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1. ABREVIATURAS

ATCC- American Type Culture Collection (Coleccion Americana de Cultivos Tipo.)

COFEPRIS- Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios

CMI- Concentraciéon Minima Inhibitoria

CMB- Concentracion Minima Bactericida

CEMAR- Comision de Evidencia y Manejo de Riesgos

DOEF- Diario Oficial de la Federacion

EHEC- Enterohemorrhagic Escherichia coli (Escherichia coli Enterohemorragica)

EIEC- Enteroinvasive Escherichia coli (Escherichia coli Enteroinvasiva)

EPEC-Enteropathogenic Escherichia coli (Escherichia coli Enteropatdgena)

ETA- Enfermedad Transmitida por Alimentos

ETEC- Enterotoxigenic Escherichia coli (Escherichia coli Enterotoxigénica)

FDA- Food and Drugs Administration (Administracién de Alimentos y Medicamentos)

FSIS-Food Safety and Inspection Service (Agencia de Servicios de Inspeccién y

Seguridad Alimentaria)

HTM- Haemophilus Test Medium Agar (Agar de prueba de Haemophilus)

IEAI — International Energy Atomic Agency (Organismo Internacional de Energia

Atémica)
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JECFA- Joint Committee on Food Additives (Comité conjunto de Expertos en Aditivos

Alimentarios)

MH- Mueller-Hinton
MTT- Bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5- difeniltetrazolio

NCCLS- National Committee for Clinical Laboratory Standards (Comité Nacional de
Normas de Laboratorios Clinicos)

OMS- Organizacién Mundial de la Salud
PECI- Programa de Estancias Cortas de Investigacion

RCSPS- Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control Sanitario de

Actividades, Establecimiento, Productos y Servicios

SCF- Scientific Committee for Food (Comité Cientifico para la Alimentacion Humana)

SCFI- Clinical and Laboratory Standards Institute (Instituto de Estandares Clinicos y de

Laboratorio)



2. RESUMEN

Hoy el uso de aditivos en la industria alimentaria es cada vez mas comun, asi como la
necesidad de mantener los alimentos en buenas condiciones: fisica, sensorial y
microbiolégicamente hablando. Se regulan seguln la legislacion alimentaria de cada

pais, sobre todo respecto al efecto toxicologico de las personas al ingerirlos.

Actualmente existe una gran variedad de conservadores que se encuentran legislados
con un limite en “Buenas practicas de Fabricacidon”, es decir que “es la cantidad de un
aditivo que se afiade al producto, limitAndose a la dosis minima necesaria para
obtener el efecto deseado, a condicién de que no altere la naturaleza, sustancia o
inocuidad del producto”, sin embargo; en la legislacion mexicana no existe alguna
normativa que regule y avale el proceso por el que se valida la concentracibn minima

de éstos en el alimento para que sea efectivo.

En el presente trabajo se presenta de manera general el uso de conservadores en los
alimentos y en la percepcion de los consumidores de éstos. Asi como los principales
métodos para evaluar la efectividad de los conservadores y establecer la
concentracion minima inhibitoria que se requiere para el desarrollo de diferentes tipos
de productos y todo lo que implica la elecciébn de un conservador para que tenga
efecto sobre los microorganismos a los que va enfocado. A partir de la informacion
bibliogréafica consultada, se propondra un sistema para que el Quimico de Alimentos
cuente con informacién actualizada respecto a uso, asi como el desarrollo de

conservadores alimentarios y sus tendencias.

Se realizara una revision bibliografica exhaustiva en la que sean comparados métodos
y alternativas para conocer la CMI de un conservador y asi contar con la informacién
necesaria para una eleccion adecuada con respecto a la cantidad necesaria de
conservador a afadir en el desarrollo de productos alimenticios para que tenga la
funcion correcta de acuerdo al tipo de producto, y que, ademas se tenga un andlisis

para saber cudl es la tendencia de preferencia de los consumidores.



3. INTRODUCCION

En México y en otras partes del mundo, ha existido la necesidad de formular productos
que disminuyan el uso de los aditivos conservadores que se incorporan en los
productos alimenticios, sin perder o garantizar su funcion tecnologica, impedir malas
practicas de fabricacion, cumplir con la regulacion de estos y que el consumidor los
siga percibiendo como funcionales y seguros, manteniendo en todo momento su

inocuidad.

Existen varios tipos de organismos que regulan y controlan el uso de conservadores
dependiendo del pais en el que se utilice, como COFEPRIS para México y FDA para
Estados Unidos, estos establecen cuéles son los conservadores que estan permitidos
utilizar y de igual manera, si lo que se busca es agregar un nuevo conservador es
necesario solicitarlo con la autoridad sanitaria correspondiente para que esta
determine si su uso es seguro en alimentos, asi como las cantidades permitidas y en

qué tipo de alimento sera permitido.

Actualmente existe una gran variedad de conservadores que se encuentran legislados
con un limite en “Buenas practicas de Fabricacidon”, es decir que “es la cantidad de un
aditivo que se aflade al producto, limitAndose a la dosis minima necesaria para
obtener el efecto deseado, a condicion de que no altere la naturaleza, sustancia o
inocuidad del producto”, sin embargo; en la legislacion mexicana no existe alguna
normativa que regule y avale el proceso por el que se valida la concentracién minima

de éstos en el alimento para que sea efectivo.

En el mundo existe una clara demanda por el cambio en los habitos de consumo de
alimentos de la poblacion, asi como el tipo de alimentos que se consumen, con una
clara tendencia a “lo natural”’, es decir, a consumir alimentos que contengan la menor
cantidad de ingredientes y que el origen de estos sea natural. Por lo que la industria se
ha visto cuestionada por el uso de los conservadores quimicos que actualmente se
encuentran en el mercado y en los productos. En consecuencia, la investigacion se ha
visto en la necesidad de buscar conservadores alimenticios de origen natural para

mantener la vida de anaquel de los alimentos.

Pero el reto principal de los investigadores es probar la efectividad de estos. Para lo
cual, se realizan pruebas de Concentracion Minima Inhibitoria; existe gran variedad de
métodos para este tipo de pruebas como: Macrodilucion, microdilucién, Epsilon,

Difusion en disco y métodos més innovadores. La eleccion de la técnica va a variar



dependiendo de las necesidades de cada estudio (tipo de microorganismo, tipo de
conservador a elegir, presupuesto, tiempo disponible, etc.) asi como de las ventajas
y/o desventajas de la eleccién de cada uno de estos, pero todos tendran que ayudar a

la resolucién de si el aditivo tiene o no las caracteristicas de inhibiciéon deseadas.

Conocer a los microorganismos causantes de Enfermedades Transmitidas por
Alimentos o causantes de su deterioro es indispensable, para entender en qué
matrices alimentarias se encuentran comUnmente y en qué tipo de condiciones
sobrevive, se puede reproducir y/o producir una toxina. De igual manera, es de suma
importancia conocer el producto en el que esta planeado aplicarse para para saber a
qué bacteria u hongo es mayormente susceptible un tipo de alimento de acuerdo con
sus caracteristicas y procesamiento. Ademas de saber los sintomas que causa cada

uno de ellos



4. JUSTIFICACION

La innovacion en el area de aditivos alimentarios es constante, de acuerdo con el
evento Food Tech realizado en el afio 2019, existe una tendencia clara hacia las
“Etiquetas limpias” en los alimentos, esto quiere decir que el consumidor cada vez se
preocupa mas porgue en su dieta se incluyan productos alimenticios que tengan cada
vez menos ingredientes y de preferencia de origen natural. En respuesta a esto, una
de las acciones que ha tomado la industria es intentar reemplazar los aditivos de

origen quimico por ingredientes con la misma funcionalidad, pero de origen natural.

Por tal motivo, es importante contar con una guia sobre los lineamientos necesarios
para comprobar la eficiencia de los conservadores, ya sea para desarrollar un nuevo
conservador o para saber como utilizar los que ya se encuentran en el mercado para
aplicar en alimentos, y asi garantizar de esta forma que los alimentos consumidos por
la poblacibn mantengan la inocuidad tanto toxicolégica como microbioldgica, sin

sacrificar la innovacion en el mercado.
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5. OBJETIVOS

Objetivos generales

Realizar una busqueda de las metodologias para conocer la Concentracion
Minima Inhibitoria de conservadores alimentarios de acuerdo con la matriz en
la que se agregan. De igual manera, las tendencias, legislacion, y percepcion
de los consumidores referente al uso de conservadores. Asi como los
microorganismos en los que la investigacion se esta enfocando para el disefio

y desarrollo de conservadores alimentarios.
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6. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Se define a las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA’s) a aquellas
adquiridas por las personas que consumieron agua o alimentos contaminados por
sustancias quimicas o microorganismos (bacterias, virus o parasitos). Son de caracter
infeccioso o toxico y consisten en la aparicion de sintomas principalmente
gastrointestinales, sin embargo, también pueden desarrollarse neuroldgicos,

inmunoldgicos, entre otros (OMS, 2020).

De acuerdo con las “Estimaciones de la OMS sobre la carga mundial de enfermedades
de transmision alimentaria”, las ETA’s constituyen una importante causa de morbilidad
y mortalidad y un significativo impedimento al desarrollo socioeconémico en todo el
mundo. También agrega que se identificaron 31 agentes principales (entre ellos 5
bacterias) causantes de 600 millones de casos de ETA y 420 000 muertes en el afio
2010 (OMS, 2015).

6.1 Microorganismos patégenos importantes en la industria alimentaria

6.1.1 Clostridium botulinum

Es un bacilo grampositivo, anaerobio que forma esporas con ubicacién subterminal,
produce siete tipos diferentes de neurotoxinas (A-G) en ausencia de oxigeno (Coffield,
et. al., 2007). Las esporas se distribuyen en suelos cultivados, forestales; rios, lagos,
aguas costeras; tracto intestinal de peces y mamiferos; y en las branquias y visceras

de cangrejos y otros mariscos (FDA, 2012).

Mecanismo y sintomas

Produce una enfermedad llamada botulismo. Las neurotoxinas A, B y F son las
asociadas al botulismo en humanos, de ellos A y B son las mas téxicas y frecuentes
(Coffield, et. al., 2007). La enfermedad provoca la paralisis flacida de los musculos,
incluidos los del tracto respiratorio, y existen tres tipos de botulismo; pero solo dos de
ellos se transmiten por alimentos. La toxina es muy potente, una dosis de 1,5 a 2 mg
se considera mortal, los sintomas aparecen de las primeras 18 a 36 horas después de
la ingesta, aunque se han presentado sintomas de 4 horas a 8 dias (FDA, 2012). Si no
es tratada lo antes posible, su mortalidad puede llegar a ser hasta del 5 % al 10 %
(FDA, 2012).
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Presencia en alimentos
Sus esporas son resistentes al calor y pueden sobrevivir en alimentos que estén
minimamente o mal procesados y principalmente en conservas (FDA, 2012). La

incidencia en alimentos es rara (Hernandez, 2016).

