pH bajo cuando la forma disociada de los acidos se difunde

libremente a través de la membrana celular, dando como resultado la acidificacidn del citoplasma.

Los acidos débiles son los antimicrobianos no especificos contra bacteriasy hongos. Bacterias Gram-
negativas son menos susceptibles a acidos débiles debido a su membrana externa, que sirve como
una barrera. Los acidos débiles se aplican generalmente a través de inmersidn o se pulverizan sobre
el alimento, aunque este mecanismo resulta en la pérdida potencial de la actividad antimicrobiana
debido a una posible reaccién con componentes de los alimentos, dilucion o evaporacién, su
incorporacién a peliculas y recubrimientos mejoran el efecto de proteccion en el alimento.

Los acidos débiles son aceptados como GRAS cuando se utiliza de acuerdo con las buenas

practicas de fabricacion o de alimentacion (Cruz et al., 2013).

e Modo de accion de los acidos organicos: efecto antibacteriano.

Es importante sefalar que los acidos organicos ejercen sobre los microorganismos dos tipos de
efectos distintos, aunque estrechamente relacionados. En primer lugar, existe un efecto
antimicrobiano debido a un declive del pH extracelular (en condiciones especificas de pH como
se explicard mas adelante). El segundo tipo, mds importante es el efecto antimicrobiano especifico
debido a la forma no disociada, que atraviesa la membrana celular y causa una disminucién del pH
intracelular.

Todos los microorganismos tienen un pH éptimo de crecimiento y un intervalo de pH fuera del cual
les resulta imposible proliferar. Esto se refiere al pH del medio o extracelular ya que el pH
intracelular tiene que estar necesariamente cerca de la neutralidad. Las bacterias entéricas, como
Escherichia 'y Salmonella crecen principalmente a pH préximos a la neutralidad (Skfivanova et al.,
2011).

Los dacidos débiles como los acidos organicos estdan usualmente no disociados y por lo tanto
no contribuyen directamente a la disminucidon del pH del medio, excepto en soluciones en
las cuales el pH del medio es mayor al valor dela constante de disociacién (pKa) de los
acidos organicos, la cual es definida como el valor de pH en el que la concentracién del
acido (no disociado) es igual a la concentracién del anién (A ) del acido disociado, este hecho

repercute directamente en la eficiencia del antimicrobiano, ya que a valores de pH superiores
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al valor de pKa de los acidos cualquier accidn microbiana es débil debido a la disociacidn de
los acidos en la solucién extracelular.

La forma no disociada de un acido débil es mas permeable a la membrana celular que la
forma disociada, de este modo cuando el medio contiene &cidos orgdnicos no disociados
el efecto antimicrobiano se incrementara dando como resultado dafio a la célula bacteriana
(Hamdy et al., 2015; Lehrke et al., 2011).

Se ha establecido que el mecanismo primario de la inactivacién microbiana por acidos orgdnicos
implica la entrada no disociada del acido organico (HA) a través de la membrana celulary una vez
dentro de la célula bacteriana la molécula de acido es forzada a disociarse en aniones (A’) y
protones (H*) cargados, debido al pH cercano a la neutralidad del citoplasma, lo cual causa
cambios drasticos de acidez en el interior de la célulalo que conduce a la modificacidn o
desnaturalizacion de las enzimas y proteinas estructurales, asi mismo se obstaculiza la sintesis de
ADN /ARN desencadenando dafio celular. Por otra parte, el aumento de la acidez en el citoplasma
de la célula obliga a utilizar el ATP para exportar el exceso de iones (H') que conduce al
agotamiento de la energia, con la consiguiente obstaculizacion del crecimiento microbiano y la

muerte celular (Cano,2013; Boziaris, 2014).

1.2.5.4.3 Ejemplo de empaques con funcidn antimicrobiana

La calidad de los alimentos se encuentra afectada por factores fisicos, quimicos y microbioldgicos,
el control de dichos factores y en especial el microbioldgico es esencial para la preservacién de los
alimentos.

De ese modo en los materiales de empaque, peliculas comestibles y recubrimientos se pueden
adicionar compuestos antimicrobianos con el fin de mantener altas concentraciones de
conservantes en las superficies de los alimentos, ya que en el caso de alimentos sodlidos y

semisolidos el crecimiento microbiano se produce principalmente en la superficie (Corrales, 2014).

Debido a la gran diversidad de alimentos, los materiales de empaque con funcién antimicrobiana
han sido reconocidos como uno de los sistemas de envasado activo mas prometedor para extender
la vida util de los alimentos mediante diferentes mecanismos de incorporacion de los

antimicrobianos los cuales los mas utilizados en la industria son:
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1.- Encapsulacidn: Esta técnica se ha aplicado para los compuestos volatiles a partir de aceites
esenciales. No ocurre contacto superficial directo con el alimento y los antimicrobianos volatiles
se liberan en el espacio de cabeza del empaque donde se inhibe el crecimiento de bacterias
patégenas.

2.- Dispersion de los agentes antimicrobianos en los polimeros del envase

Los antimicrobianos pueden ser incorporados por extrusién o presién con calor.
La principal desventaja de la extrusién es el uso de altas temperaturas y fuerzas de corte que puede
reducir las actividades antimicrobianas; antimicrobianos resistentes al calor tales como la nisina 'y
la imazalil son adecuados para estos empaques.

3.-Recubrimientos y peliculas: Los compuestos antimicrobianos incorporados estan en contacto
directo con la superficie del alimento.

Las ventajas de este método son que los compuestos no estan expuestos a un calor excesivoy se
pueden aplicar en cualquier fase de la cadena de suministro de alimentos.

Esta técnica ha sido utilizada con una amplia gama de agentes antimicrobianos, incluyendo
acidos orgdnicos, metales, aceites esenciales y macromoléculas con propiedades antimicrobianas

como el caso del quitosan (Avila et al., 2008; Corrales, 2014).

1.2.6 Recubrimientos antimicrobianos como envasado activo

Un recubrimiento antimicrobiano es una forma de envasado activo que contribuye al
mantenimiento de la inocuidad, la calidad y la mejora de la estabilidad de los alimentos durante
el almacenamiento mediante la creacién de una barrera protectora que permite prevenir,

reducir o inhibir el crecimiento microbiano (Villalobos et al., 2009; Mingming et al., 2014).

La eficacia antimicrobiana de los recubrimientos frente a varios patdgenos empleando diferentes
sustancias antimicrobianas, tales como acidos organicos, bacteriocinas, extractos de especias o
aceites esenciales, acidos grasos, extracto de semillas de plantas, enzimas, metales de tamafio
nanométrico y o6xidos metdlicos incorporados en las peliculas comestibles dependerda de su
concentracién, estructura quimica y grado de dispersion en la pelicula o recubrimiento vy la

interaccion con la matriz polimérica (Villalobos et al., 2009).

Cabe mencionar que los antimicrobianos empleados en los recubrimientos son generalmente

reconocidos como seguros (GRAS) de acuerdo a la lista de aditivos alimentarios de la FDA.
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El principal potencial de los recubrimientos antimicrobianos es el uso en alimentos que incluyen
frutas y hortalizas, carne, pescado, pan, queso, frituras.

Como la contaminacién microbiana de la mayor parte de productos de alimenticios ocurre
principalmente en la superficie, los recubrimientos y peliculas antimicrobianas son una opcién

viable.

1.2.6.1 Ventajas y desventajas de incorporar antimicrobiano al recubrimiento

Ventajas
e (Ciertos antimicrobianos actuan como plastificantes, mejorando las propiedades de traccion
en particular la flexibilidad de algunos polimeros.
e Mejora de calidad de los alimentos.
e Garantizar la seguridad alimentaria.
e Contribuye a la ampliacién de la vida util de los alimentos.
Desventajas:
e La incorporacién de un agente antimicrobiano en un recubrimiento podria alterar las
propiedades mecanicas y de barrera de los polimeros.
e Los cambios en la cristalinidad se pueden atribuir a la incorporacion de antimicrobianos en
ciertos polimeros.
e Compatibilidades interfaciales bajas generan una baja adherencia y huecos en la estructura

del material (Mingming et al., 2014; Galet et al., 2012).

1.2.7 Mecanismos de formacion de recubrimientos

En la formulacidn de peliculas y recubrimientos se necesita el uso de por lo menos un componente
capaz de formar una matriz estructural que establezca la mejor interaccidén posible entre las
moléculas bajo la acciéon de tratamientos fisicos o quimicos con suficiente cohesividad.

La estructura y el estado fisico de la superficie del recubrimiento o pelicula terminados dependen
en gran medida de la técnica de preparacion.

La formacion de pelicula generalmente involucra diferentes tipos de enlaces (idnicos, covalentes,
puentes de hidrogeno, fuerza de Vanders Walls, interacciones electrostaticas) entre las cadenas
qgue conforman al polimero formando una red semirigida que atrapa e inmoviliza al solvente.

Dos tipos de fuerza intervienen a nivel molecular, fuerza de cohesiéon que actia entre las
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moléculas del polimeroy adhesion que se ejerce entre la pelicula o recubrimiento y la
superficie de donde se estd aplicando.

El grado de cohesidon dependerd de la estructura polimérica, el disolvente utilizado y de la
presencia de un plastificante.

Las sustancias formadoras de peliculas crean una estructura continua mediante interacciones entre
moléculas, bajo la accién de un tratamiento quimico o fisico.

La formacién de una pelicula o recubrimiento involucra uno de los siguientes procesos:

¢ La coacervacion simple, en la que se consigue la formacion de la pelicula a partir del cambio de
fase, gelificacién o precipitacion de un hidrocoloide en disolucién acuosa mediante modificacién de
alguna propiedad del disolvente como puede ser la evaporacién del solvente, por la adicion de un
solvente no-electrolito en el que el polimero es insoluble (alcohol), por la adicidn de un electrolito
qgue genere un efecto de precipitacion de sales o modificando el pH de la solucion (pH, carga
eléctrica, etc.).

Con este proceso se consigue el rompimiento del polimero y su reordenacién mediante enlaces
idnicos o de puentes de hidrégeno, favoreciéndose el entrecruzamiento de las moléculas para
finalmente formar una matriz.

eLa coacervacion compleja, este proceso involucra la dispersién por separado de hidrocoloides de
carga eléctrica opuesta para después combinarlos induciendo interacciones de neutralizacion y
precipitacion de la mezcla del biopolimero.

¢ La gelificacion o coagulacidn térmica, mediante la cual el calentamiento de la macromolécula
ocasionando su desnaturalizacién seguida de gelificacién, precipitacion o incluso el enfriamiento
de una dispersién de hidrocoloide que provoca una transicién gel-sol, por ejemplo la gelatina o el
agar.

¢ La eliminacién del disolvente, los componentes principales del recubrimiento se dispersan en un
solvente que posteriormente se elimina en un proceso de secado, donde la temperatura y el tiempo
influyen en la cristalinidad resultante y en las propiedades mecénicas.

e La fusion y solidificacion, empleada en peliculas de naturaleza lipidica. Consiste en el
calentamiento de la sustancia empleada por encima de su punto de fusidon y su posterior
enfriamiento.

Para obtener una pelicula con propiedades mecanicas adecuadas es necesario ajustar

correctamente la temperatura y velocidad de secado (Aguilar et al., 2010; Bosquez, 2003°).
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1.2.8 Métodos para la aplicacién de peliculas y recubrimientos
Se han desarrollaron varios métodos para la correcta aplicacién de las matrices comestibles sobre
los alimentos, los recubrimientos comestibles se diferencian de las peliculas comestibles, por el
modo en que son aplicados. Las técnicas de Inmersion y spray (pulverizacién) se utilizan para
recubrimientos comestibles y el preformado (casting) para peliculas comestibles.
Cualquiera de los procesos de formacidn expuestos se puede utilizar con variadas técnicas de
aplicacion. Sin embargo, el modo de aplicacién de una pelicula comestible depende en gran medida
del tipo de producto que se desee recubrir.

1.2.8.1 Inmersion
Consiste en la aplicacidn de las matrices comestibles sumergiendo el alimento en la solucién
preparada a continuacion se procede a un escurrido y secado con aire para lograr un recubrimiento
uniforme en la superficie del producto. Se utiliza especialmente en aquellos alimentos cuya forma
es irregular que requieren de una cobertura uniforme y gruesa como frutas, vegetales y productos
carnicos.

1.2.8.2 Spray (pulverizacion)
Esta técnica se basa en la aplicacidon de la solucidn presurizada, de esa manera se consiguen
diferentes tamafios de gota. Permite obtener recubrimientos comestibles mds finos y uniformes.
Se usa en alimentos de superficie lisa o para la separacion de componentes de distinta humedad de
un alimento compuesto. Otras variaciones a este método pueden ser la aplicacion del recubrimiento
por medio de cepillos o rodillos.

1.2.8.3 Casting (preformado o pre moldeado)
Mediante esta técnica se obtienen peliculas pre moldeadas. Consiste basicamente en la obtencion
de una dispersion uniforme compuesta por biomoléculas (proteinas, polisacaridos, lipidos),
plastificante y agua. Luego se vierte sobre una placa de material inocuo (acero inoxidable) donde se
deja secar para formar un objeto rigido teniendo asi una pelicula.
La velocidad de secado junto con la temperatura y humedad son condiciones determinantes para la
calidad de la pelicula (transparencia, consistencia, propiedades mecanicas), por lo tanto deben ser
controladas correctamente. Una vez finalizado el secado se obtiene una pelicula para ser aplicada

sobre los alimentos (Jaramillo, 2014; Marzo, 2010; Govantes et al., 2006).
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1.3 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

La OMS describe a las enfermedades transmitidas por alimentos como el conjunto de sintomas
originados por la ingestién de agua y/o alimentos que contengan agentes bioldgicos, fisicos o
guimicos en cantidades tales que afectan la salud del consumidor en forma aguda o crdnica, a nivel
individual o de grupo de personas.

Cada afio enferman millones de personas en el mundo, muchas de las cuales mueren, en su
mayoria nifilos, mujeres embarazadas, personas inmunocomprometidas o desnutridas y personas
de la tercera edad poringerir agua o alimentos insalubres.

Mas de 200 enfermedades conocidas son trasmitidas a través de alimentos. Las causas de
enfermedades de origen alimentario incluyen: bacterias, virus, parasitos, toxinas, metales y priones
siendo mas frecuentes las dos primeras, los sintomas de estas enfermedades van desde ligeras
gastroenteritis hasta sindromes de tratamiento neurolégicos de por vida, hepaticos, renales y hasta

cancer.

A pesar de los avances tecnolégicos y los esfuerzos realizados para mejorar la seguridad de los
alimentos, las ETA se han incrementado considerablemente tanto en paises desarrollados como en
paises subdesarrollados debido a diversos factores entre los cuales se pueden sefialar: la
aparicion de nuevos agentes causantes o nuevos mutantes con una mayor patogenicidad, la
globalizaciéon del comercio de alimentos, el crecimiento de la poblacién, la pobreza vy la

urbanizacién en los paises subdesarrollados (FAO, 2013; Martinez et al., 2014).
1.3.1 Clasificacion de Enfermedades transmitidas por alimentos

Se pueden nombrar dos tipos de ETA, las producidas por la ingestién de alimentos y/o agua
contaminados por agentes infecciosos especificos y las producidas por la ingestién de toxinas

(Vergara et al., 2014).

¢ Infecciones alimentarias.
Estas son generadas por bacterias, virus, hongos, parasitos, que invaden, se multiplican y alteran
los tejidos del hospedera.
Ejemplos tipicos de las infecciones alimentarias son la salmonelosis, listeriosis, triquinosis y la

toxoplasmosis, entre otras.

38



CAPITULO | |[MARCO TEORICO

¢ Intoxicaciones alimentarias

Las Intoxicaciones alimentarias son causadas por la ingestion de toxinas generadas como
metabolito producido por microorganismos, hongos, toxinas presentes en tejidos de plantas y
animales, especies marinas (ciguatonina, saxitonina) y/o sustancias quimicas o radioactivas que
se incorporan a los alimentos de manera accidental, incidental o intencional en cualquier momento
desde su produccién hasta su consumo ejemplos de estos son los plaguicidas, metales pesados u
otras (Martinez et al., 2014).

