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Resumen:

El presente trabajo establece algunos puntos de relevancia para la industria
alimentaria, mediante el estudio del uso de proteinas vegetales y aceites esenciales
en combinacion. Esta investigacion establece la necesidad de ayudar y contribuir con
el aporte de conocimientos en el area de los recubrimientos comestibles
conformando su uso asi como la sustitucion de los materiales sintéticos que inciden
en la salud del consumidor y el medio ambiente. Son descritos los métodos de
formulacion y formacion de peliculas comestibles hechas a base de proteinas
vegetales. Se utilizd el método de conteo en placa para evaluar el comportamiento
antimicrobiano en las peliculas comestibles. Los resultados de la capacidad
antimicrobiana de las peliculas comestibles combinadas con antimicrobianos de
origen natural (timol, carvacrol y cinamaldehido) en interaccion con bacterias tanto
Gram positivas como Gram negativas (Escherichia coli, Salmonella sp., Kllebsiella
sp. y Staphylococcus aureus), fueron variables tanto en inhibicibn como en la no
inhibicion, concluyendo que son E. coli y Salmonella sp. sensibles a la presencia de
carvacrol y cinamaldehido en peliculas comestible, en contraste con Staphylococcus
aureus y Klebsiella sp. que fueron resistentes a las peliculas adicionadas con
antimicrobianos en las tres variantes. Las 4 bacterias fueron escogidas por la
relevancia actual que presentan en la salud de los consumidores esto para
determinar si la implementacién de estas peliculas comestibles es factible en el

procesamiento de alimentos.



1. INTRODUCCION

Todos los alimentos sufren un proceso natural metabdlico que causa que
estos tengan una apariencia indeseable para el consumo humano debido a los
cambios en sus caracteristicas sensitivas. La comida deteriorada deberia ser segura
para comer, es decir, no deberia causar enfermedades porque no hay patégenos o
toxinas presentes pero los cambios en la textura, olor, sabor o apariencia los hacen
ser rechazados. Esto es atribuido, segun los ecologistas, a los microorganismos
degradadores que al producir un olor desagradable repelen animales grandes, de
este modo los recursos alimenticios se los guardan para ellos. Se pueden plantear 3
puntos a abordar para poder entender estos comportamientos, que desde siempre

han repercutido en el consumidor, pero también en el medio ambiente:

Primero, la mala conservaciéon de los alimentos o el desdén por no conservarlos de
forma adecuada. Para poner en perspectiva la relacién existente entre la produccion
de comestibles con el deshecho de estos, en 1995 el Servicio de Investigacion
Econdmica del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA, 2005)
estimé una pérdida mayor a 43 millones de toneladas de comida en Estados Unidos
por comerciantes, servicios de comida y consumidores. Si el 20% de un cultivo es
perdido, en consecuencia el 20% del fertilizante y agua usada para irrigar para hacer
crecer ese cultivo también fue perdido. Por mencionar solo un campo de merma en el
mal consumo, conservacion y distribucion de los alimentos. Cuando un consumidor
llega a rechazar un alimento en mal estado puede deberse a los cambios en sus
caracteristicas y cualidades sensitivas tales como los cambios enzimaticos, oxidacion
lipidica, oscurecimiento no enzimatico, cambios de color, cambios de sabor, la
degradacion por microorganismos, entre otros. Los cambios producidos por enzimas
enddgenas de los productos agricolas pueden ser originados a partir de procesos
como la conservacién post-cosecha, oxidacion por fenolasas, etc. Compuestos
lipidicos en frutas y vegetales tienen cambios que son mayormente ocasionadas por
la exposicion a la luz, la concentracion de oxigeno ambiental, altas temperaturas y la
actividad de agua. Se consideran factores cruciales en la aceptacion de los
productos los cambios fisicos en las frutas y vegetales, de tal forma que si el

consumidor nota la falta de humedad, como consecuencia de una barrera de
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proteccion inadecuada o la falta de esta, el comprador declinara el consumo del

alimento.

Segundo, considerando de manera remarcada que los productos agricolas son
cultivados, crecidos y cosechados directamente del suelo, sufren un exceso de
manipulacion desde su transporte hasta que el consumidor lo tiene en la mesa, la
cantidad de microrganismos va creciendo en todo el proceso de manera exponencial.
Si bien debemos prestar atencion a la microbiota no nociva que pudieran afectar la
calidad de un producto, hoy en dia el tema de interés en la conservacion de los
alimentos es la inocuidad, o bien, la presencia de patdgenos en los productos, que
pasan de ser un riesgo potencial a ser un riesgo actual para el consumidor sino se

guardan las medidas necesarias para su inhibicion.

Tercero, desde su invencion en la década de 1930 el uso del nylon como material
ligero y de recubrimiento se ha diversificado como consecuencia a la necesidad de
prolongar la vida util de los alimentos, hasta que nos alcanzan hoy en dia las
consecuencias del uso indiscriminado. Los plasticos tirados en la tierra evitan la
produccién de nutrientes en el suelo, debido a esto la fertilidad del suelo es reducida
y afecta el sector agricultura. Peor ain cuando estos componentes persisten en el
suelo pueden hacer un gran dafio, causando desordenes inmunolégicos Yy
enzimaticos, interrupciéon hormonal que conducen a desordenes endocrinos e incluso
infertilidad como también son considerados carcinogénicos, por mencionar algunos y
no se implementan de manera sustancial los recubrimientos comestibles o los
amigables con el medio ambiente. Las consecuencias a este desequilibrio no solo
afectan a la salud de los humanos, también afectan peligrosamente la vida animal y

alteran el medio ambiente sustancialmente causando contaminacion peligrosa.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Deterioro de los alimentos

Un alimento esta alterado cuando en €l se presentan cambios que limitan su
aprovechamiento. Sus caracteristicas organolépticas son modificadas y esto los hace
no aptos para el consumo, sin que ello suponga siempre que sean peligrosos para la
salud. Entre estas causas se distinguen por su origen; las debidas a agentes fisicos,
quimicos y biolégicos, por escoger una de las diferentes divisiones o bien por la

forma en que se deterioran con el tiempo (tabla 1) (Elika, 2018).

Tabla 1. Clasificacion de los alimentos de acuerdo a su deterioro con el tiempo (Elika,
2018).

Estabilidad Descripcion

Estables o no perecederos Son aquellos que contienen menos de un 12% de
agua libre. Por ejemplo, azlcar, harina, alubias

secas, entre otros.

Semiperecederos Contienen menos de un 60% de agua libre o tienen
acidos o azucares que dificultan el desarrollo
microbiano. Es el caso de las patatas, manzanas,
nueces sin cascara, entre otros. Si se manipulany

conservan de forma adecuada tardan en alterarse

Perecederos Se alteran con facilidad si no se utilizan

procedimientos de conservacién especificos.

Por otra parte los factores externos estan bien identificados; los factores fisicos se
originan principalmente por alteraciones de las estructuras internas del alimento y
ruptura de células, de manera que se permite la entrada de microorganismos que
producen deterioro. Los dafios responsables del deterioro son principalmente:
raspones, heridas, exposicion a temperatura inadecuadas, cambios de humedad. Las
variantes mas consideradas en la conservacion de los alimentos son factores
mecanicos; como golpes, cortes, en general sin alteraciones graves, pero que
suponen una disminucion de la vida util del alimento. Estos factores suelen actuar
durante los procesos de cosecha y los tratamientos posteriores.
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Aunque en general, no suelen alterar las caracteristicas nutricionales de los
alimentos pero si su susceptibilidad al ataque de los microorganismos y su
palatabilidad (Herrera 'y Troyo 2011).

Los factores fisicos que afectan la apariencia de los productos alimentarios son; la
temperatura, humedad, aire, luz y tiempo. Tiempo; las actividades quimicas y
enzimaticas doblan su velocidad cada 10°C, por lo que aceleran los procesos de
descomposicion (Bello, 2000), cuando esta temperatura es subita la textura y la
apariencia de los alimentos se ve afectada asi como su valor nutricional también,
asimismo existen nutrientes especialmente sensibles al calor (algunas vitaminas). Un
alto porcentaje de los microorganismos se desarrolla entre los 5 °C y los 60 °C,
siendo su temperatura Optima de crecimiento los 37°C temperatura en la cual la
humedad ambiental puede facilitar el desarrollo de estos, en cuyo caso los grupos de
interés de acuerdo a la concentracion de oxigeno son tres: aerobios: aquellos que
requieren la presencia de oxigeno para crecer anaerobios; aquellos que no crecen en
presencia de oxigeno y facultativos; los que pueden crecer tanto en presencia como
en ausencia de oxigeno. Por ello se recomienda que en el tratamiento de los
alimentos habra que mantenerlos bien por debajo o bien por encima de las
temperaturas de desarrollo bacteriano. Por encima de los 100°C los microorganismos
empiezan a morir, 0 sea, las temperaturas superiores a las de crecimiento 6ptimo
producen inevitablemente la muerte del microorganismo o le producen lesiones
subletales. Las células lesionadas pueden permanecer viables pero son incapaces
de multiplicarse hasta que la lesion haya sido reparada, mientras que si se sitGan por
debajo de 0°C no mueren pero el crecimiento queda inhibido. Las temperaturas de
refrigeracion, entre 4°C y 8°C, son relativamente seguras (Herrera y Troyo 2011,
Elika, 2018).

Uno de los métodos para poder combatir la inevitable contaminacion de las bacterias
degradadoras las cuales son un riesgo potencial para la aceptabilidad de los
productos, como los microorganismos patdégenos los cuales son considerados un
riesgo real en la calidad alimentaria ha sido el tratamiento con bajas temperaturas.
Aunque aplicadas en exceso y de forma no controlada afectan las caracteristicas

sensoriales de igual manera, deteriorandolos de tal forma que las cascaras se
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agrietan y entran microorganismos que pueden alterarlos perdiendo color y muchas
hortalizas se marchitan. Estas alteraciones hacen que los productos sean mas
susceptibles a la invasion por microorganismos, deterioradores y patdgenos. A baja
temperatura las rutas metabdlicas de los microorganismos se ven alteradas, como el
caso del choque en frio muchos microorganismos que resisten la temperatura de

refrigeracion mueren como consecuencia de ello (Elika, 2018).