6.1.2 Escherichia coli

Son bacilos gramnegativos, no esporulados y algunos poseen flagelos peritricos.
Forman parte de la microbiota intestinal de las personas y animales de sangre
caliente. Se dividen en seis grupos: enterohemorragica (EHEC) que produce toxina
Shiga, enteroinvasiva (EIEC), enteropatdgena (EPEC) y enterotoxigénica (ETEC) que
produce enterotoxinas termoestables y termolabiles, enteroagregativa (EAEC) y de
adherencia difusa (DAEC) (Hernandez, 2016).

Mecanismo y sintomas

Tiene un periodo de incubacion de mas de 14 horas. La dosis infectiva en el caso de la
ETEC, EPEC, es de 10 millones a 10 billones de células; sin embargo, la EIEC
requiere de 200 a 500 y la EHEC requiere solamente de 10 a 100 células, ademas las
dosis dependen del estado de salud de la persona y de la edad (FDA, 2012). La
intensidad de los sintomas y su mecanismo de accion varian de acuerdo con el tipo
de Escherichia coli, sin embargo, la sintomatologia que genera principalmente es:
vomito, diarrea (subita e intensa, en ocasiones con sangre), fiebre y dolor estomacal,
la mayoria de las personas se recupera en un periodo de 5 a 10 dias.

En cuanto a sus mecanismos de accioén, colonizan la mucosa ileal del intestino con
ayuda de las fimbrias dos de los grupos causan intoxicacion: enterohemorragica y
enterotoxigénico; los demas son de infecciosas (Hernandez, 2016). En cuanto a la
mortalidad, esta depende del tipo de Escherichia coli, las méas peligrosas son EHEC
con una mortalidad del 3% al 5% y la EPEC que en el pasado lleg6 a ser del 50% al

60%, las cuales han decrecido con el avance de la medicina (FDA, 2012).

Presencia en alimentos
Su incidencia se debe al contacto de los alimentos con agua contaminada,
contaminacion cruzada o por malas practicas de manufactura relacionadas con la falta
de higiene (Hernandez, 2016). En el caso de la EHEC, puede estar presente en carne

cruda o mal cocida, pero se ha demostrado que puede llegar a desarrollar tolerancia a
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alimentos con pH bajos como yogurt, salchichas fermentadas, mayonesa y fruta no
pasteurizada (FDA, 2012)

6.1.3 Salmonella spp.

Son bacilos gramnegativos,no esporulados, anaerobio facultativo, su movilidad se
debe principalmente a flagelos peritricos. Es capaz de crecer a temperaturas bajas (2
°C) y en situaciones con aw menor a 0.2. Se han identificado alrededor de 2500
serotipos, y se encuentra ampliamente dispersa principalmente en animales con
sangre caliente; sin embargo, también se ha detectado su presencia en animales con
sangre fria (Pedraza, J. G., et al., 2014). Representa aproximadamente el 31 % de los
brotes de ETA’s (Hernandez, 2016).

Mecanismo y sintomas

Segun su serotipo, la bacteria desarrolla dos enfermedades diferentes: No tifoidea y
fiebre tifoidea (FDA, 2012). Su periodo de incubacion es de 6 a 72 h (Hernandez,
2016). Para salmonelosis no tifoidea es necesario tan solo una célula dependiendo de
la edad y el estado de salud del huésped para desarrollar la enfermedad y en el caso
de la fiebre tifoidea se necesitan menos de 1,000 células (FDA, 2012).

Puede manifestarse en forma aguda con fiebre ligera, nauseas, vomitos, dolor
abdominal y diarrea durante unos dias o una semana, sin embargo, la gravedad de los
sintomas puede variar hasta llegar a una fiebre entérica o fiebres tifoidea y
paratifoidea, con una incubacién de entre 3 y 56 dias y sintomas de fiebre, dolor de
cabeza, sensibilidad abdominal, constipacion, manchas en la superficie del cuerpo de
color rojo, infeccién del flujo biliar, hemorragias provocadas por Ulceras y perforacion
del intestino causando peritonitis dependiendo del tipo de Salmonella que haya
infectado (Winn, W. C., et al., 2008). La mortalidad de la enfermedad es menor a 1 %
afectando mas a grupos vulnerables como ancianos y personas hospitalizadas, sin

embargo, para el caso de la fiebre tifoidea es del 10 % si no es tratada (FAD, 2012).

Presencia en alimentos
Tiene mayor incidencia en alimentos de origen animal como: Aves, carnes y sus
derivados; sin embargo, también se puede encontrar en otros alimentos por malas
practicas de manufactura (Herndndez, 2016). Recientemente se han presentado
brotes importantes en alimentos frescos, de igual forma se puede encontrar en
especias porque la bacteria puede sobrevivir en ambientes con bajo contenido de
agua (FDA, 2012).
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6.1.4 Staphylococcus aureus

Es una bacteria con forma de coco agrupada en racimos, grampositiva, no esporulada,
posee tolerancia frente a compuestos como telurio, cloruro mercarico, neomicina,
polimixina y &cido sodico (Perdomo, et. al., 2004). Es uno de los microorganismos no-
esporulados mas resistentes ademas de poder sobrevivir periodos prolongados en un
estado seco, tolerante a sales y azucares (FDA, 2012). Se encuentra distribuida
principalmente en las superficies corporales de la mayoria de los animales de sangre
caliente (Herrera, et al., 2015). Algunas especies de estafilococos pueden producir una
enterotoxina altamente termoestable capaz de producir intoxicacion alimentaria
(FDA,2012).

Mecanismo y sintomas
El periodo de incubacion una vez ingerida la enterotoxina es de 1 a 8 h (Hernandez,
2016). La dosis infectiva es de 1 microgramo de toxina, es decir, mas de 100,000
organismos/g de alimento, aunque hay personas sensibles que solo necesitan de 100
a 200 ng de toxina (FAD, 2012). La intoxicacién se produce por el consumo de la
enterotoxina preformada en el alimento que es producida por la bacteria, existen
diferentes tipos de enterotoxina: A, B, C, D, y E. Los sintomas son principalmente
nauseas, dolor abdominal, emesis, diarrea y postracion y su intensidad depende de la
cantidad de alimento contaminado ingerido y la susceptibilidad individual (Citado por
Ortegon, 2017). La muerte debido a la bacteria es poco comun, aunque los adultos

mayores, nifios y gente débil son mas susceptibles (FDA, 2012).

Presencia en alimentos
Normalmente se encuentra en alimentos de origen animal como carne y derivados,
aves, y leche y derivados (Hernandez, 2016). Por su habitat, es frecuente que se
contaminen los alimentos con esta bacteria si quien los manipula es portadora nasal o

tiene heridas y/o forinculos en manos y brazos (Herrera, et al, 2015).

6.1.5 Listeria monocytogenes

Es un bacilo grampositivo, no esporulado, con flagelo peritrico. Se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza, se ha aislado de rios, fangos, silos, aguas

negras y diversa vegetacion. Infecta aves, mamiferos y algunos crustaceos. Un 76 %
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de los casos de contagios han sido de persona a persona. (Hernandez, 2016) Es
halotolerante, ademas de que puede sobrevivir e incluso reproducirse a temperaturas
menores de 1 °C (FDA, 2012).

Mecanismo y sintomas
Su periodo de incubacion es de entre 2 a 6 semanas, puede ser asintomética o
asociarse con malestar general, nduseas, diarrea y poca fiebre (Hernandez, 2016). La
dosis infectiva no estd establecida ya que esta puede variar dependiendo de la
susceptibilidad de la persona infectada y la matriz alimentaria (FDA, 2012). Al
comienzo, la bacteria interacciona con las células epiteliales para promover su
internalizacién provocando translocacién intestinal, posteriormente ataca al higado y
se multiplica en los hepatocitos hasta recibir respuesta inmune celular en el peor de
los casos puede ocasionar una bacteriemia, lo cual conduce a una invasion de cerebro
y Utero gravido (Hernandez, 2016). Aunque no es una de las principales ETA’s, la
listeriosis es una de las principales causas de muerte de estas, con una mortalidad
reportada del 15 % al 30 % sin embargo; dependiendo de la gravedad puede llegar a

ser hasta de un 70 % y mas del 80 % en casos neonatales y perinatales (FDA, 2012)

Presencia en alimentos
Los productos mayormente relacionados con listeriosis son: verduras mal lavadas y
crudas, carnes mal cocidas, alimentos enfriados y productos listos (Hernandez, 2016)
ademas, tiene mayor incidencia en leche y derivados principalmente por problemas en

el proceso de pasteurizacion (FDA, 2012).

6.1.6 Campylobacter jejuni

Bacteria gramnegativa curvada en forma de espiral o sacacorchos, no esporulada, con
flagelos polares o bipolares y es microaerdfilo obligado (Hernandez, 2016). No
fermentan ni oxidan carbohidratos y algunas cepas son termdfilas, por lo que pueden
desarrollarse a temperaturas de 42°C (Ramos, et. al., s.f). Es comin que se encuentre
en aves de corral ya que forma parte del microbiota intestinal de ellos (Garcia, P., et
al., 2009); sin embargo, se encuentra también en animales de sangre caliente como
cerdos, gatos, perros, y vacas. Es frecuente la ingesta de este microorganismo debido
a que la carne de las aves principalmente es contaminada con el contenido intestinal
de estas durante su proceso de sacrificio, a este microorganismo se le atribuye el 9 %
de los brotes de ETA’s. (Hernandez, 2016).
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Mecanismo y sintomas
Presenta un periodo de incubacién de entre dos a cinco dias y la enfermedad se
puede extender hasta 10 dias. Se considera que se deben ingerir 10.000 células para
desarrollar la enfermedad; pero algunos estudios muestran que con tan solo 500 se
puede tener malestar, lo que depende del alimento y del estado de salud de la persona
hospedadora (FDA, 2012). Algunos de sus sintomas son: fiebre (en algunas ocasiones
mayor a 40 °C), dolor abdominal y de cabeza, diarrea liquida y de olor desagradable.
La bacteria coloniza los intestinos delgado y grueso, su interaccion con las células
promueve procesos proinflamatorios, ademas, produce dos toxinas: una es
enterotoxina causante de diarrea secretora y citotoxina la cual afecta a algunos tipos
celulares. (Hernandez, 2016). La infeccion por esta bacteria actualemente se
encuentra siendo asociada con el desarrollo del sindrome de Guillain Barré (una
enfermedad autoinmune), debido a que este es desencadenado de una infeccion
pulmonar o gastrointestinal y uno de los agentes desencadenantes mas comunes es

Campylobacter jejuni (Finsterer, 2022)

Presencia en alimentos
El origen en la infeccion humana usualmente es debido al consumo de alimentos de
origen animal como leche cruda, quesos no pasteurizados o carne de ave poco cocida
(Hernandez, 2016). También esta relacionada con la manipulacién de alimentos, por

fallas de proceso o contaminacién cruzada (FDA, 2012).