En la figura 8 se muestra de forma sintetizada algunos ejemplos de sustancias o

microorganismos causantes de intoxicaciones alimentarias mas frecuentes.

INTOXICACIONES ALIMENTARIAS
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QUIMICAS MICROBILAMNAS ANIMALES VEGETALES/HONGOS
pesticidas, metales pez globo, clguatera, hongos Amanita, planta
pesados escombroldes, etc. Jimson, fruta de Ackes
MICOTOXINAS TOXINAS ALGAS dinoflagelados:
aflatoxinas, ocratoxinas, BACTERIAMAS saxitoxinas, cido
fumaonisinas, etc. okadalco

NEUROTOXINA
Clostridium botulinum

ENTEROTOXINA
Staphylococcus aureus,

. perfringens

DIARREICA
B. cerous,
Staphylococous aurgus

EMETICA
B. cereus tipo emetico

Figura 8. Esquema general de las intoxicaciones alimentarias mds frecuentes

e Toxiinfecciones

Existe otro tipo de enfermedades transmitidas por alimentos que combina la intoxicacién con la

infeccidn. Las toxiinfecciones resultan de la infeccién de alimentos con cierta cantidad de

microorganismos patdgenos que son capaces de producir o liberar toxinas una vez que han sido
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ingeridos; es decir, son generadas por bacterias que no son invasivas y que producen toxinas
durante su desarrollo en el intestino.

En esta categoria se encuentran los microorganismos capaces de producir toxinas “in vivo” como
por ejemplo Vibrio cholerae.

Otro grupo esta formado por los microorganismos capaces de producir toxinas como es el caso
de Vibrio parahaemolyticus y Yersinia enterocolitica (Kopper, 2012).

En la figura9 se muestran infecciones alimentarias mds comunes causadas por alimentos.

INFECCIONES ALMENTARIAS

TOXI- INFECCIOMNES INFECCIONES

Enterotoxina

Vibrio parahemolyticus, Mucosa intestinal
Vibro cholerae, Yersinia sp. Salmonella sp., Shigella sp.,
Bacilus careus, E. coli Cyclospora sp., E. coli
enterotoxivénica
Sistémicas
Neurotoxing Tuberculoss, Enterobacter
= sakasakii, Listeria sp.

Botulismo infandil

Otros tejidos: higado,
musculo, feto

Hepatitis A. Listeria sp.,
toxoplasmosis, trichinosis

Figura 9. Esquema general de las infecciones mds frecuentes causadas por alimentos

1.3.2 Modo de transmision de las ETA

Las ETA son el resultado de la interaccion entre un agente etioldgico de tipo bioldgico o quimicoy
un hospedero susceptible; el estado de salud de la persona, la edad y otros elementos como
numero de microorganismos ingeridos determinaran en gran medida su predisposicién para
presentar una ETA.

Para que ocurra una ETA debe haber convergencia del hospedero, del agente y de los factores
ambientales. Si no se produce esa convergencia bajo condiciones adecuadas no habra enfermedad

y cualquier accion que tienda a separarlos provocara que la enfermedad no aparezca.
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La transmision de las enfermedades infecciosas a través de contaminacion de alimentos puede
ser primaria o secundaria.

Contaminacién primaria: ocurre cuando la sustancia contaminante esta contenida en el alimento y
se puede adquirir en el campo, debido a animales enfermos o a cosechas contaminadas.

Ejemplos de contaminacién primaria son la triquina en carne de cerdo, Salmonella spp. en huevos,
estafilococos en leche, toxinas marinas en pescados o mariscos, solanina en papa, aflatoxinas en
maiz y otras.

Contaminacion secundaria: ocurre durante el procesamiento de los alimentos al entrar en contacto
directo o indirecto con otros ingredientes contaminados, la superficie de las mesas, los utensilios,
el hielo, los aerosoles, las manos de los operadores o muchos otros elementos.

Otra fuente importante de contaminacidon son las sustancias téxicas agregadas de manera
intencional, accidental o incidental, tales como dioxinas, plaguicidas, cianuro, residuos de agentes
guimicos para limpieza, residuos de materiales de empaque, residuos de tuberias y otros (Martinez

et al., 2014; Romero, 2007).

1.3.3 Situacién Internacional y Nacional en el ambito de ETA

Las ETA enferman a mds de 582 millones de personas en el mundo y matan a mds de 350 mil cada
afio, atribuyendo a padecimientos ocasionados por ingerir comestibles insalubres como carne mal
cocida, frutas y hortalizas contaminadas con heces o pesticidas y mariscos crudos que contienen
biotoxinas marinas (OPS/OMS, 2015).

Seguln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la incidencia anual de diarrea estimada en el
mundo es de 1.500 millones de casos y se ha descrito que el 70% de las diarreas se originan por la
ingestion de alimentos contaminados con microrganismos y/o sus toxinas.

En los paises en desarrollo las enfermedades diarreicas representan uno de los problemas de salud

publica mds importantes, con repercusiones que inciden en el ambito econdmico, social y politico.

e Estados Unidos
Las enfermedades transmitidas por los alimentos constituyen una carga importante para la salud
publica en los Estados Unidos. Se estima que 31 de los principales microorganismos conocidos
causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos encontrados en los productos
alimenticios consumidos en los Estados Unidos provocan anualmente 9.4 millones de

enfermedades, 55,961 hospitalizaciones y 1,351 muertes (OMS, 2015).
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En el cuadro 9 se muestran 14 de los 31 patdgenos causantes de ETA los cuales presentaron

mayor impacto en la salud de la poblacion de Estados Unidos en el afio 2011 .

Cuadro 9. Principales agentes patdgenos relacionados con ETA en Estados Unidos

Patégeno Costo de la Enfermedades Hospitalizacién Muertes
enfermedad
(miles de pesos)
Salmonella spp. 3309 1027561 19336 378
Toxoplasma gondi 2973 86686 4428 327
Campylobacter spp. 1747 845024 8453 76
Listeria 2655 1591 1455 255
monocytogenes
Norovirus 2002 5461731 14663 149
E. Coli 0157:H7 272 63153 2130 20
C. perfingens 309 965958 438 26
Yersinia 252 97656 533 29
enterocolitica
Shigella spp. 121 131254 1456 10
Vibrio 47 57616 210 4
Cryptosporidium 107 52228 183 12
parvum
E. Coli 327 112752 271 0
Total 61461 8914713 53678 1312

Batz et al.,, 2015

Se observa que Salmonella spp. tiene mayor incidencia en enfermedades transmitidas por

alimentos en estados unidos, lo cual genera 23.44 % del total del costo generado por ETA,

representa el 11.52% de las enfermedades por microorganismos patdgenos, provoca el 36.02 %

de hospitalizacién y el 28.59 % de muertes relacionadas con ETA.
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e América latina

Las ETA constituyen uno de los problemas mds extendidos en el mundo actual, por ejemplo, la
enteritis y otras enfermedades diarreicas se encuentran entre las cinco primeras causas de
mortalidad en la mayoria de los paises de América Latina y el Caribe, asimismo, expertos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), consideran que entre el 70% y el 80% de las enfermedades
diarreicas agudas (EDA), las producen los alimentos y el agua contaminados (Castillo, 2014). Se
estima que anualmente una de cada cuatro personas en América sufre un episodio de enfermedad
transmitida por alimentos. Como se menciond anteriormente los nifios, las embarazadas, los
inmunosuprimidos y los adultos mayores son los mas vulnerables a este tipo de enfermedad

(Arellano, 2015).

e Meéxico
México es una de las naciones que actualmente registra a nivel mundial las tasas de mortalidad mas
elevadas por padecimientos relacionados con la ingestién de alimentos insalubres, siendo muy
elevado el costo tanto en vidas humanas, recursos médicos destinados a la atencién de los
enfermos como en el aspecto econdmico por pérdidas de tiempo laborable, ya que constituyen
una de las primeras causas de ausentismo laboral.
Los alimentos insalubres causan 350 mil muertes en el mundo y enferman a mas de 582 millones
de personas; en México las ETA son la quinta causa de enfermedades (OMS, 2015).
En la mayoria de los paises en vias de desarrollo existen pocos o en algunos casos nulos registros
de enfermedades transmitidas por alimentos, lo que dificulta realizar una verdadera evaluacién del
impacto diario de las ETA.
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), aunque dificiles de cuantificar, se estiman
relevantes en la salud de los mexicanos. En particular, las enfermedades agudas de naturaleza
infecciosa transmitidas por bacterias, parasitos y virus, en las que una de las vias de transmisidn son
los alimentos (OMS, 2013).
En nuestro pais, el panorama de morbilidad predominante es de padecimientos transmisibles, las
infecciones respiratorias agudas permanecen en la primera causa de atencién médica, seguido de
las enfermedades diarreicas. Ademas, en la lista de las 20 principales causas de morbilidad en

Meéxico, se encuentran especificamente las amebiasis y las salmonelosis.
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Existen mas de 250 enfermedades transmitidas por alimentos en el mundo, en el afo 2011 se
reportaron en México 5 millones 681 mil casos de estas enfermedades, segun la cifras oficiales del

Sistema Nacional de Vigilancia epidemiolégica del Pais (SINAVE, 2014).
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Figura 10. Casos e incidencia por afio de intoxicaciones alimentarias en México

En la figura 10 se muestran los casos y la incidencia de intoxicaciones alimentarias en México
en el periodo de 1985 al 2012, se observa que el afio en el cual se presentan mas casos de
intoxicaciones alimentarias fue en 1991, se observa que a partir del afio 2000 la incidencia
no es muy variable en comparaciéon con afios anteriores.

Las enfermedades diarreicas en México ocupan uno de los primeros lugares como causa de
morbilidad en poblacién menor de cinco afios de edad, generando el 20% de la demanda de consulta
en los servicios de salud y el 10% de las hospitalizaciones pediatricas. Este grupo de edad presenta
entre 2 y 4 episodios diarreicos al afio (SSA, 2014).

El estado mas afectado es Aguascalientes y el menos afectado es Baja California Sur, en el caso de
la salmonelosis, uno de los estados mas afectados por este problema es Sinaloa y por lo que se
aprecia en las cifras se tiene una tendencia a la alza en el nimero de casos (Osuna, 2012).

1.3.4 Microorganismos comunes relacionados con ETA a nivel mundial

Los trastornos gastrointestinales pueden obedecer a diversas causas las mas comunes es por la
ingestion de alimentos o agua contaminada ya sea por la presencia de toxinas bacterianas,
infestaciones por parasitos, virus o bacterias (Martinez, 2014).

En el cuadro 10 se muestran los principales microorganismos responsables de enfermedades

transmitidas por alimentos a nivel mundial en el afo 2011
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Cuadro 10. Microorganismos comunes en la contaminacion de alimentos

ORGANISMO NOMBRE COMUN DE | TIEMPO DE SINTOMAS DURACION ORIGEN
LAENFERMEDAD APARI(EION ALIMENTICIO
DESPUES DE
LA INGESTA
Bacillus cereus Envenenamiento De 10a16 Calambres De 24 a 48 | Carnes, guisos, jugo
por consumo de horas abdominales, horas de carne, salsa de
alimentos con B. diarrea acuosa, vainilla.
cereus nauseas.
Campylobacter Campilobacteriosis De2 a 5 Diarrea, De 2 a 10 | Car aves cruda o
jejuni dias calambres, fiebre dias poco cocida; leche
y vémitos; puede sin pasteurizar,
provocar diarrea agua contaminada.
con sangre
Salmonella Salmonelosis De 6 a 48 Diarrea, fiebre, De 4 a 7 | Huevos, aves, carne
horas calambres dias de res; jugos o
abdominales, leche no
vémitos pasteurizada, frutas

y verduras crudas

contaminadas.

Shigella Shigelosis o De 4 a7 Calambres De 24 a Frutas y verduras
disteria bacilar dias abdominales, 48 horas crudas, agua
fiebre y diarrea. contaminada.

La materia fecal

puede contener

sangre o
mocosidad
Staphylococcus Envenenamiento De 1 a6 Inicio repentino De 24 a Carne de res,
aureus por consumo de horas de nauseas vy 48 horas ensaladas, pasteles
alimentos con vémitos severos. con crema no
stafilococos Calambres refrigerados o
abdominales. refrigerados

incorrectamente.
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Puede
presentarse
diarrea y fiebre.
Vibrio Infeccion por V. De 4 a 96 Diarrea acuosa De 2 a5 Mariscos poco
parahaemolyticus | Parahaemolyticus horas (ocasionalmente dias cocidos, tales
con sangre), como los
calambres moluscos.
abdominales,
nauseas, vomito y
fiebre.
Cryptosporidium Criptosporidiasis De 2 a 10 Diarrea Puede que | Alimentos crudos
intestinal dias (generalmente se remita o contaminados
acuosa) y haya manipulados por
calambres recaidas persona enferma,
estomacales, durante agua contaminada.
malestar semanas o
estomacal, fiebre meses
leve.

E. Coli Infeccién por E. Del1la3 Diarrea acuosa, De3 a7 Agua o alimentos
Coli (causa comun dias calambres dias o contaminados por
de la “diarrea del abdominales, mas. heces fecales de

viajero”) vémito. humanos.
E. Coli 0157:H7 | Colitis hemorragica | De 1 a 8 | Diarrea aguda (a | De 5 a 10 | Carne de res poco
o infeccion por E. dias menudo con dias cocida, leche y
Coli 0157:H7 sangre) dolores jugo sin
abdominales y pasteurizar, frutas
vomitos. Puede y verduras crudas,
causar agua contaminada.
insuficiencia
renal.
Clostridium Intoxicacién por De 8 al6 Calambres Habitualm Carnes, alimentos
prfringens Clostridium horas abdominales ente 24 pre cocidos o
prfringens intensos, diarrea horas deshidratados.
acuosa.

Fuente:CDC, 2011.
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1.3.5 Salmonella spp.

Cuando un microorganismo es transportado por un alimento contaminadoy es ingerido, se
establece en el organismo de la persona y se multiplica. Las bacterias, en general, penetran la
mucosa intestinal y alli se multiplican.

Algunas permanecen solamente en esa mucosa y otras invaden el sistema circulatorio y se
diseminan por distintos érganos.

Las bacterias poseen factores de adherencia o colonizacidon que les permiten multiplicarse en sitios
especificos no siendo alteradas ni por el peristaltismo ni por el flujo de mucus o alimentos en
suspension. Salmonella es un patégeno importante asociado a  casos de enfermedades
transmitidas por los alimentos que causa grandes problemas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo (Vivek et al., 2012).

El patégeno es generalmente asociado con alimentos contaminados como mantequilla de mani,
almendras, carne, huevos, productos carnicos, frutas y hortalizas. Esta bacteria puede tener un
gran impacto socioecondmico debido a lo que implica la enfermedad, gastos médicos, pérdida

de la productividad, discapacidad, muertes, mermas debido a la contaminacién de productos .

1.3.5.1 Caracteristicas

Salmonella (figura 11) pertenece a la familia de las enterobacterias (es decir, asociado con el
intestino lo que refleja el hecho de que habitan en el tracto intestinal de los seres humanos
y algunos animales), se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, generalmente movil

debido a la presencia de flagelos peritricos, anaerobio facultativo, y no formador de esporas.

Poseen fimbrias que las ayudan a adherirse a superficies o mucosas; la presencia de pili
sexuales especializados permite el intercambio de la informacidon genética entre las células

que incluye la resistencia alos antibiéticos.

Figura 11. Salmonella spp
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Crece a temperaturas entre 8 y 45 ° C en un intervalo de pH de 4-9 y requiere actividad de agua
(aw) por encima de 0.94. La Salmonela es sensible al calor y generalmente muere a temperaturas
de 70 ° C o superior, son resistentes a la desecacidn y pueden sobrevivir durante aiios en el polvo

y lasuciedad (Vivek et al.,, 2012; Mani et al., 2012;Tortora et al.,2007).

Casi todos los géneros de Salmonella son altamente patdgenos (requiriéndose una baja dosis
infectante en los seres humanos siendo tan solo de 1000 bacterias), se caracterizan por ser
habitantes comunes en el tracto intestinal de muchos animales en especial en aves de corral
y del ganado vacuno, asi como provenir de aguas contaminadas que se utilizan para el riego
de cultivos, contaminando de esa manera alimentos como frutos y hortalizas.