Humedad. Aunque a veces suele ser un factor dificil de controlar, este siempre se
considera ya que ambientes humedos favorecen el crecimiento de microorganismos
como bacterias, hongos y levaduras, cuanto mas humedo sea el ambiente, mejor se
desarrollan estos microorganismos. Mucha sequedad hace que se formen costras o

defectos en las superficies de los alimentos.

Aire. La concentracion de oxigeno es un factor selectivo importante en todos los
ambientes incluido el alimento, influye en los tipos de microorganismos presentes y
en su metabolismo ademas puede alterar algunas proteinas produciendo cambios de
color, facilitando la oxidacion. Cuando la cascara de algunas frutas o vegetales es
removida se expone al oxigeno del aire ocurriendo un oscurecimiento enzimatico.
Por ejemplo, cuando troceamos o0 pelamos una manzana o una papa la exponemos
al aire, estos alimentos rapidamente adquieren un color oscuro en su superficie

(Herrera'y Troyo 2011).

Luz. Altera el valor nutricional de algunos alimentos al destruir las vitaminas, también

hace que algunos alimentos se pongan rancios y otros pierdan el color.

Tiempo. Aunque pudiera pasar desapercibido la gran mayoria de los alimentos, es un
enemigo pero no mas importante, nada sustituye la frescura. El desarrollo de
microorganismos, la destruccién por insectos ademas la luz progresan con el tiempo

siendo dificil luchar con él.

Factores quimicos. Los agentes quimicos que no son pertenecientes al alimento
pueden ser agregados a éstos en forma intencional o accidental. Los plaguicidas son
utilizados para proteger a los cultivos contra las plagas, su dosificacion excesiva deja

residuos en el alimento el cual al ser consumido, produce una acumulacion de dichas



sustancias en el cuerpo, provocando reacciones alérgicas o enfermedades como el
cancer. La transferencia de olores y sabores extrafios al alimento se consideran
también como una alteracion dichos olores extrafios pueden provenir de detergentes,

desinfectantes y perfumes (Herrera y Troyo 2011; Elika, 2018).

También se consideran los factores quimicos que se suelen manifestar
especialmente durante los procesos de almacenamiento de los alimentos. Su efecto
puede afectar de forma notable la comestibilidad del alimento: enranciamiento,
pardeamiento, etc. La reaccion de Maillard que se refiere al pardeamiento no
enzimatico incluye una serie de reacciones complejas entre azlcares y compuestos
nitrogenados (proteinas), las cuales generan pigmentos marrones. En algunos casos
se producen de manera tecnoldgica (fritos y tostados) pero en otras es espontaneo.
El calor asi como la desecacion lo favorecen, otro cambio inherente de los alimentos
es el enranciamiento o ranciamiento de lipidos que se produce por reacciones de
hidrolisis y oxidacion. Se forman compuestos volatiles que dan olores y sabores
caracteristicos. El enranciamiento es méas frecuente en grasas insaturadas (aceite,

pescados y frutos secos) (Martins y col., 2001).

El potencial Hidrégeno (pH) juega un papel importante en la conservacion de los
alimentos. Cada microorganismo tiene un pH de crecimiento éptimo, minimo y
maximo, el rango éptimo oscilaria entre 6,6 — 7,5. En general, la presencia de acidos
en el alimento produce una importante reduccion de la supervivencia de los
microorganismos. Los &cidos fuertes producen una rapida bajada del pH externo,

aungue su presencia en la mayoria de los alimentos es inaceptable (FDA, 2013).

La actividad de agua, referida como la relacién entre el agua libre presente en el
alimento respecto al agua total que podria contener a una misma temperatura, es un
pardmetro estrechamente ligado a la humedad el cual es un punto de partida para
determinar la conservacion y propagacion microbiana del alimento. Por ejemplo el
manejo de este atributo se considera un método de la mejora en la conservacion de
los alimentos y es a menudo suficiente para evitar la alteracion del almento, con la

consigna de que la reduccién de la actividad vaya acompafiada de otros factores. Tal
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es el caso del desecado o deshidratacion ya sea por la exposicién o aireacién o por
medio de un curado del producto (Barbosa y col., 2008).

Por ultimo, los factores bioldgicos suelen ser los agentes mas importantes alterantes
de los alimentos pueden ser clasificados en intrinsecos como las enzimas y los
extrinsecos como pardsitos o microrganismo. Algunas enzimas sobreviven a los
propios microorganismos pudiendo incluso aumentar su actividad. En contraste
algunas cambian la textura de los alimentos, tal es el caso de la maduracion de los
frutos o reblandecimiento de la carne, pero pueden acabar provocando su
descomposicion. Los animales sufren rigor mortis, el cual no es otra cosa que un
cambio enzimatico ocurrido al faltar la circulacion sanguinea, y por lo tanto la

oxigenacion necesaria para el metabolismo aerobio (Herrera y Troyo 2011).

Parasitos. Son competidores naturales, estos acostumbran ser insectos, roedores y
pajaros que disputan por la obtencion del alimento, lamentablemente en nuestros
intereses son muy destructivos. En donde estan presentes hacen dafio, echan a
perder las cosechas y los alimentos almacenados, sumando que transportan muchos
microorganismos en sus cuerpos, contaminando el producto y asi convirtiéndolo en
un peligro para el consumo. Uno de los factores con mas relevancia son los
microorganismos debido a que el ambiente esta lleno de ellos y pueden contaminar
los alimentos usando varias vias por ejemplo; en el manejo del producto, contacto
con las superficies, por contaminacion de origen (p.e. la leche al pasar por el canal
de la ubre), malas practicas higiénicas en general sin duda los que producen las
transformaciones mas indeseadas y abundantes. En algunos casos pueden suponer
riesgos para la salud de las personas, siendo las infecciones microbianas el
problema mas grave de la alimentacion humana, después del hambre y la
sobrealimentacion. Lo anterior, exceptuando los microorganismos que le dan un valor
agregado a los productos parcial o total, conocidos como alimentos fermentados

(Herrera y Troyo 2011).
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La tabla 2 muestra los microorganismos relevantes sefialando sus riesgos:

Tabla 2. Microorganismos y sus riesgos (Autoria propia).

Levaduras

Mohos

Bacterias

Transforman alimentos

rapidamente (Fermentacion).

Produccién de toxinas.

Resistencia a condiciones

extremas.

Son abundantes.

Elevada tasa de
reproduccion.

Capacidad de producir

toxinas.

Capacidad de ser

infecciosas

Los microorganismos tienen un metabolismo que ocupan para sobrevivir, el resultado

de su metabolismo es la transformacion de los alimentos en sus caracteriticas,

aunque tampoco usan nutrientes del producto sino que pueden estar presentes en

ellos sin tener una interaccién directa con ellos. La Figura 1 presenta otra subdivision

de los microorganismos.

r
Beneficiosos
Alterantes
Patégenos
.

~
*Usados en la fabricacién de productos (Bacterias
acido-lacticas, por ejemplo)
J
oy - - . . \
*Modifican la apariencia del alimento, cambiando
las caracteristicas sensoriales.
*No generan alimentos dafiinos precisamente. )
~
*Son los mas peligrosos, ya que no modifican el
alimento en que esten presentes en él.
J

Figura 1. Divisién de microorganismos de acuerdo a su finalidad en los alimentos (Elika. 2018).
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De lo anterior se condensan todos los factores mencionados que alteran los

alimentos en la Figura 2.

Alteraciones

1 I 1
Agentes Agentes Agentes
fisicos quimicos biolégicos
Externos
Mecénicos = — (Pesticidas, 1
hormonas, etc.)
Enzimas
Reacciones de
Temperatura =
P Maillard 1
Parasitos
Humedad - | Ran.ci;jm.wiento
lipidico
Microorganismos
Aire — - pH
Bacterias
Luz - | | Actividad de
Agua
Hongos
Tiempo -
Levaduras

Figura 2. Tipos de alteraciones en los alimentos (Autoria propia).
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2.3 Historia alimentaria 'y su conservacion.

Los comportamientos alimentarios constituyen hébitos muy interiorizados,
adquiridos en la infancia asi como reforzados a lo largo de los afios y de las
experiencias; convertidos en rutina, ya que forman parte del dia a dia, al mismo
tiempo presentan un fuerte componente afectivo ademas de relacional, ya que se
construyen en el ambito familiar, se consolidan en el marco de la comensalidad
cotidiana y, la festiva. (Diaz y col., 2014). Profundizando en el concepto de identidad
alimentaria lo que define a un grupo de personas y sobre todo define qué es lo que
consume, Sson rasgos caracteristicos que dan sentido de pertenencia tales como el
gusto por la comida hogarefia, la diferenciacion o en su defecto la negacién a comer
alimentos ajenos a su comunidad. Las personas que logran hacerse de un estilo
propio han sido sometidas a cambios drasticos en su estilo de vida o su medio
ambiente. Tomando como ejemplo a los migrantes, que, sea cual sea, la causa de su
traslado, siempre buscan en los nuevos lugares algo que les haga recordar sus
raices, 0 algo que emule sus gustos gastronémicos entonces es cuando ocurre el
cambio alimenticio y se trasforma la identidad alimentaria. Esto da lugar a que se
conformen dos conceptos de identidad alimentaria en los grupos de personas que
llevan consigo: el “fondo de coccion” y el “fondo de especias”. El primero hace
referencia al conjunto de alimentos seleccionados para ser destinados a una comida,
el modo particular de preparar y cocinar los alimentos en su lugar natal. Abarca
desde como cortarlos, mezclarlos hasta el método de coccién, por ejemplo, guisado,
asado, ahumado, hervido. El segundo hace referencia a los condimentos especificos
ademas de saborizantes que se utilizan para elaborar esas comidas, la manera en
como se combinan, el momento especifico de preparacién y/ o coccién en que se
integran a una preparacion, de esta forma el ser humano se ha visto en la necesidad
de preservar sus alimentos, encontrando formas mas faciles o mas convenientes

con el paso del tiempo (Diaz y col., 2014).