6.1.7 Bacillus cereus

Es una bacteria con forma de bastdn alargado, grampositivo, con flagelos peritricos.
Puede formar una endospora simple en la posicién central o paracentral sin hinchar el
esporangio y esporula libremente en muchos medios bajo condiciones aireadas al
carecer de nutrientes, lo que le permite sobrevivir periodos largos de carencia
nutricional, y al esporular puede sobrevivir a diferentes factores ambientales como
altas temperaturas, radiaciones y reactivos quimicos. Sus células vegetativas pueden

crecer anaerébicamente (Citado por Portuondo, 2012).

Mecanismo y sintomas
Este microorganismo produce siete tipos de toxina: la cereulida (toxina emética), tres
enterotoxinas (causantes del sindrome emético y el diarreico) y tres fosfolipasas

(Citado por Portuondo, 2012). Tiene un periodo de incubacién de 8 a 22 h al consumir
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la toxina diarreica o de 1 a 8 h para la enterotoxina preformada (Hernandez, 2016). La
toxicidad surge de la toxina preformada, y esta esta relacionada con la presencia de
10° a 108 células (FDA,2012) .La sintomatologia varia de acuerdo a la toxina ingerida,
en el caso del sindrome emético produce sintomas similares a la intoxicacion por
Staphylococcus aureus: naduseas agudas y vomitos; y en cuanto a la diarreica, como
su nombre lo dice, produce diarrea secretora se caracteriza por una perturbacion del
movimiento del agua y los electrolitos a través del epitelio del intestino delgado, este
tipo de toxina no sobrevive a las condiciones estomacales por lo que las células
vegetativas sobreviviente son las que secretan la enterotoxina (Citado por Portuondo,
2012). La muerte por B. cereus es rara, sin embargo, puede traer consigo
complicaciones a largo plazo como insuficiencia hepatica (FDA, 2012).

Presencia en alimentos
Se encuentra principalmente en vegetales crudos y cereales, pero debido a su
capacidad de esporular puede sobrevivir en una amplia gama de alimentos lo cual
requiere mayores medidas para controlar su crecimiento porque después del
tratamiento térmico se eliminan microorganismos competidores (Citado por Portuondo,
2012).

6.1.8 Shigella spp.

Las Shigellas son bacterias con forma de bastoncillo, qgue no tienen movimiento, no
forman esporas y son de tipo Gramnegativo (FDA, 2012). Son cuatro especies, todas
infecciosas: Shigella sonnei, Shigella flexneri, Shigella boydii y Shigella dysenteriae
(Prats y Mirelis, 1998). Shigella es muy susceptible a los cambios de ambiente y
muere muy facilmente, son sensibles al calor por lo que no sobreviven a temperaturas
de coccién, sin embargo pueden sobrevivir y en algunos casos crecer a niveles bajos

de pH como el de algunas frutas y verduras (FDA, 2012)

Mecanismo y sintomas
Shigella produce una infeccion bacteriana aguda llamada shigelosis, esta afeccion
impacta el colon y la parte final del intestino delgado, y se caracteriza por la presencia
de diarrea acompafiada de fiebre, nduseas y ocasionalmente sintomas como toxemia,
vomitos, colicos y tenesmo. En situaciones tipicas, las heces contienen sangre y
moco, lo que se conoce como disenteria (Ramirez, 2001). Son necesarias de 10 a 200
células para comenzar la infeccion y tienen un periodo de incubacion de 8 a 50 horas y

los sintomas tienen una duracion de 5 a 7 dias (FDA, 2012). Una ingerido el
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microrganismo, se debe fijar al intestino delgado (ileon o yeyuno) y multiplicarse; en
esta etapa no se observa ningun fenémeno clinico y los sintomas solamente aparecen

después de gue la bacteria se traslada a través del epitelio (Ramirez, 2001)

Presencia en alimentos

La mayoria de los episodios de shigelosis se originan por la ingesta de alimentos o
agua que han sido afectados por la presencia de heces contaminantes. En el contexto
de los alimentos, el factor primordial de contaminacion suele vincularse con préacticas
deficientes de higiene personal entre aquellos que manipulan los alimentos (FDA,
2012). Las shigelas tienen como unico reservorio al hombre y su dosis infectante
minima es pequefia, lo que permite su transmisién no solo a través de los alimentos,
sino también a través del agua y por contacto directo entre nifios en las guarderias
(Prats y Mirelis, 1998).

6.1.9 Bacterias entéricas oportunistas

Se refieren a un grupo de bacterias gramnegativas: Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Citrobacter, Aerobacter, Providencia, Serratia (FDA, 2012). Todas son bacterias
moviles a excepcion de Klebsiella, mientras que las moéviles estan rodeadas por
flagelos peritricos (Guerrero P., et al., 2014). El ser “Bacterias patégenas oportunistas”
se refiere a aquellas que viven de manera normal en la flora de las personas y/
ambiente que las rodean, sin embargo, causan dafio Unicamente cuando el sistema
inmune se encuentra deprimido y no cuenta con las defensas suficientes (Cisterna, R.,
2007)

Mecanismos y sintomas
Al ser una gran diversidad de bacterias las contempladas en este punto no se tiene un
mecanismo de infeccion en especifico, algunas producen intoxicaciones como
Klebsiella, mientras que otras infecciones como Providencia (FDA, 2012). Estos
microorganismos suelen asociarse a infecciones que adquieren la mayor parte del
tiempo personas que se encuentran internadas en hospitales, sobre todo en neonatos
e inmunodeprimidos (Guerrero P., et al., 2014). La mayoria de las enfermedades que
producen son relacionadas con los temas gastrointestinales, sin embargo, algunas
también son causantes de infecciones de vias urinarias e incluso de piedras en los

rinones (Guerrero P., et al., 2014).
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Presencia en alimentos
Estos microorganismos se encuentran en diferentes areas como tracto intestinal de
animales y humanos, asi como en fuentes de agua contaminadas, sin embargo, es
complicado que sean identificadas por un laboratorio de microbiologia de alimentos
(FDA, 2012)

6.2 Microorganismos de deterioro

Existen ciertos microorganismos que se desarrollan en los alimentos y provocan su
deterioro (cambios en el olor, apariencia, textura y sabor), aunque el consumirlos no
necesariamente provocard una enfermedad (Tabla 1) (Inungaray y Reyes, 2013).
Estos microorganismos son: levaduras, mohos y/o bacterias acido-lacticas y su
aparicion varia de acuerdo a factores intrinsecos como la composicion del alimento,
parametros fisicoquimicos como actividad de agua y pH; y también de factores
externos como: malas practicas de manufactura, fallas en el procesamiento, empaque

condiciones de almacenamiento (Bioser, s.f.).

Tabla 1. Algunos microorganismos de deterioro presentes en alimentos

_ _ _ Alimento en el que se
Nombre Tipo de microorganismo

encuentra

Rhizopus orizae

Hongo (Filamentoso)

Tomate

Aspergillus flavus

Hongo (Filamentoso)

Cereales, cacahuates

Penicillium Hongo (Filamentoso) Citricos
Zygosaccharomyces Jarabes, jamones y
. Hongo (Levadura) )
bailii jaleas
Rhizopus spp Hongo (Filamentoso) Pan
Aspergillus Hongo (Filamentoso) Tortilla
Pseudomonas Bacteria Carne deres y ave

Nota: La tabla muestra ejemplos de microorganismos de deterioro y los

alimentos en los que usualmente se encuentra [Fuente: Tomada y adaptada de

Inungaray y Reyes, 2013].
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7. ADITIVOS ALIMENTARIOS

Se entiende como aditivo alimentario a cualquier sustancia que en cuanto tal no se
consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en
alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adicion al producto con fines tecnolégicos
en sus fases de produccion, elaboracién, preparacion, tratamiento, envasado,
empaquetado, transporte o0 almacenamiento, resulte 0 pueda preverse
razonablemente que resulte (directa o indirectamente) por si 0 sus subproductos, en
un componente del producto o un elemento que afecte a sus caracteristicas (incluidos
los organolépticos). Esta definicion no incluye "contaminantes" o sustancias afadidas

al producto para mantener o mejorar las cualidades nutricionales (COFEPRIS, 2012).

7.1 Conservadores

El ACUERDO por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos,
bebidas y suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias (COFEPRIS,
2012) establece que los agentes conservadores son sustancias o mezcla de
sustancias que previenen, retardan o detienen cualquier alteracion causada por
microorganismos. Los factores de los que depende que un conservador tenga eficacia
en el alimento son: 1. La concentracién de la sustancia quimica, 2. La especie, el
namero y la edad, y los antecedentes de los microorganismos existentes en el
alimento, 3.La temperatura, 4. Momento en el cual se afiade el conservador al
alimento, y 5. Las propiedades quimicas y fisicas del sustrato en el cual se encuentran
los microorganismos (grado de humedad, pH, clase y concentracién de solutos,
tension superficial, y existencia de coloides y otras sustancias protectoras) (Frazier y
Westhoff, 1993).

7.1.1 Antimicrobianos

Hay dos tipos de antimicrobianos: bacteriostaticos y bactericidas. Los primeros,
inhiben el crecimiento y multiplicacion de las bacterias; sin embargo, si el agente es
retirado, las células vuelven a multiplicarse. Mientras que los agentes bactericidas,
inhiben el crecimiento y desencadenan mecanismos dentro de la célula que conducen

a la muerte bacteriana (Cavalieri, S. J., et al., 2005).
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7.1.2 Agentes antimicaéticos, y agentes fungistaticos, agentes inhibidores

de mohos y hongos filamentosos

Los antimicoticos son compuestos que provocan la muerte de la presencia de hongos
actuando a distintos niveles de la célula fungica, mientras que los fungistaticos inhiben

el crecimiento del hongo (Citado por Lépez, 2013).

7.1.3 Agentes de control bacteri6fagos

Son virus que infectan a bacterias especificas provocando su lisis. En la industria
alimentaria se utilizan frente a diversas bacterias patégenas como: Salmonella,
Campylobacter y Escherichia coli O157:H7. Y se afiaden en diferentes etapas de la
cadena de produccién del alimento y con diversos fines, algunos de ellos son:
reduccién de la carga microbiana en animales de granja, descontaminacion de
alimentos, desinfeccion de superficies industriales, aumento de la vida util de los

alimentos y deteccidn de bacterias patégenas (Fernandez, et al., 2020).

7.1.4 Sinergistas antimicrobianos

Se dice que existe un efecto sinérgico de dos agentes conservadores cuando el efecto
observado al mezclarlos es mayor al uso de cada uno de manera independiente
(Barry, 1976).