Carne, pollo, leche, huevos, frutas y hortalizas dominan la larga lista de los productos alimenticios

gue pueden portar a estos organismos unicelulares.
1.3.5.2 Enfermedades atribuidas a Salmonella

La presencia de Salmonella puede inducir tres tipos de enfermedades al humano: incluyendo

gastroenteritis, la fiebre tifoidea e infecciones locales.
e Gastroenteritis.

La salmonelosis, causada por la bacteria Salmonella es una de las enfermedades de transmisién
alimentaria mds comunes y ampliamente extendidas. Se estima que afecta anualmente a decenas de
millones de personas de todo el mundo y provoca mas de cien mil defunciones (OMS, 2013, tortora et al.,
2007).

Aunque Salmonella incluye mas de 2.300 serotipos, Salmonella Enteritidis y Salmonella entérica
serotipo typhimurium son los serotipos mas comunmente identificados en la incidencia de

salmonelosis.

Los sintomas de la enfermedad incluyen nauseas, vomitos, dolor abdominal, célicos diarreay fiebre
moderada, comienzan a manifestarse entre 6 y 72 horas (generalmente 12 a 36 horas) después de
la ingesta de Salmonella, y la enfermedad dura entre 2 y 7 dias.

Sin embargo, en algunos casos, particularmente en nifios pequefios y en ancianos, la deshidratacion

causada por la enfermedad puede ser grave y poner en peligro la vida.

En la mayoria de los casos, los sintomas de salmonelosis son relativamente leves y los pacientes se

recuperan sin tratamiento especifico, en casos no complicados, la fase aguda usualmente se
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resuelve dentro de las 48 h la gravedad y duraciéon de la enfermedad en ocasiones depende
de la cantidad de bacteria ingerida.

Normalmente la persona se recupera en pocos dias, sin embargo muchos pacientes contindan
esparciendo el microorganismo en las heces hasta por 6 meses con portadores sanos (Mani

et al., 2012).

e Fiebre tifoidea

La fiebre tifoidea causada por Salmonella typhy, es la enfermedad mds grave producida por

cualquier miembro del género Salmonella (Sudarsan et al., 2012; Suzane et al., 2012).

Las bacterias ingresan al cuerpo, viajan hacia el intestino y luego hacia al torrente sanguineo, de
donde puede llegar hasta los ganglios linfaticos, la vesicula, el higado, el bazo y otras partes del
cuerpo.

El periodo de incubacion de la fiebre tifo se lleva a cabo de 2 a3 semanas, los sintomas son
fiebre elevada, cercana a 40 °C, dolor abdominal, cefalea constante, agitacion, escalofrios,
sensacion de letargo y debilidad. La diarrea comienza en la segunda o tercera semana cuando
la fiebre empieza a bajar. En casos graves que pueden ser fatales, son posibles la ulceracion
y la perforacion de la pared intestinal.

Del 1 al 3% de los pacientes recuperados se vuelven portadores crénicos. Albergan al
patédgeno en la vesicula biliar y contindan eliminado bacterias en las heces durante meses y

en algunos casos en forma permanente diseminando la enfermedad (Tortora et al., 2007).

¢ Infecciones extraintestinales

Las cepas mas frecuentemente relacionadas con este tipo de infecciones son S. typhimurium,
S. enteritidis y S. cholerasuis. Los sintomas dependeran de la localizacidon y pueden aparecer en
fases tardias.

Las localizaciones extra intestinales mas frecuentes son: endocarditis, arteritis, afectacion del
sistema nervioso central, neumonia, infecciones osteoarticulares, del tracto urinario vy tejidos

blandos.
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1.3.5.3 Fuentes y transmision

La bacteria Salmonella estd ampliamente presente en animales domésticos y salvajes. Es
prevalente en aves, porcinos y vacunos, y también en mascotas, incluidos gatos, perros,
pajaros y reptiles, entre ellos las tortugas.

La Salmonella puede atravesar toda la cadena alimentaria, desde los piensos para animales
y la produccién primaria hasta los hogares o los establecimientos e instituciones de servicios
de comidas.

Las personas contraen la salmonelosis a través del consumo de alimentos contaminados de
origen animal (principalmente huevos, carne, aves y leche), aunque también otros
alimentos se han vinculado a la transmisidn, incluidas hortalizas contaminadas por estiércol.
También puede transmitirse entre las personas por via fecal-oral.

Ademas, se pueden producir casos cuando las personas entran en contacto con animales
infectados, incluidas las mascotas. Generalmente, esos animales no presentan signos de la
enfermedad.

La Salmonella residen en el tracto intestinal de los animales y / o las personas, puede
contaminar las frutas y hortalizas a través de la infiltracion de aguas residuales en los
campos, el riego con agua contaminada, la presencia de animales en el campo o un abonado
incorrecto.

La contaminacion también puede producirse en la manipulacién durante la cosecha y el

embalaje y en otros pasos de la cadena de distribucién y comercializacién (OMS, 2013).

1.3.6 Prevencion y control de ETA

El ambiente que rodea el alimento, desde su origen en la produccion primaria hasta que llega al

consumidor después de los diferentes procesos de transformacion, ejerce una influencia decisiva

para obtener un ambiente inocuo, libre de contaminantes que puedan dafar la salud. Por esta

razon se promueve la inocuidad de los alimentos mediante un enfoque integral que incluye todos

los eslabones de la cadena del producto: finca, planta de procesamiento, transporte,

almacenamiento, manipulacién domiciliaria y las practicas de coccién, incluidos los sucesos de

contaminacién cruzada.
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Los riesgos alimentarios y la pérdida de calidad pueden producirse en diversos puntos de la cadena
alimentaria, y es dificil y costoso comprobar su presencia.

Un planteamiento bien estructurado y preventivo que controle los procesos es el método mas
indicado para mejorar la inocuidad y calidad de los alimentos. Muchos, pero no todos, los posibles
riesgos alimentarios se pueden controlar a lo largo de la cadena alimentaria mediante la aplicacion
de practicas adecuadas, por ejemplo, buenas practicas agricolas (BPA), buenas practicas de

manufactura (BPM) y buenas practicas de higiene (BPH).

Un importante planteamiento preventivo que puede aplicarse en todas las fases de la produccién,
elaboracion y manipulacién de los productos alimenticios es el sistema HACCP. Los principios del
HACCP ofrecen una estructura sistematica para la identificacién y control de los riesgos transmitidos

por los alimentos (FAO, 2013).

Cada pais cuenta con organismos, o programas especificos para asegurar la inocuidad
alimentaria en todos los eslabones de la cadena alimentaria sin embargo todo estd en funcion
a la legislacion que adopta cada pais para el fomento de la calidad y seguridad alimentaria.

Sin embargo hay organismos que interceden por la seguridad alimentaria a nivel mundial tales

como:

e La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO).

e Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

e Codex Alimentarius: Esta Comisidn propone la implementacion del Sistema de Analisis de
Peligros y de Puntos Criticos de Control (HACCP) para garantizar la inocuidad de los

alimentos.

La FAO junto con la OMS crearon diferentes organizaciones para fomentar la inocuidad

alimentaria en el mundo.

e Organizacidén Internacional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA)
e Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
e Instituto Panamericano de Proteccién de Alimentos y Zoonosis (INPPAZ)

e Instituto Interamericano de Cooperacidn para la Agricultura (IICA)
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Otra de las alternativas para fomentar la inocuidad en frutos y hortalizas es la aplicacién de
recubrimientos antimicrobianos (antes de ser expuestos al consumidor, o bien antes de
exportarlos) que permiten, retardar o inhibir el crecimiento microbiano en la superficie del

producto.
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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

Los frutos y hortalizas son susceptibles de contaminacién a lo largo de toda la cadena de
suministro y la contaminacién se origina directa o indirectamente por tierra, agua, equipo y
materia fecal, ya sea pre o postcosecha.

Los factores que contribuyen a la contaminacidén son: malas practicas de manipulacién, procesos
inadecuados en los campos de cultivo; contaminacién cruzada por frutos podridos o dafiados;
practicas deficientes de higiene y mal manejo durante el empaque, almacenamiento y transporte.
La presencia de bacterias patégenas como Salmonella spp. en frutos como el aguacate se traduce
en un grave problema debido al rechazo dela materia prima por paises importadores de este
fruto, lo que dafia severamente la economia de los productores y del pais considerando que
México produjo 1,107 millones de toneladas tan solo en el 2013 ocupando el primer lugar en

la produccién de aguacate en el mundo (SAGARPA, 2014).

Los recientes brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos conducen a una busqueda de
formas innovadoras para inhibir el crecimiento microbiano en los alimentos, manteniendo la

calidad, frescura y seguridad del producto.

De ese modo, la finalidad del proyecto es establecer una opcidon para fomentar la inocuidad y
minimizar pérdidas por patégenos de aguacate Hass y de esa manera lograr la aceptacion por
parte del consumidor, mediante el desarrollo de recubrimientos antimicrobianos que permitan
el control de Salmonella spp., una bacteria altamente relacionada con casos de ETA en el

mundo.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar las caracteristicas antimicrobianas y fisicoquimicas de dos recubrimientos formulados con
pectina-cera de candelilla o alginato y un desinfectante natural, mediante pruebas microbioldgicas
(“in vitro” e “in vivo”), fisicoquimicas (propiedades barrera) y calorimétricas (DSC) para ser aplicados

sobre aguacate Hassy fomentar su inocuidad.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.-Establecer la fase estacionaria de Salmonella spp. mediante una curva de crecimiento para ser

utilizada en las pruebas de inhibicién de los recubrimientos “in vitro e in vivo”.

2.- Determinar la capacidad inhibitoria del antimicrobiano natural a base de acidos organicos,
por medio de pruebas “in vitro” para conocer su efectividad frente a Salmonella spp. en fase

estacionaria.

3.-Contrastar la capacidad bactericida con las caracteristicas fisicoquimicas (propiedades barrera)
y calorimétricas (DSC) de los recubrimientos antimicrobianos formulados con alginato o pectina
con cera de candelilla frente a Salmonella spp. empleando pruebas “in vitro” y fisicoquimicas

(DSCy angulo de contacto) para posteriormente ser aplicado al aguacate.

4.- Confirmar la capacidad inhibitoria de cada uno los recubrimientos antimicrobianos sobre su

capacidad de inhibicién de Salmonella spp. unavez aplicado en aguacate.
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CUADRD METODOLOGICO

Enla figura 12 se muestra la metodologia empleada a lo largo de la experimentacion.

Figural2. Cuadro metodoldgico
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CAPITULO Il: METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

2.1 Elaboracion de curva de crecimiento microbiano
2.1.1 Preparacion de suspensiones bacterianas

La cepa utilizada de Salmonella spp. fue proporcionada por el laboratorio de bacteriologia

de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM, México.

2.1.2 Estandarizacion del caldo de cultivo

Se estandarizd un cultivo de 24 horas a una concentraciéon de 103 UFC.

e Del cultivo de 24 horas se hicieron 6 diluciones y cada dilucién se sembré en una
caja Petri con agar Mac Conkey, cada caja se dividi6 en 4 cuadrantes y en cada
cuadrante se sembraron 20 uL de la muestra.

e las cajas sembradas se incubaron en una estufa bacteriolégica a 37 ° C por un lapso
de 24 horas

e Después del periodo de incubacion se realizdé el conteo microbiano con ayuda de un
cuenta colonias.

e los resultados se expresaron como Unidades Formadoras de Colonia por mililitro

(UFC/mL) (Iturriaga et al., 2012).

2.1.3 Determinacion de fase estacionaria de Salmonella spp.

Para determinar la fase estacionaria de la bacteria se elaboré una curva de crecimiento
bacteriano:

1.- Del cultivo de 24 h. estandarizado a una concentracion de 10® UFC/mL se inocularon 700
pL en 25 mL de BHIy se mantuvo a 37°C con agitacién (80 rpom) en Bafio Maria.

2.- Se tomaron muestras del cultivo bacteriano con los intervalos de tiempo establecidos
que se muestran en el cuadro 11 hasta completar 10 horas de incubacién. A cada una de las
muestras se le midid la absorbancia a 590 nm. Se expresaron resultados segun datos obtenidos

por la técnicas de conteo microbiolégico y por espectrofotometria.
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Cuadro 11. Tiempo definido para cada toma de muestra durante la realizacion de la curva de

crecimiento de Salmonella spp.

Nomenclatura Toma de
muestra (horas)

To 0

T1 2

T2 4

T3 6

T4 7

T5 8

T6 9

T7 10

T8 10.5

T9 11

T10 11.5

3.- De cada muestra tomada, se hicieron diluciones en solucion salina fisiolégica (SSF)y se
sembraron por el método de gota 20 plL por gota (4 en cada caja) en agar Mac Conkey.

4.- Posteriormente se incubaron las cajas a una temperatura de 37°C por 24 horas y se
realizd el conteo para la elaboracién de la curva.

5.- De cada muestra se tomaron 3 mL para realizar la lectura en el espectrofotometro y
registrar la absorbancia con el fin de correlacionar los resultados obtenidos por conteo
microbioldgico y por la medicion de la absorbancia (Cavalieri, 2005).

En la figura 13 se muestra el esquema para la elaboracion de la curva de crecimiento

estacionario por medio de diluciones.
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Figura 13. Esquema para la elaboracion de la curva de crecimiento microbiano

2.2. Prueba de inhibicion cualitativa “ in vitro” por el método de difusion en caja

Para determinar la capacidad inhibitoria del antimicrobiano se realizd la prueba de inhibicidn
“in vitro” por el método de difusidn, sugerido por Cavalieri (2005), con modificaciones.

1.- Se prepard y esterilizé agar biotriptasa

2.- Se tomaron 100 pL del cultivo de Salmonella spp. en fase de crecimiento estacionaria 102
UFC (determinada mediante la curva de crecimiento) y se sembrd por estria procurando llenar
por completo la superficie de la caja del cultivo en agar Biotriptasa.

3.-Se dejo secar por 1 h. la caja ya sembrada y se prepararon diluciones del antimicrobiano
a concentraciones de 400, 600, 800, 1000,2000, 3000, 4000, 5000, 6000, 7000 y 8000 ppm para
posteriormente colocar la muestra del antimicrobiano en la caja sembrada previamente con
Salmonella spp.

4.- Las cajas se dividieron en cuatro para poner cada gota de muestra de las diferentes

concentraciones del antimicrobiano (20 pL )en cada cuadrante como muestra en la figura 14:

20 uL de cultivo bacteriano
en fase estacionaria
Cuadrante

Figura 14. Esquema de siembra por el método de gota
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5.- El antimicrobiano actué en el sitio donde se colocd la muestra.
6.- Transcurridas 24 horas de incubacidén a 37° C se realizd la lectura observando si

existia inhibicién o no en el lugar donde se puso la muestra.

2.2.1 Prueba de inhibicion “in vitro” de crecimiento de Salmonella spp. con

diferentes concentraciones del antimicrobiano.

e Método de dilucion en tubo.

Se evalué el antimicrobiano como lo indica la norma NMX-bb-040-SCFI-1990 (modificando su

tiempo de exposicién con la bacteria a 30 min.).

Nota: El procedimiento para preparar los reactivos utilizados se incluyen en el anexo 2.

1.- Se prepararon soluciones del antimicrobiano a concentraciones de 200, 400, 600, 800 vy
1000 ppm.

2.- Se tomaron 4.5 mL de la solucién a cada concentracion del antimicrobiano y se vaciaron
en 15 tubos de vidrio con rosca.

2.- Se preparé la solucion neutralizante diluida (metodologia en el anexo 1) y se vaciaron 4.5
mL de la solucidon en 15 tubos con rosca y posteriormente se esterilizé a 121°C por 15 min.
3.- Del cultivo bacteriano previamente estandarizado en fase de crecimiento estacionario se
tomaron 500 pL y se adicionaron a los tubos con la solucidn del antimicrobiano (a cada
concentracidon propuesta) y se dejé actuar por un intervalo de 30 min.

4.- Transcurrido el tiempo de contacto se tomaron 500 pL de cada solucién antimicrobiana
con la bacteria inoculaday se vertieron en un tubo con 4.5 mL del neutralizante y se
realizaron 3 diluciones de cada muestra.