El mayor obstaculo de la industria alimenticia es la vida util limitada de los productos
alimenticios, una consecuencia de las reacciones de oxidacion tales como
degradacion, obscurecimiento enzimatico y la rancidez oxidativa. (Soliva, R., y col.

2003). Existen tecnologias para extender la vida uatil en fresco de los productos
14



hortofructicolas en post-cosecha, para preservar del atague de organismos
patbgenos y conservar la calidad general. De tal suerte, que cuando en el
supermercado existe una diversidad de alimentos que se encuentran en diferentes
presentaciones (caja, botella, sachet, lata, frasco, bolsa, etc.) asi como conservados
por distintos métodos. Estos alimentos conservados o preservados son sometidos a
tratamientos apropiados de conservacién o preservacion, el lugar que los provee, los
mantiene en debidas condiciones higiénico- sanitarias para que sean aceptados por
el consumidor en lapsos de tiempo que pueden variar. El proveedor de insumos,
planea prevenir o evitar el desarrollo de microorganismos y asi prolongar su vida de

anaquel (Alvarez, 2012).

Las condiciones socio-economicas, las tradiciones y ritos alimenticios asi como el
variable cambio de estilo de vida han ido cambiando ademas de evolucionar a lo
largo de la historia humana y con ellos los métodos utilizados para conservar sus
alimentos. Este siempre ha sido el rumbo de las sociedades, inventar asi como
evolucionar las distintas maneras de conservar alimentos producidos Yy tenerlos

disponibles mas tiempo (Diaz y col., 2014).

En la historia, la necesidad de conservar los alimentos aumenta con el surgimiento
de la agricultura (10, 000 afios), ademas el incremento en la escala de produccion
trae como consecuencia la necesidad de conservarlos. La conservacion estaba
limitada al consumo familiar, su utilizacién estaba condicionada por el clima; los
métodos utilizados se generaban por ensayo y error; los alimentos producidos tenian
caracteristicas y vida util variable. En los inicios de la conservacion cuando se
empezaron a utilizar en climas frios el congelamiento aunque también recurrian al
ahumado, sazén y encurtido. Para contrastar, en los climas calidos, era aprovechada
la estacion invernal para el salado, secado y especialmente la fermentacion. Algunos
métodos han pasado la prueba del tiempo llegando a utilizarse en combinacion.
Cuando estos métodos de conservacion sobreviven al paso de los afios, se va
viendo que se pueden enriquecer con los nuevos descubrimientos. Poniendo en
perspectiva, la sequia de avances en la conservacion tuvo una pausa hasta el siglo

XVII con los acontecimientos en el plano tecnoldgico y cientifico que significaron un
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avance en la tecnologia de la preservacion de los alimentos (Bardn, 2005). Los

cuales seran mencionados en la figura 3 de acuerdo a su importancia:

Ley de la
conservacion
de la energia 'y
la materia por

Primera
observacién a
microscopio por

Gay Lussacy
los principios de
la fermentacion

Primeras

magquinas de

A.van o alcoholica i
Lavoisier e frio (S. XX).
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Figura 3. Estos fueron los avances tecnolégicos de la conservacion de los alimentos mas
significativos hasta finales del S. XVIl y principios del S. XX (Barén, 2005).

2.3.1 Inicios de los recubrimientos comestibles.

Peliculas comestibles, como la cera en algunas frutas, han sido usadas por siglos
para prevenir la perdida de humedad y para crear una superficie brillosa en la fruta
para propésitos estéticos. Estas practicas fueron aceptadas mucho antes que sus
asociaciones quimicas se entendieran, llevandose a cabo hasta hoy en dia. El
termino, filme comestible, han sido relacionados con aplicacién en alimentos solo en
los pasados 50 afios. En la mayoria de los casos los términos pelicula y
recubrimiento son usados de forma variable para indicar que la superficie de un
alimento esta cubierta por una capa relativamente delgada de material de cierta
composicién. Sin embargo, una pelicula es ocasionalmente diferenciada de un
recubrimiento debido a la nocién de que esta es material de envoltura independiente,
mientras que un recubrimiento es aplicado y formado directamente en la superficie
del alimento mismo. Hoy en dia, el uso de una pelicula comestible se ha expandido

rapidamente para mantener la calidad de una amplia variedad de alimentos (Pavlath
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y Orts, 2009). Las peliculas o recubrimientos comestibles constituyen capas
delgadas de materiales que son adecuados para su consumo Yy los cuales actian
como barrera contra diferentes agentes (vapor de agua, oxigeno y humedad).
Ayudan a mejorar la calidad extendiendo la vida atil de alimentos frescos y
procesados. La adicion de compuestos activos tales como antioxidantes, a estas
peliculas y recubrimientos pueden mejorar sus propiedades funcionales ademas
hacerlos potencialmente aplicables en la conservacién de los alimentos (Sanchez vy
col., 2011). Es por esto que la tecnologia de recubrimientos esta siendo estudiada de
una década atrds hasta nuestros dias con la esperanza de descubrir mas virtudes y

aumentar su uso en la industria alimentaria.

En resumen, ante la variedad de métodos y técnicas de conservacion es de vital
importancia considerar que el proceso o técnica que sea utilizado debe ser aplicable
al alimento, debe prolongar su vida util y debe evitar que este sea modificado en sus
caracteristicas nutricionales ademas de sensoriales originales, sin alterar de forma

negativa el valor nutricional.
2.4 Modernizacion de la conservacion en los alimentos

El incremento en el uso de polimeros sintéticos en varias aplicaciones como
peliculas y recubrimientos de empaque ha dejado serios problemas ecoldgicos
debido a su falta de biodegradabilidad (Guilbert, 1986). En consecuencia, los
biopolimeros naturales son atractivos para usos innovadores como materiales
“verdes”, por su naturaleza renovable y biodegradable (Graaf y Kolster, 1998). Las
investigaciones enfocadas en el uso de polimeros biodegradables en aplicaciones
técnicas se han expandido considerablemente en afios recientes (Krochta y Mukder,
1997), no solo para resolver los problemas ambientales asociados con el uso de
polimeros sintéticos sino también a encontrar nuevos mercados para la

sobreproduccion de la agricultura oriental.

Cualquier tipo de material usado para cubrir varios alimentos para extender su vida
atil en el producto que pudiera ser comido junto con el alimento con o sin alguna
remocién adicional es considerado una pelicula o revestimiento comestible (Pavlath,

y Orts, 2009). Las peliculas comestibles pueden ser claras u opacas, una cubierta,
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pero los consumidores generalmente prefieren cubiertas invisibles y claras. El
recubrimiento comestible puede ser obtenido de diferentes formas, por inmersion del
producto o por aplicacion con cepillo o spray con una solucién que contiene los
ingredientes de la pelicula, para depositar la pelicula directamente en la superficie
del alimento (Gontard y col., 1994), por creacién de la pelicula misma a partir de
una soluciébn o a partir de termoformacion para la subsecuente cubierta de la

superficie del alimento.

Hay una tendencia a la alza en relacién al incremento del consumo de frutas y
vegetales frescos. ElI consumo de frutas frescas en los Estados Unidos en el 2000
fue 28% arriba del promedio anual del consumo de frutas en 1970, y el consumo de
vegetales frescos fue de 26% por encima del promedio anual del consumo de
vegetales para el mismo periodo (USDA, 2005). Esto ha sido asociado con un mayor
interés en una dieta sana y se espera que siga creciendo con el tiempo. En relaciéon
al uso de peliculas y recubrimientos comestibles ha sido estudiado como una
alternativa para la preservacion de frutas ademas de vegetales recién cortados,
debido a que tales peliculas pueden crear barreras semipermeables a gases y vapor

de agua, manteniendo la calidad del producto (Gordon, 2005).

2.5 Proteinas y sus ventajas en el uso de formacion de peliculas comestibles.

La investigacion y el desarrollo en peliculas y recubrimientos hechos a partir de
algunas proteinas agricolas se han llevado a cabo los ultimos 20 afios, es por el
aumento del interés, debido a la demanda por reemplazos amigables con el medio
ambiente ademéas de renovables para materiales poliméricos y plasticos derivados
del petréleo. La demanda de las peliculas y recubrimientos se han hecho a partir de
recursos renovables, tales como caseina, suero, soya, cebada de maiz, colageno,
semilla de gluten, queratina y albumina de huevo. Aquellas hechas a partir de
proteinas agricolas crean nuevas salidas estos productos, bioproductos y vias de
deshecho, todos los cuales pueden impactar en la economia de los procesos

alimentarios de manera positiva (Pavlath y Orts, 2009).
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Debido a la capacidad de la caseina de formar peliculas resistentes a al agua, fue
usada por cientos de afios en pinturas y cubiertas (Gettens y Stout, 1984). En el
reciente siglo diecinueve, la caseina fue convertida en un material plastico duro por
reticulacion con formaldehido. Una patente para esta tecnologia se emitié6 a Adolf
Spitteler en Bavaria (Brother, 1940), y fue usada para la manufactura de productos,
tales como botones, sombrillas, manijas, cajas pequeias y estuches para lapiceros.