7.2 Conservadores mas usados

Existe una amplia gama de conservadores que se utilizan actualmente en la industria
alimentaria, de acuerdo a su origen se clasifican en artificiales y naturales; y su uso
depende del costo, la seguridad y que no altere sus cualidades sensoriales, ademas
de la matriz alimentaria al que se agregan (Christian, 2019). A continuacion, se

enlistan los conservadores quimicos mas usados en la industria alimentaria:
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7.2.1 Sorbato de potasio

Es un conservador de alimentos utilizado desde los afios cuarenta como inhibidor de
hongos, levaduras y bacterias. Se ha demostrado que puede retardar toxigénesis de
bacterias como Clostridium botulinum, ademas de controlar a Salmonella, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, también gran variedad de mohos y
levaduras, tales como Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus niger. Se utiliza en una
amplia gama de alimentos como lo son: quesos, productos de panaderia, jugos,
mermeladas, entre otros (Duarte, 2001).

Mecanismo de accién
El mecanismo de accion del conservador depende del tipo de microorganismo al cual
inhibira. El sorbato de potasio tiene diferentes mecanismos de inhibir el crecimiento
microbiano: alteraciones en la morfologia, integridad y funcion de la membrana celular,
inhibicion de funciones de transporte y actividad metabdlica. Cuando un
microorganismo se expone a altas concentraciones de sorbato, su muerte es atribuida
a la generaciéon de agujeros en su membrana. También, disminuye la asimilacion de
sustratos mediante inhibicibn de enzimas indispensables en el transporte,

metabolismo, crecimiento y replicacion (Garcia, 2005).

Condiciones de aplicacion
Segun Duarte (2001), se utiliza en una concentracion minima de 0,3 % en peso para
inhibir el crecimiento de hongos y levaduras. El pH de uso es de maximo 6.5, sin
embargo, su efectividad aumenta al reducir este. Ademas del pH, existen mas factores
que influyen en la actividad antimicrobiana de éste, como la complejidad del alimento
en el que se afade, ya que algunos microorganismos se inhiben a concentraciones
muy bajas y otros requieren concentraciones mas altas para su efectividad, mientras el

sustrato tenga menor actividad de agua, mayor es la del sorbato (Garcia, 2005).

Limites de uso
A continuacion (Tabla 2), se detallan los limites establecidos para Sorbatos por las
entidades mas representativas regulatorias de aditivos en el mundo como lo son la
Unién Europea y el CODEX, asi como como los limites establecidos por México en el

acuerdo de aditivos para las diferentes categorias de alimentos.
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Tabla 2

Limites de uso para el Sorbatos establecidos por distintas legislaciones

| Legislacion
. COFEPRIS | CODEX | UNION EUROPEA
Categoria — — —
Limite Limite Limite

mg/kgoL | mg/kgolL mg/kgo L
Leche, lacteos, derivados 600-3000 | 200-3000 BPF-2000
imitaciones
Carne y derivados 1000 200-10000 BPF-1000
De la pesca y derivados 200-1000 |1000-2000 200-6000
Huevo y derivados * 1000-5000 1000-5000
Aceites y grasas comestibles 1000-2000 |1000-2000 1000
Frutas, hortalizas, leguminosas y sus 500-100 500-1200 20-2000
derivados
Cacao, café, té, y sus derivados * 500-1000 *
Bebidas no alcohdlicas, productos
para prepararlas y productos 1000 500-1000 250-600
congelados de las mismas
cereales y productos de estosy 1000-2000 |1000-2000|  200-2000

arinas de leguminosas

Condimentos y aderezos * 1000 1000
Bebidas alcohdlicas 300 200-500 200
Alimentos preparados * 1000 500-2000
Confiteria * 1500 1000- 1500

Fuente: *No especificado [(Comision Europea, 2011), (Comision Federal para

la Proteccidn contra Riesgos Sanitarios, 2012) y (Organizacién Mundial de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura y Organizacion Mundial de

la Salud, 1995)].

7.2.2 Benzoato de Sodio

Es uno de los conservantes mas utilizados en el mundo, se obtiene principalmente por
sintesis quimica. Se emplea en alimentos acidos como jugos, encurtidos, mermeladas,
entre otros. Es efectivo en la inhibiciébn de levaduras y mohos, principalmente, sin
embargo, también tiene espectro de inhibicion para bacterias en menor medida
(Machorro, 2006). De acuerdo con Luck y Jager (1995), el benzoato de sodio
Unicamente es capaz de inhibir bacterias presentes en concentraciones menores de

0.1 %.
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Mecanismos de accion
Su efecto se debe a que interviene en el sistema enzimatico de los microorganismos.
También tiene accion en la membrana celular ya que interfiere en la permeabilidad, lo

que causa que el contenido celular se acidifique (Leén, 2017).

Condiciones de aplicacion
Este conservador Unicamente es efectivo en medios acidos de pH. Para niveles de pH
de 2.3 a 2.4 se requieren concentraciones de 0.02 a 0.03 % de benzoato de sodio para
prevenir el crecimiento de la mayoria de los microorganismos de fermentacion, y a
rangos de pH de 3.5 a 4.0, se requiere de 0.06 a 0.1 % (Furia, 1998).

Limites de uso
A continuacion (Tabla 3, se detallan los limites establecidos para Sorbatos por las
entidades mas representativas regulatorias de aditivos en el mundo como lo son la
Unién Europea y el CODEX, asi como como los limites establecidos por México en el

acuerdo de aditivos para las diferentes categorias de alimentos.
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Tabla 3

Limites de uso para el Benzoato en diferentes instituciones

Legislacion
Categoria COFEPRIS CODEX UNION EUROPEA
Limite Limite Limite
mg/kg 6 L mg/kg 6 L mg/kg 6 L
Leche, lacteos, derivados e 50-1000 300 300
imitaciones
Carne y derivados 1000 1000 *
De la pesca y derivados * 200-2000 *
Huevo y derivados 1000 1000-5000 *
Aceites y grasas comestibles 1000 1000 *
Frutas, hortalizas, leguminosas y
sus derivados 1000 800-2000 500-2000
Cacao, café, té, y sus derivados * 1500 *
Bebidas no alcohdlicas,
productos para prepararlas y
productos congelados de las 600 250-1000 *
mismas
ﬁer_eales y produptos de estos y 1000 1000 N
arinas de leguminosas
Condimentos y aderezos * 1000 *
Bebidas alcohdlicas 200-1000 1000 *
Alimentos preparados 1000 500-1000 *
Confiteria * 500-1500 *

Fuente: *No especificado [(Comisién Europea, 2011), (Comision Federal para

la Proteccion contra Riesgos Sanitarios, 2012) y (Organizacion Mundial de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura y Organizacion Mundial de

la Salud, 1995)].

7.2.3 Propionato de Sodio

Es un inhibidor de mohos, ya que tiene accion fungicida y antimicotica. utilizado tanto

en la industria farmacéutica como en la alimentaria para humanos y animales (Arias y

Claro, 2006). Principalmente se utiliza en la industria panificadora ya que no interfiere

con la accion de agentes leudantes, sin embargo, también se emplea en otro tipo de

alimentos como tortillas, quesos, mermeladas, helados, postres, entre otros (Ran, s.f.).

Mecanismos de accién

El mecanismo del propionato varia dependiendo del microorganismo, sin embargo, en

todos los casos la inhibicion es a nivel del metabolismo, ya sea por competencia con el

acetato en el sistema acetoquinasa, por el bloqueo de la conversién de piruvato en

acetil-coenzima A, o bien, por la interferencia con B-alanina en la sintesis del &cido

pantoténico (Brock y Buckel, 2004).
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Condiciones de aplicacion
Para que el propionato tenga efecto conservador necesita estar en su forma acida, por
lo cual requiere un pH de entre 5.5 y 6.5 (Ran, s.f.). Su dosificacién varia entre 0.6 % y
0.1 % (Hablemos claro, 2017).

Limites de uso
A continuacion (Tabla 4), se detallan los limites establecidos para Propionatos por las
entidades mas representativas regulatorias de aditivos en el mundo como lo son la
Unién Europea y el CODEX, asi como como los limites establecidos por México en el
acuerdo de aditivos para las diferentes categorias de alimentos.

Tabla 4

Limites de uso para el Propionato en diferentes instituciones

Legislacién
UNION
Cateqoria COFEPRIS | CODEX EUROPEA
9 Limite Limite Limite
mg/kg 6
mg/kg 6 L L mg/kg 6 L
Leche, lacteos, derivados e BPF-
imitaciones BPF (En 3000 BPF
Cereales y productos de estos y ngagrliaass) . 1000-3000
harinas de leguminosas g

Fuente: *No especifico [(Comision Europea, 2011), (Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios, 2012) y (Organizacion Mundial de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura y Organizacién Mundial de
la Salud, 1995)].

7.2.4 Nitrito de Sodio
Ademés de su funcidon conservadora, los nitritos se encargan de la formacién vy

estabilizacion del color rosa caracteristico de los embutidos, su olor y tiene efecto

antioxidante al reducir la rancidez (Citado por Palavencino, 2017).
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Mecanismos de accion

Se ha demostrado que tienen accion inhibitoria en contra de Clostridium botulinum, sin
embargo, tienen una accion limitada en el caso de los demas microorganismos
(Frazier y Westhoff, 1993). También tiene accion contra Clostridium perfringens y
Staphylococcus aureus. Se ha propuesto que impiden el crecimiento bacteriano a
través de la formacibn de compuestos N-nitrosos u oxidantes de enzimas
intracelulares y acidos nucleicos. También se menciona el secuestro del hierro
presente, el cual es esencial para el metabolismo de C. botulinum. Otra de las teorias
es que el nitrito puede limitar el intercambio celular y el transporte de sustratos debido
a gue interfiere con los compuestos de membrana (Citado por Palavencino, 2017).

Condiciones de aplicacion
El efecto que tiene en los alimentos es disminuir la actividad del agua de éstos. El
efecto de los nitritos depende de muchos factores: su efectividad aumenta al disminuir
el pH, potencial 6xido-reduccién, temperatura, presencia de ascorbato y niamero inicial

de esporas (Citado por Palavencino, 2017).

Limites de uso
A continuacion (Tabla 5), se detallan los limites establecidos para Nitritos por las
entidades mas representativas regulatorias de aditivos en el mundo como lo son la
Union Europea y el CODEX, asi como como los limites establecidos por México en el

acuerdo de aditivos para las difetentes categorias de alimentos.

Tabla 5

Limites de uso para Nitritos en diferentes instituciones

Legislacién
UNION
Catedoria COFEPRIS| CODEX EUROPEA
9 Limite Limite Limite
mg/kgéL | mgkgoL mg/kg 6 L
Carne y derivados 156 80 50-185
De la pesca y derivados 150-156 * *

Fuente: *No especifico [(Comisién Europea, 2011), (Comisién Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios, 2012) y (Organizacion Mundial de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura y Organizacién Mundial de
la Salud, 1995)].
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7.3 Tendencias en conservadores

Actualmente existe una clara tendencia en la poblacién hacia lo natural, en virtud a lo
anterior la industria debe adaptarse y hacer los cambios pertinentes, hablando de
aditivos conservadores la principal tarea es reemplazarlos por ingredientes naturales
(Guillen, 2019). EIl término conocido como “Clean label”’, no tiene una definicion
establecida, sin embargo, se puede decir que hace referencia a que la lista de
ingredientes de los alimentos debe ser los mas clara, corta y con ingredientes y/o
aditivos que no sean altamente procesados o de origen quimico/ sintético (Asioli, et al.,
2017).