5.- Posteriormente se tomdé 1 mL de cada muestra y se sembré en profundidad en agar
cuenta estandar con neutralizante, se homogeneizé, se dejo solidificar y se incubdé a 37°C
por 24 h.

7.- Se llevo a cabo la lectura mediante turbidez (asociadas a crecimiento bacteriano) o claridad

(ausencia de bacterias) de las cajas previamente inoculadas.

En la figura 15 se muestra de forma esquematica la metodologia empleada para la prueba de

inhibicidn in vitro segln lo reportado en la norma NMX-bb-040-SCFI-1990 .
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4.5mL

Figura 15. Metodologia empleada para prueba de inhibicion “in vitro”
2.2.2 Confirmacion de la actividad bactericida/bacteriostatica del antimicrobiano

Se llevé a cabo mediante la inoculacion aséptica de las diluciones donde no se observd
crecimiento bacteriano en las cajas con agar cuenta estandar previamente inoculadas (Cano,

2013).

1.- De las diluciones donde no se percibié crecimiento microbiano se tomaron 500 pL y se
sembraron en tubos con 4.5 mL de BHI.

2.- Los tubos seincubaron por 8 dias a 37° C.

3.- La confirmacion del efecto bactericida o bacteriostdtico se observé por la presencia o
ausencia del microorganismo mediante turbidez del tubo de BHI.

4.- Para corroborar la ausencia del microorganismo a su vez se sembraron por el método de
gota en 4 cuadrantes 20 uL de la muestra en agar Mac Conkey y seincubaron las cajas por
24h a 37°C.

2.2.3 Toxicidad del neutralizante para la bacteria Salmonella spp.

Diversos inhibidores quimicos de antimicrobianos son todxicos por si mismos. Este factor se estimoé
mediante una comparacion entre dos poblaciones bacterianas, una expuesta al antimicrobiano y
otra respuesta al neutralizante (Marin et al., 2008).

1.- Se adicionaron 500 puL de la bacteria en fase estacionaria en 4.5 mL del antimicrobiano
diluido a la concentracion deseada en agua destilada, se dejé actuar por 30 min. y
posteriormente se sembré 1 mL de la solucién en agar cuenta estandar, se incubé a 37°C por

24-48 h.
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2.- Por otro lado se sembraron 500 uL del cultivo bacteriano en fase estacionaria en 4.5 mL
de neutralizante diluido, se mantuvo en contacto 30 min. seguidamente se tomd 1 mL de la
muestra y se sembrd en agar cuenta estandar sin neutralizante incubando a 37°C por 24-48
h.

3.- La toxicidad del neutralizante se confirmé mediante la ausencia del microorganismo.

Nota: En esta prueba se tomaron dos controles ( cuadro 12) uno positivo (presencia de Salmonella spp.)
y uno negativo (ausencia de salmonella spp.), para tener un patron de comparacion y conocer si el

neutralizante empleado es toxico para la bacteria.

Cuadro 12. Siembra de Salmonella spp. en agar cuenta estdndar para la prueba de toxicidad del

neutralizante.
Muestras Siembra
Control positivo Salmonella spp
Control negativo Desinfectante + Salmonella spp
Muestra de estudio Neutralizante + Salmonella spp

2.3 Desarrollo de recubrimientos y peliculas antimicrobianas

2.3.1 Elaboracion de bastidores

Se elaboraron bastidores de acrilico que permitieron la formacion de peliculas antimicrobianas
con un area de 50 cm con dimensiones de 10x5 cm como base se adaptd una placa de

acetato para facilitar el desprendimiento de las peliculas como muestra la figura 16:

Figura 16. Bastidor elaborado para el preformado de las peliculas antimicrobianas
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2.3.2 Elaboracion de recubrimientos antimicrobianos

Se realizaron distintas formulaciones para la elaboracién del recubrimiento antimicrobiano
utilizando diferentes polimeros que permitieran una buena fijacién al fruto con tres

formulaciones tentativas:
Cuadro 13. Formulacion 1 a base de alginato de sodio con antimicrobiano (8000, 9000, 10 000 ppm)

Componentes Cantidad
Alginato de sodio 2%
Glicerol 1.5%
Desinfectante natural (Bioxitral) = 8000,9000,10 000 ppm
Solucién de CaCl;, * 2%

(Vera, 2014).
*Bafio de CaCl, incorporado una vez recubierto el fruto con la solucién de alginato.

Cuadro 14. Formulacion 2 a base de pectinay cera de candelilla con antimicrobiano (7000, 8000, 9000

ppm)

Componentes Cantidad
Pectina 3%
Glicerol 1.5%
Antimicrobiano natural (Bioxitral) ~ 7000,8000,9000 ppm
Cera de candelilla 1.5%
Azucar 1%

(Maftoonazad & Ramaswamy, 2008)

Cuadro 15. Formulacion 3 a base de almiddn de maiz con antimicrobiano (7000 ppm)

Componentes Cantidad
Almidén de maiz 3%
Glicerol 1.25%
Antimicrobiano natural (Bioxitral ®) 7000 ppm

(Aguilar et. al, 2008)
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*Nota: Las concentraciones del antimicrobiano aplicadas a las formulaciones se eligieron en

base a pruebas microbioldgicas (“in vitro”) previas.

Se eligieron distintos polimeros para la elaboracién de los recubrimientos, cada formulacién

se realizd siguiendo un proceso de elaboracién diferente:
Elaboracion del recubrimiento 1 con alginato de sodio:

1.- Se prepararon soluciones del antimicrobiano a concentraciones de 8000, 9000 y 10 000

ppm.

2.- En la solucion del antimicrobiano se agregaron 2 g de alginato de sodio y homogeneizd

con ayuda de un agitador magnético.

3.- Se dispersé hasta que la disolucion se observd completamente homogénea sin ningun

solido suspendido, posteriormente se agregd el glicerol.

4.- Se dejé reposar la dispersién en un recipiente tapado por un periodo de 24 horas para

eliminar el aire incorporado en la operacién de agitacion y homogenizacion.

Nota: El bafio de CaCl, fue utilizado para el preformado de la pelicula sobre los bastidores

y fueincorporado una vez recubierto el fruto con la soluciéon de alginato.

Elaboracion de formulacion 2 a base de pectina:

1.-En 100 mL de agua destilada se prepard la soluciéon del antimicrobiano a concentraciones
de 7000, 8000 y 9000 ppm.

2.- En una parrilla con agitacion la solucién preparada del antimicrobiano se calenté a 60°C.
3.-Se agregd 1% de azucar y se disolvié con ayuda de un agitador magnético durante 15 min
manteniendo la solucién a 60 °C.

4.- Posteriormente se agregd el 3% de pectina ala solucidn y se dispersé hasta que la solucién
se observd completamente homogénea sin grumos.

5.- Posteriormente se agregd 1.5 % de gliceroly se homogenizé por completo.

6.- Finalmente se incorpord 1.5% de cera de candelilla previamente derretida a la solucién

de pectina.
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Elaboracion de formulacion 3 a base de almiddn:

1.- En 100 mL de agua destilada se prepararon soluciones con el antimicrobiano a

concentracién de 7000 ppm.

2.- En una parrilla con agitacién la solucién preparada del antimicrobiano se calenté a 90°C,

se agregd 3% de almidén de maiz y se agité por 30 min.

3.- Posteriormente se dejo enfriar la solucion a 60 °C y se agregd el 1% de grenetina a la

solucién y se agité durante 15 min.
4.- Posteriormente se agregd el glicerol y se agité por 5 min.

5.- La solucidn del recubrimiento se dejo reposar por 1 dia para eliminar el aire incorporado

en la operacidon de agitacién y homogeneizacion.

*Nota: Para asegurar que los recubrimientos presentaban una buena aplicacién al aguacate,
cada solucién de los recubrimientos elaborados se empleé para recubrir un aguacate (muestra)
antes de realizar las pruebas subsecuentes; se obtuvo que el recubrimiento elaborado a base
de almidén de maiz no presentaba buena aplicacién al frutoya que se escurria por completo
al momento de aplicarlo, por tal motivo este recubrimiento se descartéy sélo se evaluaron

los recubrimientos de pectina y alginato.

2.3.4 Pruebas de inhibicion “in vitro “de los recubrimientos

Con el fin de evaluar la efectividad antimicrobiana de los recubrimiento frente a Salmonella
spp. se efectuaron pruebas de inhibicion “in vitro” en caja y tubo siguiendo la norma NMX-

bb-040-SCFI-1990.

2.3.4.1 Pruebas de inhibicion “in vitro” en caja
Una vez formado el recubrimiento antimicrobiano se procedid a evaluar el efecto
antimicrobiano de cada uno de los recubrimientos elaborados.
1.- Se tomaron 100 pL del cultivo de Salmonella spp. en fase de crecimiento estacionaria y
se sembrd por estria masiva llenando por completo la superficie de la caja del cultivo en

agar Biotriptasa.
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2.- Se dejo secar por 1 h. la caja ya sembrada y se colocaron 20 uL de muestra de
recubrimiento con antimicrobiano a la concentracién deseada en cada cuadrante de la caja
sembrada con Salmonella spp.

3.- Se incubaron las cajas de forma invertida en una estufa bacteriolégica a 37°C por 24 h.
5.- Transcurridas 24 horas de incubacion se realizd la lectura, dando positivo si el lugar donde

se puso la muestra se observaba rodeado por una zona de inhibicion.

2.3.4.2 Pruebas de inhibicidon “in vitro” por el método de dilucién en tubo

1.- Se tomaron 4.5 mL de cada recubrimiento antimicrobiano (estéril) y se vaciaron en tubos
de vidrio con rosca.

2.- Se prepard la solucidon neutralizante diluida y se vaciaron 4.5 mL de la soluciéon en tubos
con rosca y posteriormente se esterilizé a 121°C por 15 min.

3.- Del cultivo bacteriano previamente estandarizado en fase de crecimiento estacionario se
tomaron 500 L y se adiciond en cada tubo con 4.5 mL del recubrimiento a cada concentracion
propuesta y se dejo actuar por un intervalo de 30 min.

4.- Transcurrido el tiempo de contacto se tomaron 500 plL del recubrimiento antimicrobiano
con la bacteria inoculaday se vertieron en un tubo con 4.5 mL del neutralizante, y se
realizaron 3 diluciones de cada muestra.

5.- Posteriormente se tomé 1 mL de cada muestra y se sembréd en profundidad en agar
cuenta estandar con neutralizante.

6.- Se incubd a 37°C por 24 h.

7.- Se observd la ausencia o presencia en las cajas sembradas
*Nota: El procedimiento para la preparacién de los reactivos se incluye en el anexo?2.
2.3.5 Caracterizacion fisicoquimica de los recubrimientos

Para las pruebas fisicoquimicas se prepararon las muestras de los recubrimientos como se
indicé anteriormente (apartado 2.3.2) y posteriormente se llevdé a cabo el preformado de las
peliculas.

e Preformado de la pelicula de alginato

Se esparcié homogéneamente 20 mL de la muestra en el bastidor previamente elaborado.
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Posteriormente se sumergid el bastidor con la muestra en un bafio de cloruro de calcio al
2% durante 5 minutos.
Se escurrié el bastidor y se dejé secar la muestra por un periodo de 2 dias a 25°Cen un

lugar libre de contaminacién y polvo.

e Preformado de la pelicula de Pectina
Se dejé enfriar la solucién y se esparcieron homogéneamente 20 mL de la muestra en un
bastidor previamente elaborado.
Se dejd secar la muestra por un periodo de 2 dias a temperatura ambiente en un lugar libre
de contaminacién y polvo.
*Nota: Para el secado de la muestra se eligid una superficie totalmente plana sin inclinacion
para evitar variaciones en el espesor de la pelicula.
Una vez que transcurrid el tiempo de secado de la pelicula se desmoldé con ayuda de unas
pinzas de punta y guantes de latex (para no alterar el resultado de pruebas posteriores).
Las peliculas se almacenaron el bolsas de plastico con cierre hermético para evitar variaciones
atribuidas con la humedad y temperatura del ambiente, se guardaron en un lugar fresco y

seco hasta su uso.

2.3.5.1 Propiedades de barrera
e Permeabilidad al agua

Una gota depositada sobre la superficie de un sélido, pone de manifiesto la humectabilidad de dicha
superficie. El andlisis de su forma permite determinar magnitudes como el angulo de contacto.

El angulo de contacto, esta definido como el dngulo que forman las interfaces sélido- liquido y
liguido-vapor que exhibiria el liquido al mojar un punto de la superficie en el punto cualquiera de
la linea de interseccién de las interfaces de un sistema sélido-liquido-vapor.

Con ello el angulo de contacto puede variar a lo largo de la linea de contacto, si la superficie presenta
heterogeneidades (Gea, 2006).

La permeabilidad al agua de la pelicula se midié por medio de un equipo (TANTEC, Contact
Angle Meter, figura 17) que mide el dngulo de contacto de una gota de agua en la superficie de

la pelicula.
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Figura 17. Equipo TANTEC, Contact Angle Meter.

e Preparacion de la muestra:
La pelicula formada se dividio en tres partes y se tomaron muestras de aproximadamente

3X3 cm de los dos extremosy del centro de la pelicula como muestra la figura 18.

a) b)
Figura 18. Preparacion de la muestra para la prueba de dngulo de contacto: a) division de la pelicula

en segmentos para la toma de muestra; b)cuadros de 3x3 cm.

1.- Se colocd la muestra en el centro de lacharola del equipo y se fijé con las pinzas que se
encuentran en la parte de los extremos cuidando de que la superficie de la pelicula se

encuentre totalmente plana para evitar alteraciones en la medicidn (figura 19).
2.-Severtid 1 mL de agua destilada en la jeringa del equipo previamente desmontada.
3.-Se conectd y prendié el equipo.

4.- Se verificd que la superficie de la muestra se encontrara totalmente paralela ala escala de

medicion que indica ausencia de angulo (0°).
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5.- Se giré el perno del depdsito donde se encontraba la jeringa para dejar caer la gota de

agua a la muestra.

6.- Se reportaron los resultados obtenidos mediante la medicion del angulo que formaba

cada gota (figura 20).

Figura 19. Evaluacion de la pelicula

Figura 20. Medidor del dngulo de contacto que se formaen la pelicula

2.3.5.2 Propiedades térmicas

e Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Esta técnica mide las variaciones energéticas asociadas a los cambios quimicos, proporcionando
flujo de calor aportado a una muestra y una sustancia de referencia en funcién de la temperatura
de la muestra estando las dos sometidas a un programa de temperatura controlado (Jaramillo, 2014;
Crescencio, 2015).

Se utilizé un Calorimetro TA-INSTRUMENTS (Figura 21).
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Figura 21. Calorimetro TA-INSTRUMENTS

1.- Se conectd y prendié el equipo

2.- Se programé en el equipo el intervalo de temperatura al que se efectudé la prueba, las muestras
se calentaron de 30°Ca 150°C, con excepcion del alginato y la pectina los cuales se programaron
a un intervalo mayor (30 a 200°C); el calentamiento se efectlo a una velocidad de calentamiento
de 10°C/min.

3.- Se dispuso de dos capsulas, en una de ellas se adicionaron 3-5 mg de muestra, la otra capsula

que fue la de referencia permanecid vacia como indica la figura 22.

——» Capsula de referencia

Capsula conla muestra

Figura 22. Representacion de la ubicacion de las cdpsulas en la seccidn interna.

4.- Inicialmente la celda de referencia y la muestra se encontraban equilibradas a la temperatura
inicial (30°C) después se sometieron a calentamiento hasta llegar a la temperatura maxima
programada (150-200°C).

5.-Una vez que el equipo calienta la muestra a la temperatura maxima la temperatura

desciende hasta la temperatura inicial.
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6.- Asi, los datos se obtienen en forma de diferenciales de calor en funcién de la temperatura

(dH/dt), del ensayo se obtiene un termograma resultante (Figura 23).