Un mejor objetivo en preparar peliculas de diferentes tipos de comida (por ejemplo,
fruta y vegetales) es para asegurar que las peliculas generadas proporcionen
propiedades fisicas asi como quimicas necesarias para mantener la transmision de
varios gases Yy liquidos a los mismos ritmos como ocurre en sus sistemas nativos.
Las estructuras quimicas de los tres mayores componentes usadas para preparar
peliculas difieren ampliamente, y por lo tanto se atribuye a que cada componente

tiene diferentes propiedades generales.

Las peliculas comestibles pueden ser preparadas a partir de proteinas, polisacéaridos,
lipidos o la combinacion de estos tres componentes (Gontard y col., 1994). Las
propiedades inherentes de las proteinas las hacen un excelente material de partida
para peliculas y recubrimientos (Pavlath y Orts, 2009). Las peliculas de proteinas son
las mas atractivas; Primero, estan supuestas a proveer valor nutricional, segundo; las
peliculas a base de proteina tienen impresionantes propiedades de barrera de gas
comparadas con aquellas a base de lipidos y polisacéridos (Gontard y col., 1994).
Cuando las peliculas no estan humedas, la permeabilidad de oxigeno de una pelicula
a base de proteina de soya fue de 500, 260, 540 y 670 veces mas baja que el
polietileno de baja densidad, metilcelulosa, almidon y pectina respectivamente (Cuq y
col., 1998).

2.6 Salmonella sp.
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Salmonella enterica son bacterias Gram- negativas filo muy cercano de Escherichia
coli. Hay mas de 2, 500 serovares diferentes, basado en un antigeno de superficie
“O” especifico en una parte de la larga cadena variable de lipopolisacaridos en la
membrana externa en la bacteria, muchos de los cuales pueden causar
enfermedades intestinales localizadas (enteritis y diarrea) en un amplio rango de
huéspedes. Algunos serovares también se pueden diseminar del intestino y causar
una enfermedad sistémica de una forma especifica al huésped (fiebre entérica, fiebre
tifoidea o salmonelosis no tifoidea) (Bumann y Schorthorst, 2017; Singh, 2013).
Havelaar y colaboradores en 2015 identificaron a Salmonella como la mayor causa
de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. De los 2, 500 serovares caracterizados
hasta el momento, 1, 500 pertenecen a Salmonella enterica, la figura 4 representa
los diferentes serovares de Salmonella enterica con el genoma central y con los

genes unicos marcados en negro.

Salmonella enterica

Figura 4. Una representacion en racimo mostrando las familias de los genes Unicos en
cada serovar de Salmonella con un genoma central marcado en el medio (Singh, 2013).
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La vacuna para la prevencion de enfermedades humanas esta disponible pero solo
para el serovar Thyphi y tiene solo una moderada eficacia protectora. Sumado a
esto, la quimioterapia antimicrobiana (tratamientos farmacolégicos) se vuelve menos
y menos efectiva debido al incremento subito de la multiresistencia farmacologica, y
tanto el CDC (Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos, por sus siglas
en inglés) como la Organizacién Mundial de la Salud incluyen a Salmonella entre las
enfermedades infecciosas mas serias que amenazan la salud humana. Después de
Campylobacter, Salmonella es la segunda bacteria mas predominante que causa
gastroenteritis por alimentos a nivel mundial. Salmonella se dispersa antes que otra,
por las heces de animales domésticos, agua contaminada, pobres métodos de
fertilizacion, y otras practicas agricolas. Los diferentes serotipos de Salmonella

pueden crecer y sobrevivir en varios tipos de comida.

El comportamiento de Salmonella en alimentos es gobernado por una variedad de
factores ecoldgicos y medio ambiente. Estos incluyen actividad de agua, composicion
quimica, la presencia de agentes antimicrobianos naturales o afiadidos, temperatura
de almacenamiento y factores de procesamiento, tales como la aplicacion de calor y
manipulacion fisica (Mahmoud, 2012). A pesar de esto el comportamiento de
Salmonella depende de su habilidad de infectar una variedad de huéspedes, es asi
como se divide en tres grupos de serovares. El primero incluye serovares los cuales
tienen una amplia gama y también son llamados serovares sin restriccion ya que
estos infectan casi todos los animales, dentro de los que se encuentran Salmonella
Typhimurium y Salmonella Enteritidis (Clarke y Gyles, 1993). En otras caracteristicas
de este grupo tenemos su capacidad zoonética mejorada comparada con sus otras
contrapartes, sus mecanismos para invadir diferentes huéspedes sin alguna
resistencia. Los serovares gue causan una infeccion sistematica severa se encuentra
en el segundo grupo, usualmente son excretados sin algun sintoma clinico cuando
infectan accidentalmente a un huésped diferente a sus preferidos o mas adaptados,
es por esto que son referidos como “Serovares Adaptativos al Huésped” (Jacobseny
col., 2011).

El tercer grupo comprende a los serovares que son restrictivos con un huésped muy

en especifico; Son conocidos como “Serovares de Huésped Restrictivo”. De manera
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caracteristica causan infeccién sistematica y a menudo resulta ser fatal con su
huésped, también tienen la capacidad de modular su ambiente en el cuerpo del
huésped a su beneficio de tal forma que causa alto tropismo en los Organos
linfaticos (Jacobsen y col., 2011). La tabla 3 muestra los 3 grupos de serovares y sus

huéspedes mas representativos.

Tabla 3. Clasificacion de los serovares de Salmonella de acuerdo a su especificidad al

huésped y tipo de infeccién causada por ellos en su huésped (Singh, 2013).

Grupo

Serovares

Huésped

Infecciones

Serovares sin

restriccion

Adaptados al

huésped

Restrictivos al

huésped

S. Tiphymurium
S. enteritidis

S. dublin

S. cholerasuis

S. Tyhpi
S. gallienarum

S. abortusequi

Humanos, aves de
corral, ganado y

ratones

Ganado, puercos,
aves de corral,
raramente humanos,

ratones y pollos

Humanos, aves de

corral y caballos

Enterocolitis en
humanos y cerdos.
Las aves de corral

son portadoras

asintomaticas y

ganado.

Septicemia en

ratones.

Septicemia,
enterocolitis en
ganado. Infecciones
sistematicas fatales
en cerdos.
Bacteriemia en
humanos y ratones
Thifus, diarrea,

septicemia.

Conduce a abortos

en yeguas.




2.6.1 Salmonellay el rol que tiene en los alimentos.

A lo largo de los sistemas de produccion, Salmonella es mas frecuentemente aislado
de aves de corral (pollo, pavo, pato y faisan) que de otros animales (Freitas y col.,
2010). También puede ser transmitido por las heces de estos animales ya que todos
los serotipos crecen en el intestino de estos animales ademas de la cadena de
eventos se puede alargar cuando el manejo asi como el transporte de los derivados
no es el correcto se propician las condiciones 6ptimas para su reproduccion. La
transmision de Salmonella desde las plantas productoras de comida procesada y el
equipo de produccién es un problema serio para la salud publica. Salmonella puede
entrar en la cadena de procesamiento en cualquier punto: cultivo, granja, alimento
para ganado, procesamiento y almacenamiento de comida (Wong y col., 2002).
Salmonella es la bacteria patbgena mas comun asociada con una variedad de
alimentos, los cuales no se remiten solo a productos marinos, también aves, huevos,

leche y sus derivados, carne de res y de cerdo.

La facilidad con que Salmonella sobrevive e incrementa su poblacion en estos
alimentos se debe basicamente a que, in vivo, Salmonella requiere sintesis de nuevo
de componentes de biomasa tales como proteinas, carbohidratos, lipidos y &cidos
nucleicos para moléculas precursoras, los cuales son facilmente alcanzados por la
bacteria en una gran gama de alimentos o su microambiente habitual, buscando
fuentes de carbono, nitrégeno, fosforo y sulfuro. Sin embargo esta bacteria no se
remite a obtenerlos de su ambiente, sino también los obtiene de su reserva interna
como glucégeno o lipidos (Bumann y Schorthorst, 2017). La habilidad nutriente de
Salmonella asi como su capacidad metabdlica modularan la generacion global de
biomasa ademas de su proliferacion y asi el estado fisico de Salmonella en el tejido
del huésped durante la infeccién. Es muy importante mencionar que el estado fisico
(la capacidad de producir descendencia viable) no esta siempre relacionado con su
virulencia (la capacidad de causar alguna patologia en el huésped) (Monahan y
Harry, 2016).
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De hecho, algunas mutaciones de Salmonella causan patologia intestinal de tipo
agresivo en infecciones de una sola cepa en el modelo de enteritis en ratén (Faber y
col.,, 2017). No obstante, tales rutas metabdlicas parecen ser muy raras con la
posible excepcidn de la biosintesis de los acidos lipidicos. Finalmente el estudio de
sus enzimas metabdlicas y de supervivencia parecen tener mayor relevancia para el
estudio de Salmonella para poder comprender mejor cOmo atacar de manera efectiva

al microorganismo.

En conclusion, la comida es claramente un vehiculo de infeccion. Este rol vital en los
brotes de salmonelosis llama a medidas estrictas para minimizar su transmision,
tales como el manejo apropiado animal y practicas agricolas, la proteccién de los
recursos y agua de la contaminacion, métodos adecuados en el manejo de desechos
y un esfuerzo en general para mantener un ambiente limpio cerca de la comida.
Adicionalmente, gran parte del riesgo ocupado por Salmonella puede ser mitigado a
través del manejo adecuado y buenas practicas higiénicas, incluyendo el lavado y
desinfeccién, prevencién del pre-consumo, contaminacion humana durante la
preparacion y almacenaje, eliminacion de restos, cocinar antes de consumir, uso de
temperaturas de refrigeracion y el uso de recubrimientos biodegradables para

mantener en condiciones deseables los alimentos.
2.7 Klebsiella sp.