7.3.1 Conservadores naturales

Se han comenzado a desarrollar conservadores de alimentos hechos a base de
plantas los cuales por su composicion tienen el poder de inhibir el crecimiento de
microorganismos e incluso de evitar reacciones quimicas como la rancidez o
reacciones enzimatica. Dentro de estas caracteristicas es que sean estables al calor y
que no alteren las propiedades sensoriales originales de los alimentos.

Hay diferentes tipos de conservadores naturales, dentro de ellos se encuentran
extractos antioxidantes fendlicos, por ejemplo, los obtenidos de guarand, romero,

orégano, tomillo y canela (Pelayo, 2008; Guillen, 2019).
Bacteriocinas

Las bacteriocinas son producidas durante los procesos de fermentacion de bacterias
acido-lacticas. Estos compuestos tienen mayor efectividad contra bacterias Gram
positivas debido a que solo tienen una capa en su membrana por lo que son mas
faciles de hidrolizar. Pueden ser afiadidos a los alimentos para disminuir la cantidad de
conservador y/o la cantidad de intensidad del tratamiento térmico (Sun, et al, 2011)

Alguno ejemplos son los siguientes: Lacticina y nisina.

Extractos naturales o aceites esenciales

Algunos aceites esenciales son estudiados como nuevos conservadores naturales ya
que tienen una mezcla de ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos y pueden inhibir

diferentes especies de bacterias, dependiendo de su composicion (Seforans, et al,
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2015). “El mecanismo de accién antimicrobiana no esta completamente definido
debido a su variabilidad quimica, aunque se sabe que las bacterias Gram positivas son
mas susceptibles a esos compuestos. Son capaces de desintegrar la pared bacteriana
y su membrana con ayuda de los &cidos grasos que tiene los cuales son los
responsables de cambiar su polaridad” (Citado por Falleh, et al, 2020. La principal
desventaja del uso de estos es que pueden alterar las caracteristicas sensoriales de
los alimentos como aroma y sabor, sin embargo, en la actualidad se encuentran
desarrolldndose nuevas tecnologias como encapsulamiento o uso de biofilms (Falleh,
et al, 2020).

7.3.2 Percepcién de la poblacién con respecto al uso de conservadores

en alimentos

En el 2022, la industria alimentaria tuvo como principal objetivo desarrollar nuevos
conservadores naturales ya que la demanda de los consumidores por obtener

alimentos de origen natural ha crecido cada dia mas (The Food Tech, 2002).

Para efectos de este trabajo se realizd una encuesta de cinco preguntas de opcion
mdaltiple y una pregunta abierta a 150 personas mayores de 15 afios residentes de
diferentes estados de la Republica Mexicana, las cuales respondieron a preguntas
relativas a los conservadores alimentarios y su opinién respecto a ellos (ANEXO 1). El

grueso de edad de la de los aplicantes tiene mas de 45 afios (46.7 % del total).

La pregunta inicial fue en referencia a cudl era su postura respecto al uso de
conservadores sintéticos en alimentos. El 47 % de los encuestados mencion6 que no
confiaban en su uso en alimentos, mientras que el 16 % respondieron que les parecia
una buena opcién para la conservaciéon de alimentos y un alto porcentaje (37 %)
menciond que no tiene conocimiento al respecto a conservadores. Estas respuestas
confirman la tendencia reportada por medios en la que la mayor parte de la gente
rechaza el uso de conservadores sintéticos debido a diferentes factores. La
controversia de si un conservador es dafino se ha tocado en todos los medios de
comunicacion, tanto en foros cientificos como masivos, tales como periddicos, paginas

de internet y redes sociales, los de mayor accesibilidad para las personas.

Asi mismo, se les cuestiond si habian investigado o tienen conocimiento relacionado
con los conservadores naturales y un 66 % respondié que no, pero les gustaria saber
més de ellos, mientras que un 25 % afirmé que les parece la mejor alternativa en la
conservacion de los alimentos. Este término de “Conservacion de los alimentos” ha

tenido aumento en busquedas de Internet de acuerdo con la pagina “Google Trends”
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pasando de su menor cantidad de busqueda con 31 en el mes de diciembre del 2007

hasta su maxima cantidad con 100 en el mes de abril del 2020 (Figura 1).
Figura 1

Grafica de busquedas de “Conservacion de los alimentos”

At g poptl N i pd e

[Tomada de
https://trends.google.com/trends/explore?date=today%205-
y&g=%2Fm%2F02xtq]

Para el caso del término de etiqueta limpia, Unicamente el 10.7 % respondidé que si
habia escuchado sobre éste, y se les preguntd sobre su opinién al respecto, para lo

cual algunos de los comentarios fueron los siguientes:

e “Pues es una buena idea y es una buena iniciativa, aunque creo que
sigue estando en pafiales y habria que regular todo de mejor
manera’”

e “Creo que tiene una gran aceptacion en el mercado por la
posibilidad de tener alimentos mas naturales, con menor cantidad
de ingredientes y eliminar los sintéticos, a mi me gustan”

e “Es mejor para los consumidores”

o “Es informacién clara y comprensible en las etiquetas de los

productos alimenticios”

Una vez obtenidas estas respuestas se realiz6 una busqueda en “Google trends*
referente a la busqueda de la frase “clean label” y sus busquedas se encuentran
estables entre los 5 afios anteriores, se destaca que los paises principales que
realizan la basqueda son aquellos que se encuentran desarrollados, y en su mayoria

aguellos que se encuentran en América del Norte (Figura 2). Esto nos indica que la
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tendencia de etiqueta limpia es de mayor interés en paises con mayor poder

adquisitivo.
Figura 2
Buasqueda de “Clean label” por pais en los dltimos 5 afios
1 Filipinas
2 Singapur

3 Estados Unidos

4 Taiwan

5 Canada

[Tomada de https://trends.google.com/trends/explore?date=today%205-
y&g=clean%20label&hl=es]

7.4 Nuevas tecnologias

De igual manera, ademas de uso de aditivos, existen métodos alternativos de
conservacion de los alimentos que garantizan la eliminacién de microorganismos

presentes en los productos en los que se aplican. Algunos ejemplos son los siguientes:
Altas presiones hidrostaticas

Los alimentos se someten a altas presiones, provocando deformaciones en las
bacterias e incluso eliminan esporas. Las condiciones varian de acuerdo al
microorganismo que se quiere eliminar (Entre 27 MPa a 400 MPa para algunos
patdégenos de importancia). Esta tecnologia es capaz de mantener los nutirmentos,
sabores y aromas, a diferencia de los tratamientos térmicos tradicionales de
conservacion de alimentos. Sin embargo, una de las mas grandes desventajas es que
el costo de aplicacion de este equipo es alto, por lo que requiere una inversion

significativa (Luis, et al, 2001).

La eficacia de esta tecnologia depende de la actividad de agua de los ingredientes, por
lo que es muy conveniente utilizarla en zumos y bebidas, verduras, lacteos, pescados

y mariscos, productos carnicos y platillos preparados del tipo “Listo para consumir”, y
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por el contrario, no es recomendable su uso en alimentos en polvo, frutos secos y
cereales; tampoco es recomendado en productos con aire como pan y pasteles
(Hiperbaric, 2021).

Pulsos eléctricos de alta intensidad

Es un método no térmico para disminuir la carga microbiana de los alimentos que se
refiere al uso de pulsos eléctricos de alta intensidad de micro o milisegundos con una
intensidad de 0,1-80 kV/cm, haciendo que el alimento pase entre dos electrodos
(Bhat, et al, 2018).

Las investigaciones mas amplias sobre el uso de PEF se han centrado principalmente
en alimentos liquidos en lugar de sélidos. Esta preferencia se debe a que los alimentos
liquidos presentan concentraciones elevadas de iones, proteinas, vitaminas,
triacilglicéridos y minerales. Estos componentes actlan como portadores de carga
eléctrica, facilitando un flujo méas eficiente de la corriente eléctrica aplicada durante el
tratamiento del alimento. Es crucial sefialar que esta técnica también se ha aplicado y
puede aplicarse en alimentos solidos, aunque con una eficacia diferente a la

observada en los alimentos liquidos (Vivanco, D, et, al, 2021).
Radiacion

De acuerdo con el “Organismo Internacional de Energia Atomica” 6 IAEA por sus
siglas en inglés, la radiacion o irradiacion de los alimentos es un método que destruye
las bacterias por lo que alarga su vida de anaquel. Es importante resaltar que no utiliza
ningin método de calentamiento, enfriamiento o aditivo (www.iaea.org). Existen tres
tipos de irradiacion a los alimentos aprobados por la  FDA:
Rayos gamma: Emiten isotopos radioactivos de Cobalto 60 o Cesio 137
Rayos “X” : Se reflejan electrones hiperenergéticos de un metal pesado..
Haz de electrones: Se envia un flujo de electrones impulsados por un acelerador de
estos (FDA, 2022).

Algunos de los alimentos que son irradiados en Europa son vegetales como papa,
cebolla y ajo, frutos secos, aves y mariscos (Rossi, L., et, al, 2009) .Los alimentos que
estan permitidos para ser irradiados por la FDA son: Carne de res, ave y cerdo,
crustaceos, frutas y verduras frescas, lechugas y espinacas, semillas para germinar,

huevos, especias y condimentos (FDA, 2022)

Rossi, L., Watson, D., Escandarani, S., Miranda, A., & Troncoso, A. (2009). La radiacién a la

mesa. Revista chilena de infectologia, 26(4), 318-330.
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7.4 Legislacion en materia de aditivos alimentarios

Garantizar que el uso de aditivos por la poblacién mundial sea seguro y no conlleve
ningun problema de salud a corto, mediano o largo plazo, es fundamental. Debido a
esto, el proceso para validar toxicolégicamente un nuevo aditivo es el siguiente:
identificacion quimica y fisica, estudios en animales (toxicidad aguda, subaguda,
cronica), estudios metabdlicos y bioguimicos, estimacion de dosis que carece de

efecto téxico para los animales e Ingesta Diaria Admisible (IDA) (Vifiuela, 2017).

Los aditivos son regulados de acuerdo con legislacion de cada pais o conjunto de
paises como es el caso de la Union Europea. Cada uno tiene la jurisdiccion de aceptar
0 negar el uso de ciertos aditivos, ademés de establecer limites de uso para ellos. Es
importante mencionar que también cuentan con definiciones y clasificaciones que
pueden variar entre si. Otra diferencia notable es la forma en que se identifican segun
el pais, ya que, aunque tienen un nombre genérico, tienen diferentes claves para
nombrarlos.