Figura 23. Representacion grdfica de un andlisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

2.4 Recubrimientos aplicados a aguacate Hass.

2.4.1 Seleccion de la materia prima
Los aguacates variedad Hass fueron adquiridos en el mercado municipal de Cuautitlan
Estado de México, dichos frutos provenian del estado de Michoacan.
Fueron seleccionados de acuerdo a su estado de madurez de consumo (figura 24, muy
firme al tacto, “no maduro”), considerando para su eleccion las siguientes caracteristicas

segln la norma NMX-FF-016-SCFI-2006:

Deben estar limpios; practicamente exentos de cualquier material extrano
visible.

e Estar practicamente exentos de cualquier olor y/o sabor extrafio.

e Uniformidad en Color, tamafio y forma.

e Estar sanos; exentos de podredumbre o deterioro, que les permita ser aptos

para el consumo.
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Fruticultivo, 2014

Figura 24. Etapas de maduracion de aguacate

Una vez seleccionados los aguacates se llevd a cabo el lavado, desinfeccion e
inactivaciéon de cloro de la siguiente manera (figura 25):

Se lavaron los aguacates con jabon liquido y con una fibra lava trastes por
tres ocasiones.

Se enjuagd con agua de grifo.

Se cepillaron exhaustivamente con jabdén todos los frutos con el finde eliminar
todo rastro de suciedad.

Se enjuagd nuevamente

Se escurrieron los aguacates limpios.

Se prepard una solucion de cloro al 3% (Estrella, 2012).

Se sumergieron los aguacates previamente lavados y escurridos en la solucion
de cloro por 15 minutos.

Una vez desinfectados los aguacates se escurrieron en una tina de plastico.
Cada aguacate fue enjuagado en varias ocasiones con agua destilada estéril
para eliminar los residuos de cloro utilizando guantes para evitar
contaminacion.

Se prepard una solucidon de Tiosulfato de sodio al 0.1% para inactivar el cloro
gue pudiera quedar presente en los frutos.

Se enjuagaron nuevamente los frutos con agua destilada estéril.
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e Se dejaron secar los aguacates para ser recubiertos posteriormente.

= = = =

Figura 25. Desinfeccion de frutos.

2.4.4 Recubrimiento de aguacates por inmersion

e Prueba para descartar la migracion del recubrimiento al interior del fruto.

Con el fin de asegurar que el recubrimiento no migrara al interior del aguacate se realizod
una prueba previa que consisti6 en cortar un segmento (10X 10 cm.) de la cascara de
aguacate, se limpid la cdscara a modo de que no quedaran residuos de pulpa de aguacate,
posteriormente se adicionaron 200 pL de colorante azul de bromotimol en la superficie de la
cascara, se colocé un segmento de papel filtro blanco en el lado opuesto de la cascara al
cual se coloco el colorante, se dejé reposar 30 min. y se observd la presencia o ausencia de
colorante en el papel filtro blanco.

Posteriormente se lavaron y desinfectaron 49 aguacates, se dividieron en 7 lotes de 6
aguacates, los cuales fueron recubiertos de la siguiente manera: 3 aguacates de cada lote con
recubrimiento de pectinay tres aguacates de cada lote con recubrimiento de alginato, los 7
aguacates restantes se tomaron como control (sin recubrimiento) para observar los cambios
fisicos en el aguacate durante los dias de muestreo.

Cabe mencionar que con el fin de descartar que existiera inhibicion de la bacteria en estudio

sobre la superficie de los aguacates después de la desinfeccion (en el caso de existir residuos
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de cloro), se sembraron 500 uL de Salmonella spp. en un aguacate y posteriormente se realizd
un lavado con soluciéon salina fisioldgica dentro de una bolsa zip lock ®, setomdé 1 mL de la
solucién de lavado con la bacteria y se sembré en 4.5 mL de BHI, se incubéa 37°C por 24 h.
Con el fin de corroborar que no estaba presente la bacteria de estudio ( Salmonella spp.) en
los aguacates desinfectados (si es que habia bacterias aun después de la desinfeccién)
utilizados para la experimentacidén, se realizd un muestreo de cada aguacate de la siguiente
manera (figura 26):

Cada aguacate se froté vigorosamente durante 3 min. en una bolsa con cierre hermético
(estéril) con 30 mL de SSF al 0.85% posteriormente se sembré 1 mL de cada muestra ( SSF
utilizada para el lavado) en tubos con 4.5 mL de BHI, los tubos con la muestra se incubaron

a 37°C por 24h, se dio lectura reportando la ausencia o presencia de Salmonella spp.

Figura 26. Prueba para descartar presencia de Salmonella spp. en aguacates desinfectados

Se tomd cada aguacate (previamente desinfectado) con unos guantes de latex para evitar

contaminacion, se recubrieron los frutos como se explica en el siguiente apartado.

e Recubrimiento de alginato de sodio

21 aguacates se sumergieron en la solucién de alginato de sodio (preparado de acuerdo alo
descrito en el apartado 2.3.2), se escurri6 el exceso de solucién y posteriormente se
sumergieron los aguacates en una solucion de CaCl, por 5 minutos y finalmente se dejaron

escurrir para posteriormente almacenarlos a 17°C (figura 27 y 28).
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a)

Figura 27. a) Recubrimiento de alginato de sodio; b) bafio de CaCl: al 2%

Figura 28. Aguacate recubierto con solucion de alginato de sodio

e Recubrimiento de Pectina.

Los aguacates se sumergieron en la solucidn del recubrimiento de pectina durante 5 minutos,
posteriormente se escurrieron los aguacates y se dejaron secar por 1 hora a temperatura

ambiente.

Figura 29. Aguacate recubierto con solucion de pectina
e Almacenamiento de los frutos recubiertos

Todas las muestras fueron almacenadas durante 14 dias a una temperatura de 17 °C, en el

laboratorio de Bacteriologia, en FES Cuautitlan (figura30).
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Figura 30. Almacenamiento de frutos recubiertos

Posteriormente se realizaron pruebas de inhibicién “in vivo” de los aguacates recubiertos con
alginato y pectina, en los dias 0,3,5,7,9,12 y 14.

2.4.5 Pruebas de inhibiciéon “in vivo” en el aguacate

Para las pruebas de inhibicion “in vivo” en el aguacate se utilizd6 un cultivo bacteriano en
fase estacionaria a una concentracién de 10° UFC.

1.- En cada aguacate se hizo un corte de 5X5 (figura 31) para desprender la cascara del
aguacate recubierto, se tomaron 3 aguacates por cada dia de muestreo; el muestreo se
realizd en diferentes dias de almacenamiento: 0, 3,5,7,9,12 y 14.

Figura 31. Corte representativo para la evaluacion del recubrimiento

Como control se utilizaron 7 aguacates sin recubrir, uno para cada dia de muestreo, esto
con el fin de comparar los cambios fisicos del fruto sin recubrir y recubierto a lo largo de
la experimentacion.
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2.- Después de realizar el corte en la cascara de aguacate, se inoculé el fragmento de cascara
con 500 yL de cultivo bacteriano en fase estacionaria, el efecto del recubrimiento se evalué
1 hora después de la inoculacién de la bacteria.

Figura 32. Cdscara de aguacate inoculada con Salmonella spp.

3.- Cada muestra fue colocada en bolsas con cierre hermético con 20 mL de SSF al 0.85%,
la bolsa fue sellada y frotada vigorosamente durante 2 minutos.

Figura 33. Frotacion de la muestra inoculada

4.- Se tomd una alicuota de la solucion anterior y se sembré 1 mL en 4.5 mL de BHI

Figura 34. Toma de muestra para evaluacion del recubrimiento
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5.- Los tubos se incubaron a 37 °C durante 8 dias para evaluar la capacidad bactericida del
recubrimiento sobre el aguacate

Figura 35. Tubos sembrados con la muestra del recubrimiento y Salmonella spp.

6.- Transcurridos los 8 dias de la incubacidon se sembré por el método de gota 20 uL en
agar Mac Conkey para corroborar la ausencia de Salmonella spp. en la muestra.

Nota: Con el fin de asegurar que los compuestos presentes en la pulpa del aguacate no
alteraran o interfirieran en la evaluacidon de los recubrimientos antimicrobianos (en el caso
de que pudiera estar presente sustancia antimicrobiana en la pulpa de aguacate) se
realizd el procedimiento anterior solo que enel segmento de la cdscara nose empled ningun

recubrimiento.
2.4.6 Andlisis estadistico

Los experimentos se hicieron por triplicado para obtener un analisis estadistico confiable y
representativo; para conocer si habia diferencia significativa entre tratamientos se aplicé un ANOVA
con un nivel de significancia de 0.05. Se realizd este andlisis por medio del programa estadistico

Minitab® 17.
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CAPITULOIII: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion de fase estacionaria de Salmonella spp.

3.1.1 Curva de crecimiento microbiano

La curva de crecimiento microbiano se determind mediante conteo microbiano (método
directo) y por turbidimetria (método indirecto) con un espectrofotometro, reportando la

absorbancia medida de cada muestra a 590 nm de longitud de onda.

Los resultados obtenidos se reportan en el cuadro 16:

Cuadro 16. Resultados obtenidos por conteo microbiano y por espectrofotometria

Conteo microbiano Espectrofotometro
Tiempo No. Bacterias Absorbancia
(h) (log)

0 1.17 0.048
2 4.8 0.057
4 5.6 0.059
6 6.22 0.083
7 7.6 0.23

8 8.3 1.001
9 8.55 1.129
9.5 8.56 1.151
10 8.53 1.174

Se realizd un andlisis de varianza ANOVA con nivel de significancia de 0.05lo cual indica que
existe diferencia significativa (P<0.05) en los valores reportados de crecimiento microbiano.
En la tabla 16 se observa que las bacterias presentes en el cultivo aumenta significativamente
del tiempo 0 al 7, a partir del tiempo 8 se observa un crecimiento desacelerado de las células
bacterianas, posiblemente en ese periodo las bacterias entran en fase estacionaria, lo que

significa que la acumulacion de los productos de desecho generado por las bacterias
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presentaron cambios en el pH del medio lo que induce a la muerte celular de algunas
bacterias, otrarazén que podria perjudicar la reproduccidén bacteriana es que el crecimiento
de las poblaciones estd limitado por el agotamiento de algunos nutrimentos importantes
presentes en el medio de cultivo o por la acumulacion de compuestos téxicos del metabolismo
y como consecuencia la velocidad de crecimiento disminuye, el nUmero de bacterias viables y
el nimero de bacterias inactivadas se equilibra (Stanier et al., 2005; Romero, 2007).

A partir del tiempo 10 la cantidad de células viables reportadas en el conteo microbioldgico
fue disminuyendo, lo cual podria significar que las células restantes se situaban en la fase de
declinaciéon o muerte.

En cuanto a los datos reportados de absorbancia (cuadro 16 ) se observa una tendencia
diferente en comparacién con el conteo microbiano, ya que el aumento en la absorbancia no
se mostrd acelerado si no que la densidad o&ptica de las muestras fue aumentando
paulatinamente.

Por otro lado en la figura 36 se observa que en el punto que corresponde al tiempo 0 existe
crecimiento microbiano debido a la concentracidn inicial bacteriana empleada para estandarizar
esta parte de la experimentacidén, ademas se observa aprecia que la fase de crecimiento
exponencial termina alas 8 horas de incubacidon e inmediatamente las bacterias entran a
fase de crecimiento estacionario en la cual la tasa de crecimiento disminuye y el nimero de
muertes microbianas compensa el de células nuevas y la poblacién se estabiliza (segmento
de curva constante con respecto alaumento de poblacidon bacteriana), la actividad metabdlica
de las bacterias que sobreviven también se torna mas lenta en fase estacionaria. La fase de
muerte se inicia a las 10 horas de incubacién esta parte no se pudo visualizar de una mejor

manera por falta de datos experimentales.

9 -
8 .| .
7 4
6 4
o 5 -
o
- 4
3 A Fase de crecimiento logaritmica o exponencial
2 Fase de crecimiento estacionario
1 Fase de declive o muerte
0 J
0 2 4 6 7 8 9 9.5 10
Tiempo (h)

Figura 36. Curva de crecimiento bacteriano en funcién del tiempo.
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En la figura 37 se visualiza claramente que la etapa lag segun los datos obtenidos de
absorbancia, dura 4 horas, lo cual es demasiado el tiempo en comparacién con los datos
obtenidos por conteo microbiano, esto posiblemente se debe a que en la técnica empleada
mide la densidad éptica de las muestras. Para que puedan visualizarse las primeras trazas de
turbidez debe haber mads de un millén de células por mililitro y se precisan de 10 a 100
millones por mililitro para que la suspensidon se vuelva lo bastante turbia como para ser

detectada en un espectrofotémetro (Tortora et al., 2007).

1.4
1.2
@
1
0
(8]
€08
= @ Fase lag
206
ff: Fase de crecimiento logaritmica
0.4
. Fase de crecimiento estacionario
0.2
Fase de declive o muerte
0o . @
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tiempo (h)

Figura 37. Curva de crecimiento bacteriano con respecto a la medicion de la absorbancia.

Con los datos obtenidos se establecidé que la fase de crecimiento estacionario se alcanzd a
las 8 horas de incubacién en medio de cultivo BHI, manteniéndolo en bafio maria a 37°C
con agitaciéon (80 rpm), con los datos obtenidos en esta prueba, se estandarizé este método
para ser empleado a lo largo de la experimentacién en la preparacién de las cepas bacterianas

para las pruebas subsecuentes.

3.2 Pruebas de inhibicion “in vitro”.

3.2.1 Prueba de inhibicién cualitativa “in vitro” por el método de difusion en caja

El bioxitral liquido (antimicrobiano empleado en este proyecto) es un producto natural
complejo compuesto de derivados de citricos utilizado como efectivo agente antimicrobiano

(bacteriostatico y bactericida) y antioxidante.
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La accidon antimicrobiana y antioxidante del producto resulta del efecto sinergistico de los
bioflavonoides y acidos orgdnicos presentes en el producto. Los resultados de su efectividad
como agente bacteriostatico y bactericida representan gran utilidad en una amplia gama de

usos en donde se requiere un efectivo control de crecimiento microbiano (Mani et al., 2012).

Los resultados de la inhibicion de diferentes concentraciones del antimicrobiano (Bioxitral®)
sobre Salmonella spp. después de 24 horas de incubacién a 37°C se muestran en las

siguientes imagenes:

4000 ppm

6000 ppm

(a) (b) (c)

Figura 38. Prueba de inhibicion en caja a diferentes concentraciones de antimicrobiano: a) 600, 800

ppm, b) 1000, 2000 ppm, c) 2000,4000, 6000 ppm.

La concentracion de 2000 ppm fue la concentracion minima inhibitoria reportada por este
método, sin embargo las imagenes muestran una clara inhibicién de la bacteria en el sitio
de contacto del antimicrobiano a concentraciones de 2000, 4000 y 6000 ppm, por otro lado

a concentraciones de 600, 800 y 1000 ppm no se presentd inhibicién alguna.

3.2.2 Prueba de inhibicion por el método de dilucion en tubo

Debido a que los resultados obtenidos en la prueba de inhibicion en caja fueron muy
diferentes comparados con los reportados bibliograficamente por EImi, 2014 quien evalud el
mismo antimicrobiano, se realizaron pruebas de inhibicion por el método de tubo siguiendo

lanorma NMX-bb-040-SCFI-1990 concentraciones de 200, 400, 600, 800, 2000.

Los resultados de la prueba efectuada al antimicrobiano por el método de dilucidon en tubo

a diferentes concentraciones se muestran en el cuadro 17:
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Cuadro 17. Efecto inhibitorio del desinfectante frente a Salmonella spp.

Imagen

Concentracion del Efecto inhibitorio

antimicrobiano(ppm)

200 No se presenta
inhibicion

400 Inhibicion

600 Inhibicidn

800 Inhibicidon

1000 Inhibicidon

2000 Inhibicion

pH de la

solucién

5.03

4.39

4.27

4.12

4.04
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En las imagenes se observa que a una concentraciéon de 200 ppm del antimicrobiano diluido
en agua destilada no presenta inhibicién de la cepa Salmonella spp esto posiblemente se
debe a que la concentracidon del antimicrobiano es muy baja y las moléculas de los acidos
organicos presentes en el antimicrobiano se encuentran disociadas en el medio extracelular
(agua), lo cual quiere decir que no hay suficientes moléculas disponibles del antimicrobiano
para causar dafio a la célula bacteriana (Tortora, 2007; Shiva, 2007).