En la familia Enterobacteriaceae, fue nombrada por Trecisan en 1885 en honor al
microbidlogo aleman Edwin Klebs y, en su momento, las primeras descripciones
sobre este microrganismo fueron el de una especie de bacilos capsuladas aislados
de pacientes con rinoescleroma reportadas por Frish en 1882 y en ese entonces fue
nombrado como “Klebsiella rhinoscleromatis” por Trevisan. Historicamente el género
Klebsiella ha causado confusién iniciando con Friedlander cuando describié una
bacteria recuperada de pulmones de pacientes que murieron de neumonia y el
microoeganismo fue nombrado como “Hyalococcus pneumoniae” (McCoy Yy
McClung, 1939). A partir de este hallazgo y otros similares hubo muchas variantes
debido a la falta de objetividad al describir a la bacteria por su similitud con la

bacteria “Bacterium lactis aerogenes” por Escherich en 1885, fue renombrado como
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“Bacillus aerogenes” por Kuse en 1896, y posteriormente “Enterobacter aerogenes”
por Hormaeche y su colaborador en 1960. Fue una bacteria fermentadora de varios
carbohidratos con produccion de gas ocasional, reaccion positiva de Voger-
Proskauer y la adicion de la prueba de descarboxilacion, Klebsiella pneumonie fue
definida como no movil y ornitina descarboxilasa negativo, mientras que “Aerobacter
aerogenes” fue definida, en contraparte, como movil o no movil y ornitina

descarboxilasa positiva (Liny col., 2004).

Concretamente el género Klebsiella son bacilos no modviles, aerobio y anaerobio
facultativos, Gram negativa y comprende a K. pneumonie, K. pneumonie subp.
ozaenae, K. pneumonie subp. rhinocleromatis, K. oxytoca, K. ornithinolytica, etc
(Abbott, 2007).

Sin embargo la comparacién de las secuencias genémicas de cada especie muestra
la heterogenicidad del género, por consiguiente se pueden arreglar 3 clusters, como

se muestra en la figura 5:
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Figura 5. El genoma de Klebsiella dividido en 3 clusters (Autoria propia).
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Miembros del genero Klebsiella usualmente tienen capsulas compuestas de acidos
polisacaridos complejos. Dichas capsulas parecen ser esenciales para la virulencia
de Klebsiella, protegiendo la bacteria de fagocitos o neutréfilos y prevenir su muerte
con los factores del suero humano (Podschun y Ullman, 1998). Las cepas que
expresan capsulas serotipo K1 y K2 pueden ser especialmente virulentas. En
especifico aquellas cepas que pertenecen al serotipo capsular K1 parecen ser
particularmente mas virulentas comparadas con las cepas que pertenecen al serotipo
K2 debido a que las cepas serotipo K1 tienen de manera exclusiva el gen magA el
cual las provee de capacidades virulentas y poder, en determinados casos, causan
abscesos en el higado del huésped (Yeh y col., 2006). En contraste, algunas cepas
del serotipo capsular K2 pueden ser menos virulentas, o que sugiere que otros
factores de virulencia pudieran otorgarle el factor de riesgo; posiblemente incluyen

pilis, sideréforos y polisacaridos extra capsulares (Lin y col., 2004).
2.8 Staphylococcus aureus.

Resulta ser uno de los microorganismos que mas se monitorea en la industria
alimentaria, por su riesgo latente de causar envenenamiento “staphylococcico” de los
alimentos. Staphylococcus aureus es comunmente encontrado en el ambiente (suelo,

agua y aire) y en los humanos en nariz y en la piel (FDA, 2012).

Histéricamente fue descrito por Sir Alexander Ogston, cirujano escoces, como la
causa de muchas infecciones patdégenas humanas. En 1882, le dio el nombre de
Staphyloccocus, que proviene del griego staphyle que se traduce como un desayuno
tardio de uvas y coccus que se traduce como grano o baya tras su descubrimiento
bajo el microscopio (Adams y Moss, 2008). Los primeros brotes de envenenamiento
de comida por staphyloccoci fueron sospechados por Vaughan y Sternberg después
de invertigar un brote en Michigan, pero no fue sino hasta 1914 que Barber lo
demostré cuando analizé el consumo de leche de vaca con mastitis staphylococcia y

posteriormente Dack filtro la enterotoxina staphylococcica en 1930.
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2.8.1 Caracteristicas microbiolégicas de S. aurerus.

Estamos hablando de una bacteria Gram positiva, no esporulada, con forma esférica
ovoide de un largo de 1um, perteneciente al género Staphylococcus (Talan y col.,
1989, Adams y Moss, 2008) (Figura 6). S. aureus produce una enterotoxina
staphylococcica la cual es responsable de casi todas los envenamientos de la
comida por S. aureus (FDA, 2012). Actualmente existen 27 especies y 7
subespecies del género  Staphylococcus de las cuales la produccion de

enterotoxinas es asociada con Staphylococcus aurerus de manera no exlusiva.

Bioguimicamente es catalasa positiva, oxidasa negativa, anaerobio facultativo,
fermenta la glucosa, lo cual la diferencia del genero Micrococcus, y de forma
particular la produccion de su enterotoxina se ve afectada de manera negativa por

condiciones anaerobias.

Figura 6. Staphylococcus aureus adherido a acero

inoxidable (Adams y Moss, 2008).
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2.8.2 Crecimiento y caracteristicas de supervivencia.

S. aureus es un microorganismo clasico mesofilo que depende de un numero de
factores tales como temperatura, actividad de agua, potencial Hidrégeno, presencia
de oxigeno y composicion del alimento, en determinados casos. Como la gran
mayoria de microorganismos, los parametros fisicos varian entre cada cepa (Stewart,
2003). El rango de temperatura de crecimiento oscila entre 7 y 48°C aunque la
temperatura optima es 37°C. La enterotoxina staphylococcica puede ser producida
en el rango de los 35 a 40°C (Adams y Moss, 2008) (Tabla 4). S. aureus es
resistente a temperaturas de refrigeracion y sobrevive bien a temperaturas de
almacenamiento por debajo de los -20°C; sin embargo no resiste a los procesos de
pasteurizacion o coccién. Este microorganismo tiene un rango Optimo de pH de
crecimiento de entre 6.0 a 7.0, con un limite maximo de pH de 4.0 a 10.0, por otra
parte, se necesita un pH cercano a 6 para lograr una pequefia produccion de
enterotoxina, no obstante este factor depende de las caracteristicas del medio
(Adams y Moss, 2008, ICMSF 1996; Stewart, 2003).

Tabla 4. Factores que permiten el crecimiento y la produccién de enterotoxina por S.
aureus (ICMSF, 1996).

Crecimiento Bacteriano Produccion de
Enterotoxina
Optimo Rango Optimo Rango
Temperatura (°C) 37 7-48 35-40 10-45
pH 6.0-7.0 4.0-9.8 5.3-6.8 4.8-9.0
Concentracion de NacCl 0.5-4.0% 0-20% 0.5% 0-20%
Actividad de agua 0.98->0.99 0.83->0.99 >0.99 0.86->0.99
Condiciones Aerobio Aerobio- 5-20% CO, Aerobio-
atmosféricas Anaerobio Anaerobio

2.8.3 Asociacion y aparicion en alimentos.

La presencia de un pequefio niumero de S. aureus en comida no es algo comun o ni
siquiera normal. De forma habitual aparece en aves de corral y otros tipos de carne

cruda como un componente frecuente de la microbiota de la piel. Similar a esto,
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puede ser aislada de leche bronca donde algunas veces puede estar elevada como
resultado de una mastitis por S. aureus procedente de la ubre. Sin embargo, ya que
no es una bacteria muy resistente a los cambios de temperatura, tendra problemas
en su crecimiento y supervivencia al pasar por procesos de pasteurizacion y coccion.
A pesar de que S. aureus coloniza una amplia gama de animales, estos no son la
fuente principal de contaminacién, sino las personas que manejan los alimentos
(Montville y Matthews., 2008). Probablemente, la contaminacion por manejadores de
alimentos es el caso mas frecuente en vista de la alta tasa de transporte humano
(Adams y Moss, 2008). La colonizacion de la nariz y garganta con el organismo
implicar4d automaticamente su presencia en la piel, de igual forma los alimentos
podrian estar contaminados de infecciones por heridas en la piel o por toser o

estornudar.
2.8.4 Brotes.

La prevalencia de la toxina staphylococcica en manejadores de alimentos va a variar
entre empresas y también entre paises. Algunos estudios sugieren un rango del 2%
de manejadores de alimentos en ltalia portan la enterotoxina (Talarico y col., 1997),
12% de los sobrecargos en Finlandia (Hatakka y col., 2000) y hasta el 62% de los
manejadores de alimentos de una industria de pescado en India (Simon y Sanjeev,
2007). Un estudio realizado en Turquia entre el 2007 y 2008 encontro la presencia de
la enterotoxina staphylococcica en 11.3% en carne, 10.2% en leche no pasteurizada,
8% en productos lacteos, un 3.5% en productos de panaderia y 2.3% de productos
de consumo rapido (Aydin y col., 2011). Estudios en E.U. y R.U. han resuelto que
carnes saladas como el jamoén y carne en conserva son particularmente vulnerables
a S. aureus Yya que la bacteria no se ve afectada por las concentraciones de sal que
podrian inhibir a una amplia gama de microbiota del medio ambiente. Otros brotes
han sido causados por quesos duros, dulces frios y productos de panaderia (Adams
y Moss, 2008).
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2.9 Escherichia coli.

Un pediatra aleman llamado Theodor Escherchia en 1885 descubrié al bacilo, que
posteriormente seria nombrado Escherichia coli, de heces fecales de nifios sanos y
en su momento lo llamo Bacterium coli por el hecho de que fuera encontrado en el
colon. Su temprana clasificacion procariota la situ6 en un género basado en su
motilidad y su forma, aunque posteriormente fue reubicado en el reino Monera por la
clasificacion de Ermst Haeckel (Kamran y col.,, 2014). Esta bacteria pertenece
formalmente al grupo llamado “coliformes” los cuales son miembros de organismos

entéricos conocidos como la familia Enterobacteriaceae (George y Garrity, 2005).