7.5.1. Legislacion a nivel Internacional

Unién Europea
Los paises de la Unién Europea se rigen por el “Reglamento (UE) No 1129/20117, el
comité que se encarga de evaluar la seguridad de los aditivos es el Comité Cientifico
para la Alimentacibn Humana de la Unién Europea (SCF), ademéas del Comité
Conjunto de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA).

Estados Unidos de América
En el caso de los Estados Unidos de América, el organismo encargado de aprobar el
uso de aditivos alimentarios a nivel federal es la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) y la Agencia de Servicios de Inspeccién y Seguridad Alimentaria

(FSIS) por medio de la “Enmienda de la FD&C sobre aditivos alimentarios de 1958”.

CODEX Alimentarius
La Comisién del Codex Alimentarius desarrollé la “Norma General para los Aditivos

Alimentarios”, con el propésito de tener una norma internacional armonizada, factible e
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incuestionable para el comercio en todo el mundo, en el cual Unicamente se incluyen

aditivos que han sido evaluados por la JECFA (Quiroz, 2004).

7.5.2 Legislacién en México

En México los aditivos son regulados por la Comisién Federal para la Proteccion de
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), en especifico el area designada para la regulacion
de aditivos es la Comision de Evidencia y Manejo de Riesgos (CEMAR) por medio del
“ACUERDO por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos,
bebidas y suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias” publicado el 16
de julio de 2012 (D.O.F. 16 de mayo de 2016), en adicion, los cambios no publicados
en el DOF y que estan vigentes, se encuentran en la pagina web de COFEPRIS
(https://iwww.gob.mx/cofepris).

El punto decimocuarto del Acuerdo de Aditivos (2012) establece que “Podran
modificarse (por ejemplo, cambio o adicion de nuevos aditivos, exclusion de aditivos,
asi como extensiones de uso, clases funcionales y/o tecnolégicas, categorias o limites
de uso, entre otros) periddicamente en los términos que establecen los articulos 11,
13, 22 y 205 del RCSPS o a peticién de cualquier interesado, de conformidad con el
articulo 208 del RCSPS, o cuando se proporcionen a la Secretaria las evaluaciones y
aprobaciones del JECFA, el Codex Alimentarius, la Unién Europea y/o de los Estados
Unidos de América” De conformidad con el Articulo 662 del RCSPS (1992), los

requisitos para la autorizacion de un nuevo aditivo, son:

l. Nombre quimico y sinbnimo mas conocido, si se trata de una sustancia
quimica o género y especie, si se trata de un producto derivado de un
vegetal o animal.

Il. Cuando proceda, féormula quimica condensada y estructural, si se
conoce

Il. Justificaciéon de su funcién tecnoldgica.

V. Estudios; toxicoldgicos de origen nacional o extranjero, a corto y largo
plazo en los que se incluya la DL50 en animales mamiferos de
laboratorio y la ingestion diaria admisible para evaluar su inocuidad,
especialmente en relacion con el cancer.

V. Los métodos analiticos para determinar su identidad, pureza y
contaminantes, tanto en el aditivo como en los productos a que se

destine.
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VI. Productos en que se propone su empleo y proporcién, de manera que

ésta, no rebase los margenes de seguridad.
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8. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y CONCENTRACION
MINIMA BACTERICIDA

De acuerdo con lo citado por Honra (2005) la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
se refiere a la minima concentracion de antimicrobiano (expresada en ug/mL) que
inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de incubacion
a 37 °C, mientras que la Concentracién Minima Bactericida (CMB) se define como la
minima concentracion del antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de los
microorganismos viables después de un tiempo determinado de incubacién

(generalmente en 24 horas).

Para conocer y calcular ambas concentraciones se emplean procedimientos en los
que la bacteria y el antimicrobiano se mezclan en un medio de cultivo, a estos
métodos se les conoce como: pruebas antimicrobianas. Ambas tienen cifras muy

cercanas entre si, generalmente varian en una o dos diluciones (Picazo, 2006).

8.1 Pruebas antimicrobianas

Los estudios de sensibilidad antimicrobiana son importantes para conocer las
tendencias de resistencia en los microorganismos de importancia clinica y para definir

politicas de uso de antimicrobianos (Martinez, 2003).

Para lograr estandarizar de mejor manera el proceso y tener mejor control de calidad,
es recomendable utilizar una cepa control ATCC (American Type Culture Collection,
por sus siglas en inglés), recomendadas por el Comité Nacional de Normas de
Laboratorios Clinicos de Estados Unidos de América ya que se conoce su patron de
sensibilidad y resistencia (Taroco, et al., 2006).

8.1.1 Difusion en agar

También llamada técnica de Bauer y Kirby, es una prueba de tipo cualitativa que
detecta qué tan sensible es una bacteria ante un agente antimicrobiano. Esta disefiada

y estandarizada para bacterias de crecimiento rapido (Herrera, 1999).

Segun Picazo (2006), al afiadir los discos de papel impregnados con antimicrobiano en
la caja Petri con agar inoculado, el antimicrobiano se difunde en el agar formandose un
gradiente de concentracion. Tras el tiempo de incubacion, los discos aparecen

rodeados de zonas de inhibicion que variaran de tamafio segun la eficacia del
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antimicrobiano. “La concentracién de antibidtico en la interfase entre bacterias en
crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se aproxima
a la concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucion” (Picazo,
2006).

Metodologia

Los in6culos deben estandarizarse a un valor de 0.5 en la escala de McFarland para
aplicarse dentro de una caja Petri con agar Mueller-Hinton (MH) solidificado con un
pH entre 7.2 y 7.4 medido a temperatura ambiente, con la finalidad de obtener una

concentracién de alrededor de 1.5x108 bacterias/mL (Herrera, 1999)

La técnica de inoculacion sera hisopado en la superficie con el fin de lograr un
crecimiento confluente, posteriormente se deben colocar los discos con el
antimicrobiano impregnado en un plazo no mayor a 15 minutos y sin colocar més de
cinco discos por placa. Se procede a la incubacion de los cultivos a una temperatura
de 35 °C a 38 °C por maximo 18 horas (Taroco, et al., 2006) y para los casos de
Staphylococus spp y Enterococcus spp no mas de 24 horas (Herrera, 1999) (ver
Figura 3).

Figura 3
Esquema de técnica de difusién en agar

PLACA PREPARADA DESPUES DE INCUBACION

Incubacién
—_—
~24 h

Sin crecimiento
bacteriano (Zona de

Discos con Agar con bacteria inhibicién)

o hisopada en placa Crecimiento
antimicrobiano s bacteriano

Nota: Esquema de placa de agar de difusion antes y después del proceso de

incubacién [Fuente: Tomada y traducida de Wetlab, s.f.]
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Interpretaciéon de resultados

Se deben medir los didmetros de los halos de inhibicion (incluyendo el disco) con
ayuda de una regla o Vernier, asegurandose de que la caja se encuentre
suficientemente iluminada por luz transmitida y medir siguiendo una vertical directa
para evitar errores. En el caso de Staphylococcus spp 0 Enterococcus spp. cualquier
desarrollo en el halo indica que la bacteria es resistente al agente que se probd.
Existen algunas excepciones a esto como algunas cepas de Proteus spp que debido a
su movilidad suelen tener el fenédmeno de velo de invasién o “swarming” o algunos
antibioticos producen un efecto “niebla” por lo que en el primer caso se debe ignorar el
efecto y en el segundo no considerar en la lectura un crecimiento del 20 % o menos
del desarrollo total (Sacsaquispe y Velasquez, 2002). En el caso de que no se

presente un halo, se debe reportar el diametro del disco en mm (Herrera, 1999).

La sensibilidad de la cepa es reportada como: sensible (S), intermedio (I), o resistente

(R) como se sefiala en la Tabla 6 (Taroco, et al., 2006).

De acuerdo con la tabla, un microorganismo sera altamente sensible (S) si con
concentraciones bajas del antimicrobiano [c] se inhibe la CMI= [c] y el didmetro de
inhibicibn sera el diametro mayor [D]. Por otro lado, un microorganismo va a
considerarse resistente (R) si en el intervalo de [c] y la concentracion mas alta del
antimicrobiano [C] logra tener un crecimiento, por lo que CMI esta por encima que [C]
y el didmetro del halo de inhibicion [DHI] serd menor al diametro del pot [d].
Finalmente, un microorganismo sera intermedio cuando la CMI se encuentra entre [c] y
[C] por lo que el didmetro de inhibicion serd mayor o igual a d, pero menor a D

(Sacsaquispe, 2002).
Tabla 6

Categorizacion de valores para difusion en agar

Concentracion Minima Diametro del halo de
Categorias Inhibitoria (mg/L) inhibicion (mm)
S CMl=<c DHI =D
R CMI>C DHI < d-
I c<CMIsC d<DHI>D

[Tomado de Sacsaquispe, 2002].
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Ventajas y/o desventajas

Se considera que es una prueba rapida, practica y reproducible (Citado por Bernal y
Guzmén,1984). Es el método recomendado por el NCCLS de Estados Unidos de
Ameérica para determinar la sensibilidad antimicrobiana frente a antimicrobianos
(Picazo, 2006). Ademas, su costo es bajo y sus resultados son facilmente
interpretables, sin embargo, debido a ello, la principal desventaja que presenta es que
sus resultados son cualitativos; otra desventaja es que esta técnica no es aplicable

para microorganismos de crecimiento lento (Herrera, 1999).
8.1.2 Dilucién en agar

Es una técnica de dilucion de tipo cuantitativa en la que se incorpora el antimicrobiano
a evaluar a un medio con agar, normalmente es MH. Se trata de exponer a las cepas
de interés a diferentes concentraciones de antimicrobianos, en una serie de placas de
agar cada una con una concentracion de antimicrobiano conocida y analizar su

crecimiento (Picazo, 2006).
Metodologia

Se prepara el medio y una vez que se encuentre a una temperatura de 50 °C se afiade
el antimicrobiano (habitualmente en proporcion de 1:20), posteriormente es vertido en

placas de Petri y se deja solidificar (Picazo, 2006).

Para el proceso de siembra se emplea un “Inoculador de Steer” el cual es una placa
de metal de 32 pozos y una lamina de metal con 32 proyecciones para ser tomadas,
se inocula el microorganismo estandarizado a 0.5 en la escala de McFarland (Herrera,
1999). Cada proyeccion tiene alrededor de 5 mm de diametro y deja un volumen de 1
a 2 pL que contiene aproximadamente 10* UFC/mL , se inoculan las series de placas
de menor a mayor concentracion de antimicrobiano, es importante tener un control y
sembrar una placa sin antimicrobiano para comprobar la pureza de estos y tener un
cultivo fresco. Posteriormente se incuban a 35 °C durante 16 a 20 horas y se procede

a su lectura (Picazo, 2006) (Figura 4)
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Figura 4

Placa con técnica de dilucion en agar.