Los acidos débiles como los acidos orgdnicos pueden estar no disociados y por lo tanto es
posible que no contribuyan directamente a la disminucién del pH del medio, excepto en
soluciones en los cuales el valor dela constante de disociacion (pKa) de los acidos organicos
definida como el valor de pH en el que la concentracidon del acido (no disociado) es igual a
la concentracidon del anién (A-) del acido disociado, este hecho repercute directamente en la
eficiencia del antimicrobiano, ya que a valores de pH superiores al valor de pKa de los
acidos cualquier accién microbiana es débil debido a la disociacidn de los acidos en la solucién
extracelular.

La forma no ionizada (protonada) de un acido débil es mas permeable a la membrana celular
que a la forma ionizada, de este modo cuando el medio contiene 4acidos organicos no
disociados el efecto antimicrobiano se incrementard permitiendo que mds dacidos organicos
entren a la célula bacteriana (Lianou and Koutsoumanis, 2012).

Por otro lado a concentraciones de 400 a 2000 ppm se muestra una clara inhibicién de la
bacteria atribuible a la ausencia de turbidez en los tubos de BHI después de 24 h de
incubacién lo que indica que no hubo crecimiento de la bacteria después de ser expuesta al
antimicrobiano.

Una vez estando en contacto la bacteria con la solucién antimicrobiana las moléculas del
antimicrobiano no disociadas en solucién acuosa penetran la membrana citoplasmatica
bacterianay se disocian en la porcién acuosa del citoplasma (alrededor del 78%) lo cual causa
la liberacién y acumulacion de iones cargados (es decir, los protones y los aniones) dentro de
la célula afectando directamente al pH intracelular de la bacteria, lo cual altera el metabolismo
bacteriano por lo que la bacteria aumenta sus niveles de Na+, K+ y/o glutamato para compensar el
aumento de aniones de los acidos, esto conlleva a un aumento de la fuerza idnica intracelular. Este
mecanismo ejerce una presién mecdnica sobre la pared del microorganismo que determina
eventualmente que pueda estallar conllevando a la muerte celular (Skrivanovd et al., 2011;

Shiva, 2007).
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El 4cido citrico ademas de actuar como un potenciador del efecto de otros agentes
antibacterianos y fungir como agente permeabilizante de la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas, tiene la capacidad de secuestrar iones metalicos (Ca2 +, Mg2 +, Fe3 +) del
medio externo requerido para la homeostasis bacteriana lo cual da como resultado la
inactivacidn bacteriana (Lianou y Koutsoumanis, 2012).

La quelacion de metales por accidon del acido citrico en algunos casos mejora la inhibicidn de
patdgenos en comparacion con acidos monocarboxilicos como el acido lactico ( Mani, et al.,

2012).

Cabe mencionar que la razéon por la cual se empled menor concentracion del antimicrobiano
en la prueba de inhibicién in vitro por el método de tubo que por el método de difusion en
caja fue porque la superficie de contacto en el medio liquido (en la técnica de tubo)es mayor
en comparacidon con la técnica de difusion en caja, ademas puede haber variaciones en la
cantidad de inéculo sembrado en algunos segmentos en la caja de agar debido a una mala

técnica de siembra.

Stella y Marin (2009) reportan que la ventaja de la técnica de dilucién en tubo sobre los
métodos de difusidon en caja radica en un aumento de la sensibilidad microbiana para cantidades
pequefias del antimicrobiano de prueba, debido a mayor superficie de contacto, ademas la

técnica de dilucidon en tubo permite diferenciar entre un efecto bactericida o bacteriostatico.
3.2.3 Confirmacién de la actividad bactericida/bacteriostatica del antimicrobiano

Los resultados obtenidos en esta prueba indican que las concentraciones del antimicrobiano
de 400 a 2000 ppm son suficientes como para causar dafo irreversible a la célula bacteriana
lo cual se explica de la siguiente manera:

El antimicrobiano entra en contacto con la superficie de la membrana celular del microorganismo
lo que causa laruptura de la pared celular, seguido de la penetraciéon de la parte no disociada
del antimicrobiano a través de la membrana citoplasmatica alterando las funciones normales del
microorganismo, asi como en la perturbacién metabdlica resultante de su interferencia con las
funciones especificas de la célula bacteriana (por ejemplo, la replicacidn, sintesis de proteinas),
acidificacion intracelular, dafio de la membrana celular; lo que lleva ala muerte celular (Lianou
& Koutsoumanis, 2012).

Los resultados obtenidos se reportan en el cuadro 18:

84



CAPITULD Il | RESULTAPOS Y DISCUSION

Cuadro 18. Efecto bactericida del antimicrobiano

Concentracion Efecto inhibitorio Imagen
De antimicrobiano después de 8 dias
(ppm) de incubacién a
37°C
400 Bactericida
600 Bactericida
800 Bactericida
1000 Bactericida
2000 Bactericida

3.2.4 Toxicidad del neutralizante para la bacteria Salmonella spp.

En la figura 39 a existié crecimiento bacteriano observandose turbidez en el medio (agar
cuenta estandar) ya que la Salmonella solo estuvo en contacto con los nutrimentos presentes
en el medio de cultivo.

En la figura 39 b también se observa crecimiento bacteriano en presencia del neutralizante
lo cual significa que el neutralizante no es téxico por si mismo para la bacteria en estudio,
debido a que las sustancias que componen el neutralizante no inhibieron el crecimiento ni la
reproduccion del microorganismo.

La figura 39 c indica la ausencia de Salmonella spp. porque previamente la bacteria se puso
en contacto con el antimicrobiano lo cual inhibié el desarrollo bacteriano.

Con lo anterior se deduce que el neutralizante utilizado para la prueba de inhibicién in
“vitro” resultd no ser téxico para la bacteria ya que permitiéd ejercer la funcién principal del
neutralizante que es inhibir el efecto antimicrobiano del desinfectante y no al microorganismo

(Marin et al., 2008).
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(a) (b) (c)
Figura 39. Prueba de toxicidad del neutralizante: (a) Salmonella spp., (b) Nneutralizante con Salmonella

spp., (c) Antimicrobiano con Salmonella spp.

3.3 Desarrollo de recubrimientos y peliculas antimicrobianas

Las soluciones de los recubrimientos, asi como las caracteristicas que presentaron al ser

aplicados al fruto se muestran a en la figura 40:

(a) (b) (c)

Figura 40. Recubrimientos elaborados a partir de polimeros naturales: (a) recubrimiento de alginato,

(b) recubrimiento de pectina, (c) recubrimiento de almidadn.

Los recubrimientos de alginato y pectina aportaron caracteristicas deseables como brilloy
buena adherencia al fruto (cuadro 19), mientras que el recubrimiento de almidén de maiz se

escurria y nose fijaba al fruto por esa razén se descartd para las pruebas posteriores.
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Cuadro 19. Caracteristicas de los recubrimiento probados

Recubrimiento Caracteristicas Imagenes

Almidon Soluciéon muy fluida
No se adhirio al fruto

Solucién opaca

Alginato Solucién viscosa
Buena adherencia al fruto
Solucion cristalina

Confiere brillo al fruto

Pectina Solucidn viscosa
Buena adherencia al fruto
Solucién color beige

Confiere brillo al fruto

El recubrimiento de almidén no se adhirié al fruto debido a que no hubo gelificaciéon del

polimero por diversos factores tales como:

v" La composicion del almidén de maiz: el almidén de maiz empleado contiene alrededor
del 25 % de amilosa, (parte del almidén implicada en la gelificacidn) la cual forma una
red tridimensional cuando se asocian las moléculas del polimeroy el agua, solo la

amilosa forma un gel, por otro lado con un porcentaje alto de amilopectina espesara
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la solucién pero no formardn un gel, porque a diferencia de la amilosa las moléculas
de amilopectina no se asocian niforman enlaces quimicos propios de la gelificacion
(Aguilar et al., 2008).

v" Solucién con bajo contenido de almidén: En el estudio realizado por Pagella et al.
(2005) diferentes tipos de almidén (entre ellos almidon de maiz estandar) fueron
evaluados, utilizaron concentraciones del 2 al 8 % de almidon de maiz obteniendo que
la concentracion mas baja 2% no permitid la formacién del recubrimiento ya que en
soluciones muy diluidas las moléculas del polimero no estan lo suficientemente
entremezcladas para formar un gel lo cual hace que las particulas de almidodn
produzcan precipitacién. La concentracion optima de la solucién de almiddn para la
formacién del recubrimiento fue de 5% al presentarse buenas caracteristicas de
viscosidad, transparencia y homogeneidad; cabe mencionar que en este proyecto se
utilizé el 3% de almidén de maiz.

v/ Condiciones de proceso de elaboracién del recubrimiento: La temperatura de
gelificacién del almidén van de un rango de 60 a 95 °Cdependiendo eltipo de almiddn,
sin embargo Pagella (2005) sugiere que para que se lleve a cabo la gelificacion del
almidéon de maiz se requiere una temperatura de 90 °C con un tiempo de agitaciéon

de 2 a 3 horas (Chiumarelli & Hubinger, 2012).

Por otro lado se observa que dentro de las operaciones realizadas para la elaboracién de la
pelicula, el preformado es una de las etapas importantes, dependiendo de las condiciones en las
gue se efectle este proceso, se vera reflejado en las caracteristicas finales de la pelicula (Jaramillo,
2014).

El espesor fue controlado vertiendo la misma cantidad de muestra en el molde (20 mL) cubriendo
en su totalidad la superficie del bastidor, asegurando de esta manera que el espesor de la pelicula
fuera uniforme en toda el 4rea superficial. Controlando el tiempo de secado (24 h) se consiguid
obtener una pelicula con buena apariencia fisica frente a caracteristicas deseables como libre
de poros, rugosidad superficial o grietas, color uniforme.

En la figura 41, se muestra la apariencia fisica de la peliculas de alginato y pectina sin

antimicrobianoy con antimicrobiano.
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(a) (b) (c) (d)
Figura 41. Peliculas preformadas a partir de los recubrimientos elaborados: (a) Pelicula de pectina con
desinfectante, (b) pelicula de pectina sin desinfectante, (c) pelicula de alginato con desinfectante, pelicula

de alginato sin desinfectante.

En elcuadro 20 se reportan las caracteristicas fisicas observadas en las peliculas elaboradas

durante la experimentacion.

Cuadro 20. Caracteristicas de peliculas preformadas de pectina y alginato

Muestra Caracteristicas
Pelicula de pectina sin antimicrobiano Se muestra opaca
Manejable
Pelicula de pectina con antimicrobiano Se observa opaca y color ligeramente rosado

El color es uniforme

Manejable

Pelicula de alginato sin antimicrobiano Es transparente

Muy manejable

Pelicula de alginato con antimicrobiano Presenta un color amarillento
El color es homogéneo

Manejable

El antimicrobiano Bioxitral ® confiere un cambio de coloracién en las peliculas de alginato y
pectina, esto debido a que la sustancia antimicrobiana originalmente presenta color ambar.
Las peliculas presentan un color homogéneo debido a una buena incorporacién de los

ingredientes que forman la pelicula antimicrobiana.
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Las peliculas no presentan poros, ni burbujas de aire, presentan una superficie lisa, lo cual
es el resultado de eliminacién de aire y una buena homogeneizacion en el proceso de

formado.

3.3.1 Pruebas de inhibicion “in vitro “de los recubrimientos
Para evaluar la efectividad de los recubrimientos frente a Salmonella spp. se realizaron

pruebas de inhibicidn “in vitro” en caja y en tubo.

3.3.1.2 Pruebas de inhibicion “in vitro” en caja

Figura 42. Evaluacion antimicrobiana de los recubrimientos de alginato en caja.

Como se observa en las imdagenes el recubrimiento de alginato con una concentracién del
antimicrobiano de 7000 ppm no presenté inhibicion alguna, mientras que la concentracidn de

8000 y 9000 ppm si presenta inhibicién sobre Salmonella spp.

Figura 43. Evaluacion antimicrobiana de los recubrimientos de pectina en caja.
Por otro lado, todos los recubrimientos de pectina presentaron inhibicion sobre la bacteria,
sin embargo por este método no se puede saber silos recubrimientos presentan efecto

bacteriostatico o bactericida, por esa razén se realizd la prueba de inhibiciéon en tubo utilizando
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neutralizante para inhibir la accion del antimicrobiano y de ese modo corroborar el efecto

bacteriostatico o bactericida de los recubrimientos.

3.3.1.3 Pruebas de “in vitro” por el método de dilucién en tubo

Al evaluar los recubrimientos a las concentraciones planteadas por el método de tubo se
obtuvo que tanto los recubrimientos de alginato como los de pectina presentaron un efecto
bactericida sobre Salmonella spp. ya que hubo ausencia de crecimiento en los tubos de BHI

evaluados durante 8 dias de incubacion.

Figura 44. Efecto bactericida de los recubrimientos evaluados

Debido a que se debe asegurar la ausencia de Salmonella spp. en el fruto se decidié elegir
la concentracién mayor del antimicrobiano con efecto bactericida para adicionarloen la
formulacion del recubrimiento; en el recubrimiento de alginato se incluyd la concentracion

de 10,000 ppm y para el caso de la pectina fue de 9,000 ppm.

El grado de disociacion del antimicrobiano esta en funciéon del pH y la composicién del
recubrimiento, se ha observado que la mayoria de antimicrobianos naturales usados en la
industria alimentaria al ser incorporados a la matriz polimérica disminuyen su efecto
antimicrobiano. En el caso del recubrimiento antimicrobiano de alginato su efecto se ve
reducido debido a que al disolver el antimicrobiano (compuesto por acidos débiles) en agua,
este se disocia debido al pH neutro del agua, es decir al interaccionar con el agua dona
protones que se encuentran en la solucién y la porcidn de los acidos que no se encuentran
disociados favorecen la interaccidon antimicrobiano-bacteria, sin embargo cuando se agrega
alginato de sodio (carga negativa) a la solucidon (carga positiva) este neutraliza el medio,

viéndose reflejado en la disminucion de la efectividad del antimicrobiano. Por otro lado en
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el preformado de la pelicula cuando la solucién gelifica en presencia de cloruro de calcio los
iones de Na*del alginato de sodio se intercambian con iones divalentes de calcio lo cual una
vez mas hace que el medio se alcalinice, es por esarazén que las peliculas ejercen menor

efecto antibacteriano que el recubrimiento (Avila y Ldpez, 2008).

Por otra parte en los recubrimientos de pectina ocurre lo siguiente :

Cuando la pectina entra en solucidn acuosa, sus grupos carboxilo se disocian parcialmente para
formar iones carboxilo con carga negativa provocando asi el aumento de la carga negativa.

El azucar desarrolla una accidn deshidratante sobre la solucién de pectina; el compuesto
antimicrobiano presente en los recubrimientos, libera iones hidrogeno (positivos) lo cual
neutraliza la accidn de los iones carboxilos negativos, reduciendo al minimo el aumento de la carga
eléctrica y la disociacién de la pectina y favoreciendo las uniones de sus moléculas.

Por lo tanto el pH del medio aportado por el antimicrobiano interviene en la gelificacion de
la pectina y por ese motivo disminuye la accidon antimicrobiana del desinfectante, sin embargo
al aplicar una concentracién alta del antimicrobiano al medio (10000 ppm) hay moléculas no
disociadas en el medio las cuales aportan directamente la accidon antibacteriana del

recubrimiento (Raybaudi, 2012).
3.3.2 Caracterizacion fisicoquimica de los recubrimientos
3.3.2.1 Propiedades de barrera

e Mojabilidad

La mojabilidad es una propiedad superficial de los sélidos que cuantifica la tendencia hidrofilica o
hidréfoba como pardmetro para analizar los mecanismos de interaccion entre las fases sdlida y
liquida, se basa en la medida del coseno del angulo formado entre una gota o burbuja adyacente a

una superficie plana vy lisa (Jaramillo, 2014).