E. coli es un habitante casi universal del intestino humano y otros animales de sangre
caliente donde es el facultativo anaerobio predominante, aungque un componente
menor de la microbiota total. Conocido al principio como “Bacterium coli commune”,
en 1911 fue renombrado como Escherichia coli en honor al descubridor (Meng y
Schroeder, 2007). Generalmente es un comensal inofensivo, puede ser un patégeno
oportunista causante un gran numero de infecciones tales como la sepsis Gram
negativa, infecciones del tracto urinario, pneumonia en paciente inmunosuprimidos, y
meningitis en neonatos. Se encuentra comunmente en heces, un personaje
generalmente no patogénico, y con caracteristicas de supervivencia en agua
condujeron a la adaptacion de E. coli como indicador de contaminacién fecal y la
posible presencia de patdégenos entéricos como S. Typhi en el agua. Este uso se
transfiri6 a los alimentos donde se requiere mayor atencién en interpretar el

significado de resultados positivos (Adams y Moss, 2008).

Las cepas de E. coli que fueron primero reconocidas como la causa de
gastroenteritis por trabajadores en Inglaterra investigando una diarrea de verano en
infantes en los tempranos afios 40, pero no fue sino hasta 1982 que se dividié en 3
cepas que producen diarrea: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC).
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2.9.1 Taxonomia y caracteristicas microbiolégicas.

E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no esporulada, en forma
de barra recta (1.1-1.5um - 2.0-6.0pum), agrupado en pares o solos, presenta
movilidad por medio de un flagelo aunque también puede ser no moévil, puede
presentar capsulas o microcapsulas y de la familia Enterobacteriaceae, es una de
seis del género Escherichia (otros incluyen E. hermanni, E. fergusonni, E. vulneris, E.
blattae, E. albertii) (Meng y Schroeder, 2007, Flatamico y Smith, 2006). Dentro de
sus comportamientos bioquimicos encontramos algunos definitivos y algunos
variables, dependientes de la cepa: oxidasa negativo, catalasa positiva, fermentador
de Glucosa, lactosa, S-manitol, D-sorbitol, arabinosa y maltosa, reduce nitratos, y es
B-galactosidasa positiva, indol y rojo de metil positivo (tabla 5) (Doyle y Padhyem,
1989).

Tabla 5. Tabla de pruebas bioquimicas que facilitan la diferenciacion con otras
enterobacterias (Adams y Moss, 2008).

Bacteria Indol Rojo de Metil | Voges Proskauer Citrato
Escherichia coli + + - -
Shigella \Y + - -
SImonella Typhimurium - + - +
Citrobacter freundii - + - +
Klebsiella pneumonie - - + +
Enterobacter aerogenes - - + +

2.9.2 Patogénesis.

Hoy en dia, de acuerdo con el mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico existen
6 grupos de patogenicidad reconocidos Enterotoxigénica E. coli (ETEC),
Enteropatogénica E. coli (EPEC), Enterohemorragica E. coli (EHEC), Enteroinvasiva
E. coli (EIEC), Enteroagregativa E. coli (EAEC), y E. coli de adhesién difusa (DAEC).

De estos, la FDA en el 2012 identific6 a los primeros 4 como transmisibles por
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comida o agua contaminada, en especial EHEC es comunmente implicada en los
mayores brotes de infecciones por comida a nivel mundial (Rodriguez, 2002).

2.9.2.1 E. coli Enterotoxigénica (ETEC).

ETEC es altamente moévil, Gram negativo, con forma de barra recta, coloniza la
mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias que tienen diversas formas
denominadas CFA (Colonization Factor Antigens), siendo su principal mecanismo de
patogenicidad la sintesis de alguna o ambas enterotoxinas: termolabiles y
termoresistentes (FDA, 2012). La enfermedad que causa ETEC es gastroenteritis en
humanos, también conocida como la causante de la diarrea del viajero y
normalmente los sintomas se presentan en 12 y 36h después de la ingestion de
alimentos contaminados con este microorganismo. Dichos sintomas se identifican
desde una diarrea afebril hasta evacuaciones acuosas parecidas al coélera sin
presencia de moco o sangre, dolor de estdbmago y voémitos, aunque usualmente la
enfermedad es autolimitante, persistiendo por 2 o 3 dias ETEC también es una causa
importante de diarreas en infantes menores de dos afios, en paises en vias de
desarrollo, causando deshidratacion severa. En el mismo orden de ideas, la
frecuencia de aislamiento de este grupo patdgeno de E. coli en nifios con diarrea es
de 10 a 30%. En los nifios en edad escolar y en adultos puede ser asintomatica
ademas de poco frecuente o producir la diarrea del viajero. La enfermedad tiene un
periodo de incubacion de 14 a 50 h (Adams y Moss, 2008; FDA, 2012; Rodriguez,
2002).

La mayoria de los brotes de ETEC han sido vinculados al consumo de comida o
agua contaminada. Usualmente es encontrada en las heces de pacientes
asintomaticos, y los humanos aparentan ser la fuente mas probable de ETEC, siendo
la dosis infectiva igual a 108 UFC. Los brotes a causa de comida contaminada han
ocurrido en restaurantes y en establecimientos publicos de comida. Ejemplos de esto
han incluido alimentos como el queso tipo Brie, pavo con Curri, mayonesa, carne de

cangrejo y ensaladas (FDA, 2012; Rodriguez, 2002).

2.9.2.2 E. coli Enteropatogénica (EPEC).
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Es un bacilo con forma de barra recta, Gram negativo y se caracteriza por la
presencia del locus para la isla de patogenicidad de borrado de enterocitos (LEE),
que porta multiples factores de virulencia, incluido el gen eae que codifica la proteina
intimina y, junto con el gen tir (receptor de intimina), permiten la adherencia de EPEC
a la pared epitelial intestinal, seguido de la destruccion de la microvellosidad, con
polimerizacion de actina, que lleva a la alteracion del citoesqueleto en el sitio de la
union de la bacteria, debido al aumento de los niveles de calcio intracelular y de
proteina cinasa C, ha sido denominado adherencia y esfacelamiento (A/ E). (Eslava y
col., 1994, Knutton y col., 1987). Fue el primero de los seis grupos en ser identificado
serologicamente y fue asociado con casos de diarrea en infantes, siendo la

adherencia su principal factor de patogenicidad.

Aunque los brotes son esporadicos, las fuentes y prevalencia de EPEC siguen
siendo controversiales. En los ultimos brotes los alimentos involucrados han sido,
carne de res y pollo crudos, sin embargo cualquier alimentos expuesto a
contaminacion fecal es un potencial sospechoso. Este grupo afecta principalmente a
nifos menores de seis meses y a los de dos afios. También puede aislarse en
adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor predisponente como
diabetes. Los reservorios de EPEC pueden ser nifios y adultos con o sin sintomas. El
cuadro clinico que produce EPEC se manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser
leve o grave, con vomito, fiebre baja y mala absorcién (FDA, 2012, Rodriguez, 2002).

2.9.2.3 E. coli Enterohemorragica (EHEC).

También conocida como E. coli productora de Verotoxina, fue primero descrita en
Canadéa donde en algunas areas rivalizaba con Campylobacter y Salmonella como la
mayor causa de diarrea. E. coli O157:H7 es el serotipo de EHEC mas comuinmente
reportado, en el 75% de los casos reportados en E.U. AHEC ha captado la atencion,
no solo porque es mas comun transmitirlo que otras diarreas causadas por E. coli,
sino porque la enfermedad que causa puede alcanzar desde una diarrea sin sangre,
atravesando por una colitis hemorragica, hasta el tratamiento del sindrome urémico
hemolitico (Adams y Moss, 2008, FDA, 2012). Sin embargo, La capacidad toxigénica

de las cepas es necesaria para que el paciente desarrolle colitis hemorragica asi
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como diarrea con sangre, ya que la citotoxina STX es el principal mecanismo de
patogenicidad de EHEC y su sintesis estéa relacionada con la presencia del bacterio-

fago STX, que esta insertado en el genoma (O’Brien y Holmes, 1987).

Un ejemplo relativamente reciente es el ocurrido en el 2011, que fue ubicado en
Alemania, pero también afectd a otros paises de la Union Europea. El patdgeno fue
identificado como una cepa de E. coli de serotipo O104:H4 que produce la toxina
Shiga vy, por lo tanto, se pens6 que era una EHEC. Al final, se resolvié que era un
homologo en un 93% con E. coli Enteroagregativa. En contra parte, Es importante el
trabajo conjunto del laboratorio y los epidemiodlogos para la vigilancia y deteccion
oportuna de E. coli O157:H7 para prevenir posibles brotes en México, principalmente
en zonas turisticas y fronterizas. Carne de res cruda o poco cocida y productos
carnicos en general son los vehiculos mas comunmente implicados en los brotes de
0157:H7. Los brotes tempranos también implican el consumo de leche bronca.
0157:H7 puede desarrollar acido-resistencia, y como evidencia estan las infecciones
ocasionadas por alimentos con pH<4.6. También se han hallado como fuentes de
contaminacion el agua potable (FDA, 2012).