Nota: Placa de dilucion en agar después de incubacion [Fuente: Solis, 2004]
Interpretacién de resultados

Se considera como CMI a la menor concentracion que inhibe completamente el
crecimiento, sin considerar la aparicion de alguna colonia aislada o de un halo tenue
debido al propio inéculo. Si se observan colonias o flancos de crecimiento en
concentraciones superiores a la CMI, se debe comprobar la pureza del inéculo para
descartar una contaminacion; en caso de ser confirmada, el estudio debera repetirse
(Picazo, 2006).

Si la cepa crece en la superficie del medio de cultivo, se reporta como resistente. Por
el contrario, si no crece, se reporta como sensible (Herrera, 1999)

Ventajas y/o desventajas

Una de las ventajas que este método presenta es que pueden estudiarse una gran
cantidad de microorganismos a la vez ya que cada replicador permite inocular entre 32
y 36 organismos diferentes (Picazo, 2006). Ademas, estas pruebas son reproducibles
en sus resultados y los microorganismos no exigentes crecen con facilidad (Cavalieri,
S. J., et al., 2005).

La cantidad de tiempo invertido es una de las desventajas, ademas de que tiene un
corto tiempo de almacenamiento. Por esto, el método no se realiza en laboratorios
clinicos, sino en laboratorios de investigacion y regionales de referencia (Cavalieri, S.
J., etal., 2005).
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8.1.3 Macrodiluciéon en caldo

Se deriva de los métodos de “dilucién”, fue estandarizado en los afios 70 por el
Estudio Cooperativo Internacional y posteriormente por el NCCLS (Taroco, et al.,
2006). De acuerdo con Taroco y otros (2006): “consiste en exponer a las cepas a
estudiar a diferentes concentraciones de antimicrobianos, en diluciones a la mitad y

observar el crecimiento de los microorganismos para luego definir la CIM” (Figura 5).

Figura 5

Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y de la

concentracién minima bactericida (CMB) por medio de macrodilucién en caldo.

AB AB ABW [AB] ] C 3 :mggl

UUUHUUU

O-O-0-0

CcBM

Relacion entre los puntos de quiebre (“break
point”) y elhalo de inhibicion en la técnica de
Antibiograma.

Log 2
CciM

Breakpoint
1

Breakpoint |.
2

; y Diam. halos
R I 1 1 s enmm

Nota: Esta figura representa graficamente la técnica de macrodilucién en caldo,
tomando en cuenta que AB es el agente antimicrobiano. [Fuente: Tomado de
Taroco, et al. (2006)].

Metodologia

Por cada antimicrobiano/microorganismo se emplea una bateria de tubos con
aproximadamente 1 mL de caldo Miuller-Hinton (Taroco, et al., 2006). Taroco y otros
(2006) sefialan: “Se colocan 2 ml de solucion de antibidtico en el primer tubo de la
serie de diluciones. En cada uno de los tubos restantes se afiade 1 mL de caldo MH.
Con una pipeta estéril se transfiere 1 ml del primer tubo al segundo. Después de
mezclar el contenido del segundo tubo, se transfiere 1 mL con una pipeta diferente (en
esta transferencia y en todas las sucesivas) al tercer tubo”. El ultimo de los tubos sera

el control sin antimicrobiano (Picazo, 2006).
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Se debe estandarizar el indculo ajustando la turbidez a una concentracion de 10° la
10¢ UFC/mL (Taroco, et al., 2006). Se afiade 1 mL de este a cada tubo con
antimicrobiano y medio de cultivo (Sin dejar pasar mas de 15 minutos posteriores a la
estandarizacién). Cada tubo debe tener un volumen minimo de 1 mL, posteriormente

ser agitado e incubado a 35 C por 16 a 20 horas (Cavalieri, et al., 2005)
Interpretaciéon de resultados

Tras el tiempo de incubacion, se determina que la CIM es la del tubo al que se inhibi6é
el crecimiento del microorganismo por observacion directa sin ayuda de aparato éptico
(Cavalieri, et al., 2005). Para obtener la CMB, de aquellos tubos en los que no se
observe crecimiento, se extraen 10 pL y se inoculan en el medio de cultivo
enriguecido, se incuba de 16 a 20 horas y luego se cuentan las colonias que crecen 'y

esto se refiere al conteo bacteriano del indculo inicial (Herrera 1999).
Ventajas y/o desventajas

Picazo (2006) considera que la metodologia es muy engorrosa, porque se usa mucho
material, ademas de requerir muchas manipulaciones, pero se controlan mejor las

variables técnicas.
8.1.4 Microdilucién en caldo

Sigue el principio de la macrodilucion, sin embargo; existen dos diferencias
significativas: el empleo de placas de microtitulacion y la necesidad de hacerlo por
duplicado (Picazo, 2006).

Metodologia

La cepa para estudiar se prepara con las mismas condiciones y con los mismos
controles que la macrodilucion (Citado por Herrera, 1999). Se realiza en placas de
microtitulacién que tienen 96 pocillos (12 mm x 8 mm) (Castafio y Ramirez, 2009).
Cada pocillo de esta placa representa uno de los tubos del método de macrodilucion y

su volumen total suele ser de 100 uL (Picazo, 2006).

Se deben incubar a 35°C por 16-20 horas evitando apilar mas de 4 placas. Para
prevenir la deshidratacion de los paneles se deben tapar con: un sello plastico, una

funda plastica o tapa (Cavalieri, S. J., et al., 2005).
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Interpretaciéon de resultados

Se realiza de la misma forma que la macrodilucion; pero debido al tamafio, la
interpretacion se facilita al observar el crecimiento del control positivo como referencia
los cuales presentan una clara turbidez o un boton de al menos 2 mm de diametro
(Figura 6), si es necesario limpiar la parte inferior de la placa se puede hacer con papel
absorbente (Picazo, 2006). También se puede afiadir bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5- difeniltetrazolio (MTT), la formacién de un precipitado insoluble (formazan)
en forma de cristales violeta evidencia la actividad metabdlica de las células vy, por lo

tanto, la existencia de células vivas (Castafio y Ramirez, 2009).

Figura 6

Interpretacién de resultados de microdilucién en caldo.
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O
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Control calidad antibiético

©Emery Pharma

Nota: Esquema de interpretacion de resultados para placa de microdilucion

[Fuente: Tomada y traducida de ©Emery pharma, s.f.]
Ventajas y/o desventajas

La NCCLS recomienda la microdilucion en placa caldo a la macrodilucién (Picazo,
2006). La ventaja sobre los métodos de difusion radica en un aumento de la
sensibilidad para cantidades pequefias; permite diferenciar entre un efecto bactericida
0 bacteriostatico (Castafio y Ramirez, 2009); ademas, son facilmente integrables en
sistemas semiautomaticos de lectura e interpretaciéon de resultados, pero su costo
incrementa bastante (Taroco, et al., 2006), otra de las desventajas es que esta técnica

consume una gran cantidad de tiempo y trabajo (Citado por Herrera 1999).
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8.1.5 Epsilon test (E test)

Es un método de tipo cuantitativo (Taroco, et al., 2006). Su descripcion es reciente y
representa una combinacion entre el método de difusion en disco y la dilucién en agar
(Rey, 2008). Consiste en una tira de plastico no poroso de 6 cm de largo por 5 mm de
ancho que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15
diluciones. Su principio se asemeja a la técnica de difusién en disco; sin embargo, en
este método se puede realizar una lectura directa para determinar la CMI (Taroco, et
al., 2006).

Metodologia

Para la preparacion previa se utiliza agar sangre con una base de agar MH, HTM o
chocolate suplementado y 5 % de sangre de caballo o cordero (Citado por Herrera
1999), o bien, se puede emplear agar MH Unicamente (Taroco, et al., 2006) Para el
indculo se resuspenden colonias del microorganismo a estudiar en agua destilada y se
ajusta a 3 en la escala de McFarland (Rey, 2008). En cuanto a las tiras deben
atemperarse a temperatura ambiente por o menos tres minutos antes de usarse ya
gque su almacenamiento es a menos de 20 °C, deben estar protegidas de la humedad

en todo momento (Taroco, et al., 2006).

Posteriormente, se inocula el microorganismo por el método de extensién en placa con
ayuda de un hisopo y se colocan las tiras en posicion radial (no mas de 6 por placa)
(Aracil, et al., 2009). Es importante dejar secar este de 10 a 15 min para asegurar que
la superficie de agar estard completamente seca, que toda la tira se encuentre en
contacto con el agar y que no se deben mover las tiras una vez que han sido

colocadas, debido a que la difusién del antibiético es muy rapida (Taroco, et al., 2006).

Finalmente se incuban las placas de acuerdo a los requerimientos 6ptimos de la cepa
en estudio, generalmente durante 16 a 20 h a 37 °C y se procede a la interpretacion de

resultados (Taroco, et al., 2006).
Interpretacion de resultados

Tras la incubacion se forma un area de inhibicion eliptica, en la que la CMI puede
interpretarse directamente (Rey, 2008). El proceso de lectura se debe realizar muy

cuidadosamente, se puede realizar con lupa (Citado por Herrera, 1999).
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Figura 7

Lectura de resultados de E-test
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Nota: Prueba de E-test finalizada [Tomada de Coyle, 2000]

La CMI es aquella que se encuentra en la interfase de la elipse (Figura 7) (Citado por
Herrera, 1999). Si se observan sombras o crecimiento de colonias pequefias en el
punto de corte, se considera que la CMI es la concentracién inmediatamente superior
(Aracil, et al., 2009).

Si no se observa la elipse de inhibicion debido a que hay crecimiento a lo largo de toda
la tira, la CMI se informara como superior al valor maximo de la escala de lectura, por
el contrario, si la elipse se encuentra por debajo de la escala se informa como inferior

al valor minimo de la escala de lectura (Picazo, 2006).
Ventajas y/o desventajas

El E-test ha hecho mas facil y eficiente la determinacion de la CMI, ademas de abarcar
una amplia gama de microorganismos desde los no exigentes hasta los que tienen
requerimientos especiales como los anaerobios, o levaduriformes (Citado por Herrera,
1999 y Rey, 2008).

Sus resultados son altamente reproducibles; sin embargo, ofrece valores de CMI
ligeramente superiores a los otros métodos (Picazo, 2006) también su costo es mas
elevado en comparacion con otras técnicas por lo que su uso se puede ver limitado
(Martinez, 2003).
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8.1.6 Métodos automatizados

Existen diferentes métodos automatizados de antibiogramas que cada vez mejoran
mas e, incluso permiten dar resultados el mismo dia, estos incluyen métodos de

lectura digital, moleculares, sistemas informaticos, entre otros (Martinez, 2003).