La mojabilidad se interpreta como el coseno del dngulo que se forma entre la superficie de
un sélido y el liquido quelo mojacos 6 = u; de acuerdo con la ecuacion anterior, se considera
qgue el mojado es perfecto cuando la mojabilidad de la superficie es positiva (« =1) es equivalente
a decir que la superficie es hidrdfila, andlogamente la superficie es hidréfoba cuando el valor de
u =-1 (respecto al agua) es negativa, cuando la mojabilidad tenga un valor intermedio (-1< u <1)

hablamos de mojado parcial (Gea, 2006).
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Esto se observa claramente en las peliculas de alginato debido a que al efectuar la prueba
no se formé ningln angulo (0°)y al sustituir la ecuacién cos § = u se obtiene cos0’ =1,
lo que significa que el liquido (agua) es atraido fuertemente por la pelicula de alginato ya que
la gota se extendié completamente al entrar en contacto con la superficie de la muestra; con
lo anterior se comprueba que las peliculas antimicrobianas de alginato son altamente
hidrofilicas (Vera, 2014; Jaramillo, 2014; Roopa y Bhattacharya, 2009; Gea, 2006).

Por otro lado los datos obtenidos en las peliculas de pectina mostraron una tendencia similar
a la de las peliculas de alginato, ya que también presentan un comportamiento hidrofilico al
obtener un valor de p positivo sin embargo en la composicién se encuentra presente un
lipido lo que hace que el angulo de contacto muestre valores mayores en comparaciéon con
las muestras de alginato (0°).

En los resultados mostrados en el cuadro 21 se observa una relacion directamente
proporcional entre los datos obtenidos del angulo de contacto formado y la concentracion
del antimicrobiano presente en el medio, esto probablemente se debe a la formacién de un

gel de pectina de alto metoxilo mas fuerte al disminuir el pH del medio dispersante.

Cuadro 21. Resultados obtenidos en la prueba de dngulo de contacto para las peliculas de pectina

Muestra Extremo 1 Centro Extremo 2
C] V] ] V]
S i
Control Pectina 20 0.41 20 0.41 20 0.41
7000 ppm 26 0.65 24 0.42 24 0.42
8000 ppm 24 0.42 26 0.65 26 0.65
9000 ppm 26 0.65 24 0.42 26 0.65

Segln el analisis estadistico ANOVA (P20.05) no se observo diferencia significativa en los datos

obtenidos en esta prueba.
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3.3.2.2 Propiedades térmicas

e Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
La calorimetria diferencial de barrido permite el estudio de aquellos procesos en los que se produce
una variaciéon entdlpica, por ejemplo determinacién de calores especificos, puntos de ebullicion y
fusidn, pureza de compuestos cristalinos y entalpias de reaccion (Cortés, 2006).
La técnica detecta cambios endotérmicos (+AH) y exotérmicos (-AH), que ocurren durante el
proceso, la representacion grafica de la técnica es llamada termograma, en donde se muestra el
flujo de calor en funcidn de la temperatura (Crescencio, 2015).
A continuacidon se presentan los resultados obtenidos en la técnica de calorimetria para las
peliculas de pectina y alginato.
En los cuadros 22 y 23 se reportan los datos obtenidos de las peliculas evaluadas, las
temperaturas registradas son, Temperatura de fusion (temperatura de pico en la cual se lleva a
cabo la fusion), Temperatura de transicién vitrea y AH (representa la energia total a lo largo del
tratamiento). El cambio de entalpia total se calculé midiendo el drea bajo la curva de la endoterma
usando una linea de base entre las temperaturas de comienzo y final de la transicion térmica (Porras

et al., 2014).

Cuadro 22. Comportamiento térmico de las peliculas de alginato

Pelicula T de fusion (°C) | T de transicion Entalpia de
vitrea (°C) cambio de fase
(/8)
Alginato 63.44 118.3 206.0
Alginato 8000 ppm 60.40 105.03 140.9
Alginato 9000 ppm 58.08 110.01 94.30
Alginato 10 000 ppm | 62.88 105.0 216.8

Durante el proceso endotermico de fusidn, las lineas de flujo de calor se emparejan para las
muestras de alginato, teniendo aproximadamente la misma temperatura en el pico de fusidn
(temperatura de fusion), aunque es de menor magnitud para la pelicula de alginato con
antimicrobiano a concentracién de 9000 ppm lo que trae como consecuencia una menor entalpia

de cambio de fase en la pelicula a concentracion de 9000 ppm (Solis 2006).
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Los resultados indican que en el proceso de fusién, el efecto del antimicrobiano se observa
principalmente en la energia que se requiere para llevar a cabo el cambio de fase (cuadro 22), ya

gue se requiere una mayor cantidad de energia en la pelicula de alginato sin antimicrobiano.

Cuadro 23. Comportamiento térmico de las peliculas de Pectina

Pelicula T Fusion (°C) Temperatura de Entalpia de
transicion vitrea cambio de fase
(°c) (/g)
Pectina 71.60 112.76 66.46
Pectina 7000 ppm 62.30 120.28 108.4
Pectina 8000 ppm 57.84 68.29 16.25
Pectina 9000 ppm 60.71 103.40 75.60

En el caso de las peliculas de pectina la AH de fusidn es inversamente proporcional a la
concentracién del antimicrobiano incorporado al medio, cabe mencionar que las temperaturas
y las entalpias de reaccién de la muestra de pectina con 8000 ppm del antimicrobiano son
muy diferentes a las demds muestras, esto se debe probablemente a condiciones no

controladas en el proceso de obtencidn de esta pelicula como homogeneizacién deficiente

de los componentes de las peliculas.
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Figura 45. Termograma comparativo de las peliculas de alginato
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Durante el calentamiento de las peliculas de alginato en el calorimetro se observan diferentes
eventos (Figura 45) el primero es la fusién del agua que se habia cristalizado, esta fase se
caracteriza por ser una transicion térmica relacionada con el estado de ordenacion de las
moléculas o cadenas poliméricas, lo que indica que las peliculas presentan estabilidad térmica
sin cambio aparente en el sistema hasta una temperatura de 58°C a 63.5 °C (los valores reales
se reportan en la tabla 22 en la columna temperatura de fusiéon para cada muestra evaluada),
el segundo tiene las caracteristicas de una transicién vitrea en un intervalo de temperatura de
105°C a 118.5°C, esto es el resultado de una elevada movilidad de las cadenas poliméricas al
incrementar la temperatura (Abrajdn, 2008).

Cabe mencionar que la temperatura de transicion vitrea es la temperatura en la cual el
polimero disminuye su densidad, dureza y rigidez; por encima de la temperatura de transicion
vitrea los enlaces de las moléculas son mucho mas débiles, por ello el polimero se torna gomoso y
adquiere cierta elasticidad y capacidad de deformacion plastica sin fractura (Cortes,2006).

El sistema se caracteriza por ser un proceso endotermo en el cual se emplea energia para
gue un cambio de fase se lleve a cabo, en el caso de las peliculas de alginato el pico
representa la fusion del agua con el polimero (proceso endotérmico en el cual el calor fluye de los
alrededores al sistema) (Solis, 2006).

Después del cambio de fase las muestras se estabilizan, esto se observa en el periodo en el cual

el flujo de calor se mantiene constante.
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Figura 46. Termograma comparativo de las peliculas de pectina.
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Los termogramas de las peliculas de pectina muestran una tendencia similar comparada con
las peliculas de alginato al tratarse de un proceso endotérmico caracterizado por el pico
mostrado a un intervalo de temperatura de 60°C a 72°C respectivamente para cada muestra
evaluada (en la tabla 23 se muestran los valores de temperatura reales para cada muestra)
gue se debe a cambios fisicos que presentan los materiales contenidos en la formulacién, asi como
ruptura de enlaces moleculares asociados con la fase continua del sistema (solucién
antimicrobiana) lo cual involucra moléculas de agua unidas a los grupos —OH, agua vinculada a
los grupos —COO, puentes de hidrégeno.

Las curvas de la peliculas de pectina con antimicrobiano a 8000, y 9000 ppm siguen una
tendencia muy parecida, sin embargo la formulacién con 8000 ppm sobresale un pico que
puede deberse a espacios vacios en la cdpsula donde se situd la muestra, o bien a las

condiciones de proceso (Borchard et al., 2005; Avella et al., 2007; Aguilar, 2010).

3.4. Pruebas de inhibicion “in vivo” en el aguacate

El resultado de la prueba preliminar para corroborar que las sustancias presentes enla pulpa
del aguacate no inhiben el crecimiento de la bacteria dio positivo a Salmonella spp. lo cual
indica que la pulpa de aguacate no interfiere con el efecto antimicrobiano de los

recubrimientos empleados.

Por otro lado en la prueba realizada con el colorante para descartar la migracion del
recubrimiento antimicrobiano al interior del fruto, se observdé que al aplicar la solucidon del
colorante la sustancia no migrd al interior del exocarpio (cascara) del fruto debido a que el
papel filtro blanco colocado del lado opuesto de la cascara no se tifd con el colorante, por
lo cual se deduce que el recubrimiento solamente se adhiere a la superficie de la cascara y

no migra al interior.

La contaminacién microbiana puede ser prevenida por la incorporacién de agentes antimicrobianos
los cuales contienen compuestos activos que causan dafos irreparables a las células de los
microorganismos (Guevara y Jiménez., 2008).

Una vez elaborados y evaluados los recubrimientos se procedié a aplicarlos en aguacate
Hass con el fin de efectuar la prueba de inhibicion “in vivo”, a lo largo de 2 semanas, los

resultados fueron los siguientes (cuadro 24 y 25):
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Cuadro 24. Efecto antimicrobiano del recubrimiento de pectina aplicado a aguacate Hass.

Dia de Efecto inhibitorio del recubrimiento en

almacenamiento aguacate

0 Bactericida

3 Bactericida

5 Bactericida

7 Bactericida

9 Bactericida

12 No presenta inhibicién

14 No presenta inhibicién

Las muestras de los dias 0 a9 dieron negativas a Salmonella spp., lo cual indica que el
recubrimiento de pectina presenta un efecto bactericida hasta el dia 9.

Esto se debe posiblemente a que como lo reporta Ldpez (2008)la mayoria de los acidos
organicos cuando son incorporados a la matriz de la pelicula comestible, disminuye la
migracion hacia el alimento aumentando su actividad superficial lo cual hace posible la

inhibicion de la bacteria a través del contacto directo.

Sin embargo en las muestras de los dias 12 y 14 se observd un precipitado blanco, lo que
puede ser indicador de presencia bacteriana, las cajas de agar Mac Conkey dieron positivas
a la siembra de las muestras de los dias 12 y 14.

En el estudio realizado por Saucedo et al. (2009) emplea recubrimientos con cera de candelilla
y aceite esencial de benomilo para el control del hongo C. gloesporioides en aguacate Hass.
en ese estudio se obtuvo que de acuerdo a pruebas de inhibicién “in vivo” en aguacate el
recubrimiento con benomilo retardo por completo la aparicién del hongo en un periodo de 22

dias a 5°C, retardando ademas la maduracion del aguacate.

Cuadro 25. Efecto antimicrobiano de recubrimiento de alginato aplicado a aguacate Hass.
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Dia de Efecto inhibitorio del
almacenamiento recubrimiento en

aguacate

Bactericida

Bactericida

Bactericida

Bactericida

Ol Y| Ly w| O

Bactericida

12 No presenta

inhibicidon

14 No presenta

inhibicidon

El efecto antibacteriano del recubrimiento de alginato siguié una tendencia similar comparado
con el recubrimiento de pectina ya que su efectividad se observd alterada a partir del dia 12,
ya que en ambas muestras cultivadas en BHI deldia12 y 14 se observd un precipitado blanco,
gue se debe a crecimiento bacteriano, sin embargo al igual que con las muestras del
recubrimiento de pectina se llevd a cabo la confirmacién sembrando todas las muestras en
agar Mac Conkey, sin embargo las Unicas muestras que dieron positivas a crecimiento

bacteriano fueron la del dia 12 y 14.

Esto se debe a que el recubrimiento de alginato se desprendié parcialmente del aguacate a
partir del dia 12 debido a la excesiva deshidrataciéon del fruto atribuida a la naturaleza
altamente hidrofilica del recubrimiento, lo cual repercutié directamente en el efecto

antimicrobiano del mismo.

Por el contrario las muestras de los dias 0 a9 dieron negativas a Salmonella spp. lo que

demuestra un efecto bactericida en el recubrimiento.
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La disminucién del efecto antimicrobiano de los recubrimientos aplicados al aguacate se ve

influenciada por diferentes factores entre los que destacan los siguientes:

v Cuando se desarrollan recubrimientos comestibles que contienen sustancias
antimicrobianas se espera que tengan la capacidad de migrar hacia la superficie del
alimento o permanecer retenidas en el recubrimiento. Ambos fendmenos determinan
la efectividad antimicrobiana de un recubrimiento.

v" La migracién dependerd de las interacciones electrostaticas entre el antimicrobiano y
las cadenas del polimero, los posibles cambios estructurales inducidos por la presencia
del agente antimicrobiano y las condiciones ambientales a las que se exponen los
recubrimientos elaborados (Cuatzo, 2010).

v" La difusién de los antimicrobianos en un recubrimiento estd influenciada por el tipo
de polimero, plastificante y proceso de elaboracidn, las caracteristicas del alimento a
recubrir como pH y actividad de agua, las propiedades hidrofilicas de la pelicula, y las

condiciones de temperatura y tiempo de almacenamiento (Garcia, 2012).
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En esta etapa de la experimentacion también se muestran los cambios aparentes de los
recubrimientos aplicados a aguacate Hass en el transcurso de las 2 semanas (cuadro 26 vy

27).

Cuadro 26. Observaciones del recubrimiento de alginato alo largo de 2 semanas

Dia de Observaciones
Almacenamiento

0 El recubrimiento le confirid al aguacate
brillo externoy presenté buena adherencia

al fruto.

3 El recubrimiento perdié ligeramente su
brillo en el tercer dia de almacenamiento,
sin embargo se encontré en O&ptimas

condiciones en cuanto apariencia externa.

5 No existié cambio visible en cuanto al fruto

o recubrimiento.

7 El aguacate aparentemente continué con
su maduracién y el recubrimiento no

presentd cambios.
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9 El fruto muestra un ligero deterioro en la
superficie ya que se observa una ligera

deshidratacion del fruto.

12 El recubrimiento se desprendié con
mucha facilidad del fruto, y el aguacate

se sentia blando al tacto .

14 El recubrimiento se desprendid por
completo y se presentd una deshidratacién

excesiva en el fruto.

Durante el almacenamiento (aguacates recubiertos con la solucion de alginato) se observo
deshidratacién excesiva del fruto lo cual afectd directamente a la textura (ablandamiento, flacidez,
pérdida de consistencia y jugosidad), pérdida de peso vy pérdida de apariencia (debido al
marchitamiento y deshidratacidn); Avendario, et.al (2013) reporta que la pérdida de agua del
fruto alo largo del almacenamiento se debe a la naturaleza hidrofilica de los polimeros usados
(tal es el caso del recubrimiento de alginato), la naturaleza de la pelicula empleada desempeiia
un papel muy importante ya que a mayor naturaleza hidrofilica de los componentes usados,
mayor permeabilidad al vapor de agua.

Por otro lado el cambio de coloracidon en los aguacates puede estar relacionado al efecto de la
pelicula, en la creacion de una atmdsfera modificada alrededor del fruto. La presencia de CO; en la
atmésfera de almacenamiento es un factor importante en la prevencién de la degradacion de la

clorofila (Maftoonazad y Ramaswamy, 2005).
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La pérdida de peso en frutos de aguacate, como en la mayoria de los frutos y vegetales frescos, es
consecuencia directa de la disminucién en su contenido de humedad (Aguilar, 2005). Maftoonazad
y Ramaswamy (2005) reportaron disminuciones del 50% en la pérdida de humedad para frutos de
aguacate recubiertos con peliculas comestibles, a base de metilcelulosa, después de 6 dias de
almacenamiento a 20°C, sin embargo en aguacates recubiertos con alginato empleados en la
presente experimentacién la pérdida de peso se observo indirectamente mediante el cambio
de apariencia dado por la deshidratacién de los aguacates en el dia 9 en el cual fue mas

evidente.