2.9.2.4 E. coli Enteroinvasiva (EIEC).

EIEC resulta en una infeccion de sintomas clasicos de una disenteria bacilar
normalmente asociada con Shigella. De igual forma a Shigella, EIEC invade y se
multiplica a las celular epiteliales del colon causando ulceracién e inflamacion, aun
asi, EIEC no produce toxina Shiga. Se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo,
en forma de barra y comunmente se confunde con Shigella por la no produccién de
descarboxilasa, no son méviles y son lactosa negativas (Adams y Moss, 2008, FDA,
2012). Los sintomas caracteristicos en personas infectadas por EIEC son diarrea
acuosa, con sangre y moco, pero algunos casos solo presentan diarrea, ésta en
ocasiones es indiferenciable de la que produce ETEC. Las cepas EIEC se asocian
mas con brotes que con casos aislados, en los cuales la transmision puede ser de
persona a persona, por ingestion de alimentos y agua contaminada, convirtiéndose
en un patégeno importante en nifios mayores de seis meses (Eslava y col., 1994,

Snyder, 1984). No hay alimentos frecuentemente asociados con infecciones de
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EIEC. Los humanos infectados son el Unico reservorio conocido de EIEC; por lo
tanto, cualquier comida contaminada con heces fecales humanas de un individuo
enfermo de manera directa o indirecta puede ser infecciosa. De forma concreta, se

muestran los virotipos antes mencionados en la tabla 6.

Tabla 6. Tabla de virotipos de E. coli relacionados con afecciones diarreicas. (Todar,

2007).
Nombre Huésped Descripcion
ETEC Humanos, cerdos, borregos, Cepas no invasivas.
cabras, ganado, perrosy
caballos Causa diarrea en nifios, asi
como la diarrea de viajero.
Produce enterotoxinas.
200 millones de casos de
diarrea y 380, 000 muertes
cada afo (OMS).
EPEC Humanos, conejos, perros, Tiene una coleccién de
gatos y caballos factores similares a Shigella.
Moderadamente invasiva y
provoca una respuesta
inmunoinflmatoria.
EIEC Humanos Causa un sindrome idéntico
al de Shigella con una
diarrea abundante y fiebre
alta.
EHEC Humanos, ganado y cabras El miembro méas famoso de

este virotipo es la cepa
0157:H7, el cual causa
diarrea con sangre sin fiebre.

Puede causar el Sindrome
Urémico Hemolitico y
repentina falla del rifion.

Moderadamente invasiva y
posee la toxina Shiga que
puede provocar un respuesta
inflamatoria intensa

2.10 Antimicrobianos.

2.10.1 Cinamaldehido
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Es el compuesto organico que le cede a la canela su olor y sabor. EI mayor
constituyente activo en la canela es el cinamaldehido. El cinamaldehido es usado en
algunos perfumes y también es usado como saborizante en articulos de comida
como goma de mascar, helados y bebidas. El cinamaldehido tiene varias
propiedades medicinales tales como antipirético, astringente, actividad
antimicrobiana, actividad anti-inflamatoria, efecto citotéxico y antibacterial. Puede ser

usado como un fungicida (Nandam y col., 2012).

De formula molecular CgHgO y masa molecular 136.2 g/mol, el cinamaldehido se
encuentra presente en la naturaleza como trans-cinamaldehido (Figura 7), y esta
compuesto por un aldehido insaturado unido a un grupo fenilo; por ello, tiene
aromaticidad. Tiene color amarillo pélido, y presenta una baja solubilidad en agua,

siendo muy soluble en aceites.

O

Figura 7. Estructura quimica del cinamaldehido. (Aeleneiy col., 2016)

Yang y col. en el 2012 realizaron un estudio de la propiedades de la canela,
comparando la actividad de los extractos procedentes de distintas partes de la
Cinnamomum cassia sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Acinetobacter baumannii. La mayor actividad, con una CMI entre 0.3-0.7mg/L, fue
encontrada en los brotes, siendo los compuestos responsables cinamaldehido,
ometoxicinamaldehido, cumarina y eucaliptol. Las bacterias afectadas mostraban
una serie de cambios morfolégicos secuenciales: la adopcion de una forma celular
ovalada con arrugas (debido a la pérdida de material celular) precedia a la formacion
de agregados de células que habian perdido la integridad de su membrana
(exhibiendo en ella material fibroso). Por ello se propuso que la accion del
cinamaldehido y el resto de componentes activos en la canela ejercian su actividad

antibacteriana mediante un mecanismo dependiente de su interaccion con la
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membrana. Parece ser que la accién antimicrobiana se debe a los fenoles presentes

en la canela, que provocan la disrupcion de la membrana celular.
2.10.2 Timol.

La mayoria de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de especies y
hierbas culinarias parece estar asociada con compuestos fendlicos (Bagamboula y
col., 2004). El timol (5-metil-2-(1-metil-etil) fenol) es el mayor componente del tomillo
(10-64%) y del orégano (hasta el 64%) (Charai y col.,, 1996). Su actividad
antimicrobiana contra una amplia gama de microorganismos esta bien documentada
en sistemas de modelo (Falcone y col., 2005) y comida, solo (Burt, 2004) o en
combinacion con bifidobacterias (Altieri y col., 2005) y solucion electrolizada de NacCl
(Mahmoud y col., 2006).

Tanto el timol como su homadlogo el carvacrol también presente en el tomillo, tienen
efectos antioxidantes y efectos antimutagénicos, al proteger al DNA de la oxidacion.
Estos efectos antioxidantes se deben a que el timol aumenta la produccion de 6xido
nitrico, lo que mejora la funcién endotélica y previene contra la arteriosclerosis. La

figura 8 muestra la molécula de timol.

CHj

OH
HsC CHs

Figura 8. Estructura quimica del timol (Aelenei y col., 2016).
2.10.3 Carvacrol.

Es un aceite esencial componente del orégano, tomillo, mejorana y el sabor de
verano (Arrebola y col., 1994; Lagouri y col., 1993). Generalmente reconocido como
un aditivo seguro para la comida (Leriche y Carpentier, 1995), este fitoquimico es
usado como un agente saborizante en muchos productos, tales como productos
horneados, dulces, bebidas y goma de mascar (Fenaroli, 1995). El carvacrol también
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es considerado como un antimicrobiano de amplio espectro, efectivo contra
bacterias, hongos y levaduras (Beuchat, 1994; Davison y Naidu, 2000; Sivropoulou y
col., 1996, Thompson, 1990). Patdgenos, incluidos S. aureus y S. enterica serovar
Typhimurium, son suceptibles al carvacrol, en la medida que este agente podria
inactivar peliculas secas de estos patdégenos en acero inoxidable (Knowles y Roller,
2001; Knowles, 2002). La figura 9 muestra la molécula de Carvacrol.

OH

Figura 9. Estructura quimica del carvacrol (Aelenei y col., 2016).

2.11 Peliculas y recubrimientos comestibles.

Cuando el tejido de una fruta o vegetal es dafado, la humedad de la superficie y los
restos citoplasmicos de la ruptura de las células con altas concentraciones de azucar
y proteinas sera presentado, las cuales son condiciones ideales para el crecimiento
microbiano (Saltveit, 1997). Este crecimiento microbiano podria causar
enfermedades transmitidas por alimentos y el deterioro de los alimentos. (Nguyen y
Carlin, 1994). Las peliculas para frutas y vegetales pueden se producidos a partir de
un solo tipo de macromolécula, mezcla o incluso multicompuestos (Macromoléculas,
rellenos y/o aditivos funcionales). Pueden ser producidas por un simple o varios
materiales para capas en funcion del desempefio que se quiera alcanzar (Otoni y
col., 2017). La envoltura, cubierta o el rocio sobre los alimentos son formas de aplicar
una pelicula a nuestroa alimentos (figura 10). Aunque algunas veces las peliculas y
los recubrimientos son conocidos como sindénimos, pero al final son aplicados de
manera distinta. Basicamente, los recubrimientos comestibles estan formados
directamente al rededor de la superficie del alimento, por inmersion, aplicados con
spray o con brocha. En cambio las peliculas son estructuras formadas a parte y
después son aplicadas en la superficie del alimento, formando parte del alimento o
incluso sellado los productos en bolsas comestibles (Otoni y col., 2017). Estas

peliculas o recubrimeintos actian como una barrera selectiva contra la transmision
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de gases, vapor y solutos que mejoran la calidad, extienden la vida utl y
proporcionan proteccion fisica. Las peliculas hechas a base de proteinas de plantas 'y
animales son desarrolladas usando su capacidad de formacién de gel. (Zhong y Xia,
2007, Cuq y col., 1995). Los recursos proteicos derivados de animales, los cuales
incluyen coladgeno, gelatina, en determinado caso, proteina miofibrilar de pescado
(FMP, por sus siglas en inglés) y proteina de suero, han sido usados tanto como
aguellas de origen vegetal (Proteina de soya, maiz y trigo) (Kaewprachu y col.,
2015).

Figura 10. Representacibn esquematica de la produccion de peliculas vy
recubrimientos comestibles. a)Formacion de la solucién formadora de pelicula.
b)Homogenizaciéon.  c)Desgasificaciéon.  d)Fundicion o  vertido. e)Secado.
f)Desprendimiento. g)Formacion de la pelicula. h)Inmersiébn o rociado. i)Secado.
j)Recubrimiento (Otoni y col., 2017).
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2.11.1 Estructuracion de las peliculas comestibles con base proteica.

Para la elaboracion de las peliculas, el primer paso es la produccion de una solucion,
dispersion o suspension formadora de pelicula. Todos los componentes deben estar
intimamente mezclados en funcion de obtener peliculas comestibles homogeneas. La
mezcla apropiada de los componentes puede ser alcanzada a traves de una

agitacion constante pero lenta, de velocidad lenta, de alta velocidad vy

39



microfluidizacion de alta presion (Deng y Zhao, 2011; Wang y col., 2011; Shin y col.,
2014).

Cuando una pelicula es formada esto envuelve varias series de reacciones quimicas
complejas; estas también son influenciadas por la condiciones experimentales asi
como sus propiedades son dependientes de otros factores tales como el tipo de
proteina y su concentracion, los tipos de plastificantes y la concentracion usadas asi
como lo marcado anteriormente, los factores externos (Kowalczyk y col., 2014).
Dicha formacion es principalmente llevada a cabo por desecacion o evaporacion del

solvente de la solucién formadora de pelicula (SFP).