Martinez (2003) menciona que entre los métodos existentes se encuentran: VITEK 2
System (bioMérieux-Vitek, Hazelwood, EE.UU.), WalkAway System (Dade Behring
Inc., EE.UU.), Phoenix Automated Microbiology System (BD Biosciences EE.UU.), o
Sensititre ARIS. Entre ellos se presentan diferencias como la rapidez, confiabilidad y
sensibilidad de los resultados ademas de los costos que conlleva el mantenimiento,
necesidad de algun software especifico con capacidad de controlar mecanismos

intrinsecos y adquiridos y su control de calidad (Bonvehi et al., 2005).
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9. CONSIDERACIONES EN LA ELECCION DE CONSERVADOR PARA
UN PRODUCTO ALIMENTICIO

Una de las decisiones a tomar al desarrollar un nuevo producto es la adecuada
seleccién de los ingredientes y aditivos se usaran. En el caso particular de los

conservadores se deben tomar en consideracion varios aspectos:

9.1 Caracteristicas intrinsecas
Todos los alimentos presentan ciertas caracteristicas fisicoquimicas que influyen en
la facilidad de que un alimento desarrolle microorganismos patégenos o indicadores

dentro de éste. Dentro de los principales son:

pH
El pH de un alimento determina qué tan propenso es el alimento al desarrollo de
microorganismos, mientras los valores estén cercanos al neutro, crecerdn con mayor
facilidad. Cuando el pH sea menor a 4, no habra crecimiento ni de indicadores ni

patdgenos (Leyva, V. et al., 2011).

Actividad de agua
Se refiere al agua disponible o no ligada de los alimentos, los microorganismos se
desarrollan a los valores mas cercanos a 1 (0.9993 - 0.9998) a medida que hay menor
agua disponible, disminuye la probabilidad de que los microorganismos se desarrollen
en él (Leyva, V. et al., 2011).

Humedad
La humedad presente en un alimento suele ser un indicador de su estabilidad, ya que
existe una relacion, aunque no perfecta, entre el contenido de agua en los alimentos y
su capacidad de deterioro. Altos niveles de humedad aceleran los procesos de
degradacion hidrolitica de los componentes de los alimentos y favorecen el

crecimiento de microorganismos (Luna, 2014)

Composicion de Macronutrientes
Existen alimentos mas vulnerables al deterioro debido a la composicion de
macronutrientes que contiene. La carne y el pescado son un ejemplo de ellos debido a
que tienen un alto contenido de proteinas y agua. Una clasificacion facil para los
alimentos es la de: Perecederos (Aquellos que pierden sus cualidades organolépticas

antes de 48 horas), semi-perecederos (Duran mas de 48 horas y hasta 3 meses) y no
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perecederos (vida Gtil de mas de 3 meses) (Salvatierra I. M., 2019). Algunos ejemplos
de alimentos perecederos son: Aquellos compuestos total o parcialmente de leche,
productos lacteos, huevos, carne, aves de corral, pescado 0 mariscos, o0 de
ingredientes que permitan el crecimiento progresivo de microorganismos (Comisién de
Codex Alimentarius, 1995).

9.2 Caracteristicas extrinsecas

Proceso
El proceso del nuevo producto determinante para eliminar microorganismos o bien,
promover el crecimiento de microorganismos de interés. Por ejemplo, el freido u
horneado son puntos que, si se realizan de la manera adecuada, pueden eliminar los
microorganismos vegetativos que pueden tener, si el producto no se expone a posibles

contaminaciones como el manejo manual de este.

Igualmente, existen pasos del proceso dedicados a reducir la carga microbiana como
la pasteurizacién, radiacion, altas presiones hidrostaticas y Pulsos eléctricos de alta
intensidad, siendo los Ultimos tres tecnologias que requieren de un equipo
especializado costoso, por lo que requiere inversion inicial si quieres utilizarlos en un

nuevo producto.

Empaque

Los empaques ayudan a reducir al minimo el riesgo de contaminacién y protegerlo del
posible desarrollo de microorganismos una vez que estén procesados. La eleccién de
un empaque adecuado es un paso de suma importancia para evitar el deterioro del
alimento, ya que dependiendo de la matriz (animal, vegetal, lacteo, grasas, etc) es el
tipo de material 6ptimo para contenerlos. Algunas de las cosas mas importantes a
tomar en cuenta son: Factores climaticos, contaminacion (microorganismos, plagas,
etc), tipo de manupulacion, composicion quimica del producto, etc. (Axtell, B., & Oti-
Boateng P., 1998).

Inocuidad
Uno de los puntos mas importantes en los procesos alimentarios son los
prerrequisitos, los cuales “se refieren al control de aspectos que pueden suponer un
peligro y afectar a la seguridad alimentaria en todas o al menos varias de las etapas

del proceso productivo” cada establecimiento decide cuales son sus prerrequisitos de
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acuerdo con su proceso. Un ejemplo de ellos es el Plan Maestro de Limpieza o

Buenas practicas de Manufactura (Mena, M., 2014).
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10. DISCUSION

Se realizé una busqueda bibliografica de las siguientes palabra clave en espariol:
“Conservadores alimenticios” y “Concentracién minima Inhibitoria” y en inglés: “Food

” o«

preservative” “Minimum Inhibitory Concentration” de articulos escritos a partir de afio
2019, para identificar las tendencias en el uso de conservadores, asi como la

metodologia empleada para corroborar su efecto inhibitorio.

De la basqueda anterior, se revisaron 30 publicaciones cientificas en inglés y espafiol
en los que se encontraron los dos métodos mas utilizados para estimar la
concentracion minima inhibitoria de un posible conservador alimenticio, como se
muestra en la Tabla 7. Las citas completas de dichos articulos se encuentran en el
Anexo 2.

Tabla 7

Metodologias utilizadas para la estimacion de CMI en 30 publicaciones

cientificas seleccionadas. (Periodo de publicacion 2019-2023).

Metodologia utilizada No. De Articulos Porcentaje
Macrodilucién 5 16.6%
Difusion en disco 13 43.3%
Microdilucion 12 40%

Fuente: Elaboracion propia

De igual manera, de esa seleccion de publicaciones se revisaron cuales son las
tendencias que actualmente se estan siguiendo en el tipo de conservadores

desarrollados por la ciencia y los resultados fueron los siguientes:

Tabla 8
Conservadores evaluados en 30 publicaciones cientificas seleccionadas.
(Periodo de publicacion 2019-2023).

Tipo de Conservador No. De Articulos Porcentaje
Quimico 2 6.7%
Aceite esencial 9 30%
Extracto natural 5 16.7%
Péptidos 1 3.3%
Bacteriocina 2 6.7%

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla 8 se puede observar el claro apego a las tendencias mencionadas
anteriormente, ya que alrededor del 93 % de los conservadores estudiados son
referentes a los naturales ya que solo 2 de los 30 articulos revisados son enfocados a
conservadores de origen quimico. Esto también se puede asociar a que los
conservadores quimicos fueron estudiados en las décadas de los 50, cuando se volvié
més habitual su uso en la industria alimentaria y alrededor de 1980 comenzé el
revuelo por su uso, ya que comenzaron a ser calificados como “peligrosos” (Luruefia,
2019). recalcando que un total de 7 de los 14 articulos referentes a extractos o aceites
esenciales, se refieren al “encapsulamiento” o “nano encapsulado” con el fin de
minimizar la principal desventaja que representa el uso de este tipo de compuestos
frente a los mas utilizados, la cual se refiere a que su uso altera las caracteristicas
sensoriales de la matriz en donde se esta aplicando.

Como resultado de esta revision se observd que 24 de los 30 fueron enfocados en la
inhibicion de bacterias patdgenas, 4 Unicamente a hongos y 2 a hongos y bacterias. Es
importante resaltar que en los articulos se realizaban pruebas de CMI a varios
microorganismos, en total 14 diferentes microorganismos o grupo de ellos (Tabla 9),
principalmente para Staphylococcus aureus y Escherichia coli, los cuales son
importantes indicadores de contaminacion de producto por mala manipulacién de

estos.

52



Tabla 9

Microorganismos contra los que se realiz6 CMI de conservadores evaluados en
30 publicaciones cientificas seleccionadas. (Periodo de publicacion 2019-
2023).

Nombre del microorganismo o grupo de microrganismos No. de Menciones

Staphylococcus aureus 17

Escherichia coli 14

Entéricas oportunistas

[
o

Listeria spp

Salmonella spp

Hongos

Pseudomonas spp

Bacillus cereus
Otros

Shigella spp

Vibrio spp

Enterobacter sakazaki

Bacilus subtilis

R == |NN MOl O|lO|LO

Clostridium perfingens
Fuente: Elaboracion propia.
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11. CONCLUSIONES

Existe un método para conocer la Concentracion Minima Inhibitoria dependiendo de
las necesidades especificas de cada autor, ya que no se tiene limitacion de
metodologias para comprobar la efectividad de un conservador.

Hay una clara tendencia en el uso de conservadores de origen natural y la mayoria de
los articulos investigados basados en aceites esenciales y extractos naturales se
orientan a procesos de encapsulacion para disminuir el efecto en el perfil de sabor de
los productos alimenticios en los que se aplican, sin embargo, en cada uno de los
articulos y trabajos cientificos consultados, se utiliza un método para conocer la
Concentracion Minima Inhibitoria.

Es importante mencionar que a pesar de que las metodologias para conocer la
Concentracion Minima Inhibitoria han avanzado de manera significativa y existen
nuevas tecnologias, sin embargo, la mayoria de los investigadores aun utilizan las
metodologias de difusion en disco y macro dilucién, debido a que son un método claro,
confiable y econdmico a diferencia de otros métodos.

A partir de la revision bibliogréfica realizada se observa que la industria de los
conservadores se encuentra en constante cambio, adaptandose a las necesidades y
tendencias del mercado.

Referente a los microorganismos, los mas mencionados son aquellos que se
encuentran naturalmente en los humanos, no necesariamente los que representan un
problema grave de salud, pero si los mas comunes de encontrar por fallas en la
aplicacion seguimiento de sistemas de inocuidad.

Con la informaciéon recopilada se conocieron todos los factores que influyen en la

eleccion de un conservador como lo son tendencias, metodologias de efectividad,
legislacion, tipo de alimento y microorganismos para inhibir.
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13. ANEXOS

ANEXO 1.

Resultados de la encuesta realizada a 150 residentes de la Republica Mexicana

1.-éCual es tu edad?

= 15-25
m26-35

46.7,47%

36-45

W46 0 mas

2.-¢Qué opinas de los conservadores
sintéticos alimentarios?

B Me parece buena opcion
para laconservacion de los
alimentos

m No sé, no tengo
conocimiento respectoa ellos

No confio mucho en los
conservadores sintéticos

67



3.-éHaz escuchado o investigado algo
respecto a los conservadores naturales?

m Si, son la mejor alternativa para
afiadir alos alimentos

B No, pero me gustaria saber mas

sobreellos

1 Si, pero no los considero
seguros paralos alimentos
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4.-Si te dieran a elegir entre
conservadores naturales o sinteticos,
¢Cual prefieres? Si te dieran a elegir entre
conservadores naturales o sinteticos,
¢ Cual prefieres?

M Sintético
m Natural

© Ambos estan bien

5.-éHas escuchado hablar del término
"Clean Label"?

M Si
B No
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