El ablandamiento de los frutos observado en el dia 9 es atribuido a la degradacién de los
componentes de la pared celular, principalmente pectinas, debido a la accidén de enzimas especificas
tales como la pectinesterasa y la poligalacturonasa (Aguilar, 2005).Estas modificaciones a nivel
celular traen como consecuencia la pérdida de agua por parte de los tejidos vegetales, lo que se ha
determinado también, como un factor importante en los cambios texturales sufridos por tales
productos (Del Valle et al., 2005). Se ha observado que ambientes con concentraciones bajas en 02
y altas en CO2, reducen la actividad enzimatica causante de la degradacién de las paredes celulares,
permitiendo asi la retencién de la firmeza de frutas y vegetales durante su vida postcosecha (Yaman

y Bayoindirli, 2002).
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Cuadro 27. Observaciones del recubrimiento de pectina alo largo de 2 semanas

Dia de Observaciones Imagen
Almacenamiento

0 El recubrimiento le confirié brillo al

fruto, se adhiere eficazmente al fruto.

3 El recubrimiento y el fruto conservan las
mismas condiciones en  apariencia

externa.

5 Tanto el recubrimiento como el fruto
presentan buenas caracteristicas, como

las iniciales.

7 Existe una ligera deshidratacién en la
superficie del fruto, el recubrimiento

continua en éptimas condiciones.

9 Se presenté descenso en la calidad
superficial acompafiada de una ligera
deshidratacion en la superficie, el
recubrimiento no muestra ningln

desprendimiento.
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12 El recubrimiento conservo sus
caracteristicas iniciales, sin embargo el

aguacate continua perdiendo firmeza

14 Existe una mayor deshidratacion del
fruto, sin embargo el recubrimiento
continua adherido al aguacate, la pérdida

de firmeza es visible.

Los cambios asociados a la maduracion en frutos es la degradacion de los hidratos de carbono, esta
transformacion tiene doble efecto de alterar el sabor como la textura del producto (Pérez et al.,
2007), en aguacates recubiertos en este proyecto con pectina y cera de candelilla la pérdida
de firmeza se hizo notorio en el dia 12 de almacenamiento.

Los recubrimientos a base de lipidos han sido uno de los principales compuestos que disminuye la
produccién de CO; haciendo una barrera en la superficie del fruto modificando la composicion
gaseosa interna, disminuyendo la velocidad gaseosa, diversos estudios confirman esto, tal es el caso
de Pérez et al. (2003), donde se utilizaron tres tratamientos para melones cataloupe, los cuales
consistian en la incorporacién de cera fria.

Otro tipo de recubrimientos también han disminuido la taza respiratoria de frutos, en el trabajo de
Madrquez et al., (2009) se hizo la comparacion de dos recubrimientos a base de quitosan, los cuales
consistian en quitosan al 0.6% y sucroester al 1% en nispero japonés, se obtuvo que los
recubrimientos disminuyeron la pérdida de peso, la tasa de produccidon de CO, y la pérdida de
firmeza con respecto al control.

En el caso de la presente experimentacion, los controles (aguacates sin recubrir) llegaron a
la senescencia a partir del dia 7, en el dia 3 fue notable la pérdida de textura, sin embargo

los dos recubrimientos lograron incrementar la vida de anaquel del fruto.

Otro de los factores que contribuye al deterioro del fruto es la presencia de enzimas como

las polifenoloxidasas y peroxidasas son las cuales intervienen en la oxidacion de los compuestos
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fendlicos, las cuales catalizan la oxidacidn de los fenoles propios de las células a quinonas, estas
reacciones, ademas de generar colores pardos, reducen las propiedades sensoriales de textura,
color de la pulpa y sabor, disminuyendo la actividad nutricional del fruto y desembocan la muerte
del mismo (Rivas, 2009).

La ventaja del uso de recubrimientos es que forman una barrera en la superficie del fruto,
modificando la composicidn gaseosa interna. Esta modificacidon provoca una disminucién en la tasa
de respiracién y, por lo tanto, una prolongacién de la vida postcosecha del producto (Pérez y Baez,
2003). El efecto de las ceras como se ha venido mencionando, actia como una barrera a la
transferencia de agua, retardando la deshidratacién y prologando por lo tanto, la firmeza de los
frutos recubiertos (Aguilar, 2005).

Los recubrimientos utilizados tuvieron un efecto en la pérdida del color, sin embargo fue mas
evidente en aguacates recubiertos con pectina y cera de candelilla, ya que al disminuir su
respiracion por ende disminuyeron su maduracién y retardaron la pérdida de color, se ha registrado
en varias estudios resultados similares, como en el realizado por Meir et al., (2005) en aguacate
donde reportaron cambios menores de color al almacenar los aguacates en atmdsferas controladas

compardandolas con condiciones normales.

Cuadro 28. Ventajas y desventajas de los recubrimientos antimicrobianos aplicados a aguacate Hass en

la experimentacion

Recubrimiento Ventajas Desventajas
Alginato Buena aplicacién al Altamente hidrofilico
fruto
Estable a alta Contribuye ala pérdida de
temperatura agua en el fruto
Permeabilidad al agua alta
Confiere brillo al fruto Fragil y quebradizo a lo largo
al ser aplicado del tiempo.
Pectina Buena adherencia al Naturaleza hidrofilica
fruto
Estabilidad a alta
temperatura
Retarda la migracion de
humedad
Confiere brillo al fruto
al ser aplicado

En el cuadro 28 se reportan ventajas y desventajas de los recubrimientos aplicados a los

aguacates observadas durante la experimentacion.
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En Las peliculas elaboradas a partir de polimeros naturales tales como la pectina y el alginato,
muestran una baja resistencia a la pérdida de aguay poseen pobres propiedades de barrera al
agua, sin embargo poseen una barrera idénea ante el O, y CO; aceites y grasas (Aguilar, 2005).

Segln Herrera, (2011) los cambios fisicoquimicos y bioquimicos que ocurren en los alimentos
durante el almacenamiento, se deben principalmente a la migracién de agua entre componentes
alimenticios o entre el medio ambiente (pérdida o ganancia de humedad), por eso es importante
mantener al producto a una humedad relativa adecuada (aun en frutos recubiertos), ya que esta
puede ocasionar pérdida de masa, reduccidn del tamafio (debido a que el agua es uno de los
principales componentes de las frutas y hortalizas para realizar sus procesos vitales, los frutos
pierden una gran cantidad de agua mediante la traspiracién) y en consecuencia pérdida de la

calidad del fruto (Quintero, 2006) .

Ambos recubrimientos antimicrobianos (pectina y alginato) evaluados en este proyecto lograron
controlar la aparicion de Salmonella spp. a lo largo de 9 dias, presentando efecto bactericida

y fomentando de esa manera la inocuidad en aguacate Hass.

Sin embargo solamente el recubrimiento antimicrobiano de pectina evaluado en este proyecto
es una opcion viable y representa una buena propuesta para ser utilizado en aguacate Hass
a escala comercial, debido a los efectos benéficos que aporta al ser incorporado ala superficie
del producto, entre los cuales se destaca buena adherencia al ser aplicado al fruto,
mejoramiento de la apariencia fisica del fruto, se demostré que la combinacién polisacarido
lipido contribuye a la disminucién de pérdida de agua del fruto durante los dias de
almacenamiento, el recubrimiento tuvo un efecto positivo al disminuir la pérdida de peso,

conservar el color y retardar el ablandamiento de los frutos.
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CONCLUSIONES

Ademas de mejorar la apariencia visual de los frutos, los recubrimientos de alginato vy
pectina aportaron caracteristicas deseables como el brillo, tuvieron adherencia al fruto
y estabilidad a la temperatura de almacenamiento empleada en la experimentacion
(17°C)

Los recubrimientos antimicrobianos fueron efectivos para inhibir el crecimiento de
Salmonella spp. en fase estacionaria, sin embargo fue necesario emplear una
concentracién de 9000 y 10000 ppm del agente antimicrobiano para lograr un efecto
bactericida.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion se demuestra que el uso de
acidos organicos como agentes antimicrobianos en recubrimientos es una alternativa
para mejorar la inocuidad en frutos como el aguacate .

Las pruebas realizadas por medio de la evaluacién del dngulo de contacto de las
peliculas preformadas muestran que los recubrimientos de pectina y alginato son
altamente permeables al agua, lo que indica que son hidrofilicos, sin embargo el
recubrimiento de pectina al contener cera de candelilla confiere al sistema menor
permeabilidad al agua que el recubrimiento de alginato.

De acuerdo a los resultados obtenidos a lo largo de la experimentacidn se establece
que ambos recubrimientos se pueden emplear para recubrir una variedad de frutos y
asi fomentar la inocuidad después de la cosecha, sin embargo el recubrimiento que

posee las mejores caracteristicas para ser aplicados a aguacate Hass fue el de pectina.
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RECOMENDACIONES
Evaluar el antimicrobiano a base de acidos organicos con diferentes patdégenos
presentes en alimentos.
Se sugieren la incorporacién de otros agentes antimicrobianos en las matrices poliméricas
empleadas en este proyecto.
Se recomienda ampliar la investigacion dando seguimiento a la evaluacion del efecto
del recubrimiento de pectina sobre los parametros de calidad del fruto.
Determinar la vida de anaquel del alimento con el recubrimiento de pectina, asi como
evaluar el cambio en propiedades texturales, organolépticas y sensoriales del fruto durante
el almacenamiento.

Evaluar el efecto de los recubrimientos aplicado a otros alimentos.
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ANEXOS

ANEXO 1.

I.LFICHA TECNICA BIOXITRAL

Bioxitral LIQUIDO VO2 L es un producto natural complejo compuesto de derivados de
citricos utilizado como efectivo agente antimicrobiano (bacteriostatico y bactericida) y
antioxidante.

La accidon antimicrobiana y antioxidante del producto resulta del efecto sinérgistico
de los bioflavonoides y los acidos organicos presentes en el producto. Los resultados
de su efectividad como agente bacteriostdtico y bactericida representan una gran
utilidad en una amplia gama de usos en donde se requiere un efectivo control del
crecimiento microbiano.

Composicion:

Debido a la caracteristica natural del producto la composicion de sus elementos es
variable dependiendo del tipo de citricos utilizados (origen y caracteristicas particulares
de estas y las cosechas que componen las materias primas). Los rangos de composicién
se establecen en la siguiente tabla descriptiva:

~COMPUESTOS OFZANICOS .vvivveieeieerecteeeerteerteeeseeeteseereeessesbeseessestestesnsessaessennes sbestesnssssens 50 %
(Bioflavonoides citricos, dcido ascérbico y ascorbato, polifenoles citricos, acido citrico,
pectina, biomasa, agua).

-Vehiculo inherte (GlICErNG) ..ot r e aeraeraes 50 %

Estructura quimica de los principales componentes de bioritral LIQUIDO V 02 L

A) Bioflavonoide glucosidico- “Narginina” (C27 H 32 O 14) de toronja.
Materias primas de bioxitral LIQUIDO V20 L
e (Citrico de toronja (Citrus Paradisi)
e C(Citrico de Bergamota (Citrus Aurantium)
e Citrico de Naranja Dulce (Citrus Sinensis)

e Citrico de Manadarina (Citrus Reticulata)
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e Acidos orgdanicos

e Glicerina vegetal

Caracteristicas y propiedades fisicas:
e Aspecto: Liquido cristalino viscoso.
e Densidad (g/mL): 1.160 (+- 15 %).
e Corrosividad: 2000 ppm es similar al del agua.
e pH:2.0-3.2
e Solubilidad: Agua, alcohol y glicerina.
e Acidez (cantidad de producto (mg) neutralizado por 1 mL de NaOH 1N).
e Nitrégeno (método de Kjeldahl): 0.62 % (+- 15%).

e pH para uso en mezclas: Usar enrangos de pH de3a9.

Caracteristicas sensoriales:
e Color: Apariencia a miel cristalina, con el tiempo se va oscureciendo sin
embargo su eficacia no se va afectada.
e Olor: semejanza con notas citricas
e Sabor: Notas amargas y astringentes.

Vida de anaquel: 3 afios a partir de la fecha de fabricacidn.

Almacenamiento: Lugar fresco y seco (asegurarse de mantener el envase cerrado).

Estabilidad: El tiempo es un factor para que el producto pueda sufrir cambios de
color(oscurecimiento) sin que esto afecte su efectividad. El producto es estable en
rangos de temperatura que van de 4 °C a 40 °Csobre 120 °C su estabilidad es reducida.
Precauciones de uso: Utilice equipo de proteccion personal (lentes guantes y cofia). En
caso de contacto con piel y ojos, lave profusamente con agua limpia.

Biodegrabilidad: Atendiendo a las caracteristicas y origen naturales de sus

componentes el producto es biodegradable.
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Espectro bacteriostatico y fungistatico de bioxitral LIQUIDO V02 L:

e Bacterias.
Salmonella cholera suis, Salmonella tiphy, salmonella anatum, Salmonella enteretidis,
Salmonella gallinarum, E. Coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus faecalis Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis Proteus bulgaris, Streptoccocus faeciuym, Micrococcus
spp., Pasteurella multocida Clostridium Perfingens, Pseudomonas aeruginosa Shigella

dysenteriae.

e Hongos
Candida albicans, Penicillum spp., Penicillum funiculosum, Aspergillus flavus, Aspergillus
uryzae, Mycosphaerella musicola Mycosphaerella fijensis, Fusarium solani, Fusarium spp.,
Fusarium  graminearum, Rhizoctonia  solani, Alternaria  solani, Phona insidiosa,
Colletotrichum lindemuthianum Molinia spp, Sclerotium rolfsii, Drechslera sorokiniana,

Nigrospora oryzae.

Propiedades biolégicas de bioxitral LIQUIDO V02 L

Es 100% ecoldgico y biodegradable.

e Es no toxico para animales y plantas.

e No es corrosivo ni volatil.

e Tiene accidon microbioestatica extendida, funcionando contra muchas sepas
patogénicas de bacterias y hongos.

e Contiene antioxidantes naturales(acido ascorbico, bioflavonoides, acido citrico)

con altos niveles de biodisponibilidad y tiene excelente sinergismo y

estabilidad.
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II.LPREPARACION DEL NEUTRALIZANTE EMPLEADO PARA LA PRUEBA DE INHIBICION
IN VITRO SEGUN LA NORMA NMX-BB-040-SCFI-1990

Preparacion de las soluciones

e Solucion amortiguadora de fosfatos 0.25 M

En un matraz volumétrico de 1L disolver 34 g. de fosfato monobdasico de potasio en 500 mL
de agua ajustar pH entre 7.1 y 7.3 con la solucién de NaOH, aforar con agua, mezclar y
distribuir en porciones de 100 mL. Esterilizar en autoclave 121 °C por 15 min.

e Solucion amortiguadora de fosfatos diluida

Colocar 1.25 mL. de la solucién amortiguadora de fosfatos 0.25 M en un matraz volumétrico
de 1L.yllevar a volumen con agua, mezclar y distribuir en porciones de 9 mL y 99 mL en
tubos y matraces respectivamente, esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 min.

e Solucion neutralizante concentrada

Mezclar 40 g. de azolecitina con 280 mL de polisorbato 80 mL y 125 mL de la solucion
amortiguadora de fosfatos, diluir con agua hasta obtener un volumen finalde 1 L; ajustar el
pH a 7.2, distribuir en porciones de 100 mLy esterilizar a 121.1 °C por 20min.

e Solucion neutralizante diluida

Mezclar 100 mL de la solucidon neutralizante concentrada con 25 mL de la solucidn
amortiguadora de fosfatos 0.25M adicionar 1.676 mL de agua, esterilizar a 121 °C por 20 min.

Preparacion de los medios de cultivo

Preparar y esterilizar los medios de cultivo, en el caso del agar para métodos estandar con
neutralizante, antes de esterilizar, adicionar 1L de agar para métodos estandar y 25 mL de
la soluciéon neutralizante concentrada.

e (Caldo neutralizante

Mezclar los componentes que se indican en la siguiente tabla, calentar hasta disolver, ajustar
el pH hasta 7.2, distribuir en tubos y esterilizar en autoclave 121.1°C a 16 minutos.

Tabla 29. Reactivos de caldo neutralizante.

Reactivo Cantidad
Triptona 5¢g
Extracto de levadura 25 ¢g
Dextrosa 10 g
Tioglicolato lg
Tiosulfato de sodio 6g
Bisulfito de sodio 25¢g
Polisorbato 80 5g
Lecitina de soya 7g
Parpura de bromocresol 0.02¢g
Agua destilada 1L
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