Durante el proceso de secado, macromoléculas se unen unas con otras en la matriz
de la pelicula, por medio de puentes de hidrégeno, uniones idnicas y uniones
covalentes e hidréfobas. Las interacciones proteicas de cadena-cadena son
afectadas por el grado de la extension de la cadena y la naturaleza y secuencia de
los residuos de aminodacidos (Kaewprachu y col., 2015). La modificaciéon de la
estructura de la proteina y las interacciones alrededor de las moléculas de proteina
por el ajuste del pH o el calentamiento de la SFP pueden mejorar la formacion de la
pelicula y sus propiedades (Kowalczyk y col., 2014). Tal es el caso de Kamal y col.
gue en el 2016 reportaron en su estudio que la SFP a base de proteina miofibrilla de
pescado necesitd un ajuste del pH mas alto o bajo que el punto isoeléctrico de la
proteina para completar su solubilizacion, concluyendo que las propiedades de la
proteina de miofibrilla de pescado son dependientes del pH de la SFP. Esto es
explicado por Shiku y col. en el 2003, mencionando que a extremos &cidos o
alcalinos de pH, hay una repulsion electrostatica muy fuerte de grupo ionizados,
llevando a la solubilizacion de la proteina; esto seria un prerrequisito para la
formacioén de la pelicula. Por otra parte, algunas soluciones formadoras de peliculas
necesitan de calentamiento para mejorar sus propiedades antes del proceso de

vertido.

Otro ejemplo de la necesidad de la alteracion estructural de la proteina es el caso del
suero proteico que requiere la desnaturalizacion de las proteinas para su Optima

solubilizacion. Durante el tratamiento con calor, la proteina se desarrolla y revela

40



grupos sulfidrilo internos que promueven la formacion de puentes disulfuro
intermoleculares. La formacion de puentes disulfuro intermoleculares es el principal
factor de la agregacion irreversible en el caso del suero proteico. Esta agregacion de
proteina por entrecruzamiento o “crosslinking” intermolecular crea la red
tridimensional y lleva al incremento de la cohesion estructural. Este entrecruzamiento
es esencial para la formacion de la pelicula asi como para sus propiedades
mecanicas y de barrera (Zink y col., 2016). Por ende, es sabido que las peliculas
hechas a base de proteina de diferentes tipos de proteinas requeriran distintas
condiciones y producirdn peliculas con diferentes propiedades (Kaewprachu y col.,
2015).

2.11.2 Proteinas vegetales.

Generalmente, los frutos o vegetales son bajos en contenido proteico, con
polisacaridos en abundancia, siendo el biopolimero predominante obtenido de estos
recursos para la realizacién de peliculas y recubrimientos comestibles. Sin embargo,
los granos ademas de cereales, tubérculos, leguminosas tambien legumbres poseen
un alto contenido de proteinas comparado con las frutas asi como los vegetales. De
esta forma, estas proteinas han sido aisladas y estudiadas para la formacion de

peliculas (Dangaran y col., 2009).

Proteina de soya, es extraida de los granos o frijoles de soya durante la produccion
del aceite de soya. La harina de soya es un producto secundario y puede ser
purificado para obtener un aislado de proteina de soya (SPI, por sus siglas en inglés)
(Guerrero y col., 2011). El aislado de proteina de soya es una mezcla de diferentes
proteinas que tienen diferentes propiedades moleculares. Aproximadamente el 90%
de las proteinas de la soya son globulinas (Dangaran y col., 2009). Las globulinas
son fracciones proteicas en las cuales las subunidades son asociadas por uniones
hidrofobas y puentes de hidrégeno. En especifico, las globulinas de la proteina de
soya pueden ser fraccionadas en 2S, 7S, 11S y 15S de acuerdo a sus coeficientes
de sedimentacion. Las fracciones 7S (B- coglicinina) asi como la 11S (glicinina)
conforman alrededor del 37% y el 31% del total de las proteinas extraidas ademas

tienen la caracteristica de polimerizar (Kinsella, 1979). Estructuralmente 7S y 11S
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difieren en que mientras que 7S es extensamente glicosilada y consiste de 3
subunidades que resultan en diferentes formaciones de peliculas, los grupos sulfidrilo
de la proteina 11S han sido reportadas como responsables de la formacion de
puentes disulfuro lo cual resulta en la formacion de una red tridimensional (Cho y
Rhee, 2004 y Sabato y col., 2001).

Proteina Zein de maiz, tiene algunas caracteristicas Unicas comparadas con la
mayoria de las otras proteinas agricolas usadas para la elaboracion de peliculas
comestibles. Esta proteina posee un alto porcentaje de aminoacidos no polares y
bajas proporciones de aminoacidos basicos y acidos. Los tres aminoacidos primarios
en la proteina Zein de maiz son la glutamina (21-26%), leucina (20%) y prolina
(10%). Consecuentemente, la proteina Zein es insoluble en agua, una caracteristica
gue afecta las propiedades de barrera de sus peliculas. Una porcion de esta proteina
es la alfa-Zein, la cual es soluble en etanol al 95%, mietras que la otra porcion, la bet-
Zein es soluble en alcohol al 60% (Shukla y Cheryan, 2001). Cuando la proteina Zein
forma peliculas son brillantes, resistentes a las grasas, con una baja permeabilidad
de vapor de agua, comparada con otras peliculas de proteinas vegetales. Zein ha
sido usado comercialmente en la formulacién de tabletas, y tiene el potencial de ser

usado en empaques biodegradables (Dangaran y col., 2009).

Proteina trigo, contiene gluten el cual aporta una pequefia porcion de aminoacidos
cargados (Lisina, histidina y arginina) y una alta porcién de aminoacidos no polares,
se agrega facilmente debido a las interacciones hidréfobas. El gluten de trigo tiene 4
fracciones primarias, clasificados por su solubilidad: albumina (soluble en agua),
globulinas (soluble en soluciones salinas diluidas), gliadinas (soluble en 70- 90% de
etanol), y gluteina (insoluble en alguna de las condiciones antes mencionadas)
(Haard y Chism, 1996).

La matriz proteica del gluten es también afectada por el corte, que hace que las
proteinas se desdoblen, se formen puentes de hidrégeno, y un rearreglo general de
las proteinas para formar fibras paralelas. Estos cambios incrementan la elasticidad y
el estiramiento de la matriz resultante. Durante la exposicidon a un estrés, hay areas

hidrofobas que son separadas para ser expuestas al agua dentro de la matriz de la
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masa, llevando a un efecto hidréfobo y un reordenamiento de las moléculas de agua.

Cuando el estrés es removido, las proteinas se relajan, y las areas hidréfobas se re-

envuelven, y el agua se vuelve menos estrucutrada. Por lo tanto, el gluten se

considera tanto plastico como elastico (Dangaran y col., 2009).

Los requerimientos de barrera especificos y las especificaciones de los productos

alimenticios determinaran el tipo de capa que es mejor para una situacion dada. Hay

que tomar en cuenta que una pelicula comestible ideal deberia tener las siguientes

caracteristicas:

1.

2.

No contener componentes toxicos, alérgicos y no degradables.

Proveer estabilidad estructural y prevenir dafio mecanico durante la

transportacién, manejo, y exhibicion.

Tener una buena adhesion a la superficie del alimento a proteger proviendo

una cobertura uniforme.

Controlar la migraciéon de agua dentro y fuera del alimento protegido para

mantener el contenido de humedad deseado.

Proveer semi-permeabilidad para mantener el equilibrio interno de gases
involucrados en la respiracion aerobia y anaerobia, y asi retardar el

envejecimiento.

Prevenir la pérdida o salida de componentes que estabilizan aroma, sabor,
caracteristicas nutricionales y organolépticas necesarias para la aceptacion

del consumidor sin alterar el sabor o la apariencia.

Proveer estabilidad bioguimica y microbiolégica de la superficie mientras
protege contra la contaminacion, infestacion por pestes, proliferacion

microbiana y otros tipos de deterioro.

Mantener y mejorar la estética y atributos sensoriales (apariencia, sabor, etc.)

del producto.
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9. Servir como transportador para aditivos deseables tales como sabor,
fragancia, color, nutrientes, y vitaminas. La incorporacion de antioxidantes y
agentes antimicrobianos puede estar limitada a la superficie mediante el uso

de peliculas comestibles, y asi minimizar costos y sabores no deseados.

10.Por dltimo pero no menos importante- ser facilmente manufacturada y

econdémicamente viables (Pavlath y Orts, 2009).
2.11.3 Peliculas y su asociacién con antimicrobianos de origen natural

Las peliculas comestibles pueden servir como portadores de una amplia gama de
aditivos comestibles, incluyendo varios tipos de antimicrobianos que pueden
extender la vida util del producto y reducir el riesgo del crecimiento de patégenos en
las superficies de los alimentos. Algunos de los conservadores y antimicrobianos
mas utilizados son los benzoatos, propionatos, sorbatos, parabenos y agentes
acidificantes (por ejemplo, acido acético y acido lactico), agentes curantes (por
ejemplo, cloruro de sodio y nitrato de sodio), bacteriocinas y conservadores naturales

(por ejemplo, aceites esenciales, lisozimas, ahumado liquido) (Cagri y col., 2004).

Los aceites esenciales son responsables del olor, aroma ademas de sabor de las
especies y hierbas. Estos componentes pueden ser adicionados a las peliculas
comestibles para modificar el sabor, el aroma asi como el olor y para introducir
propiedades antimicrobianas. Sin embargo el uso de estos aceites como aditivos de
la comida es limitado por su fuerte sabor. Estos extractos contienen mayormente
compuestos fendlicos tales como abietan diterpenos (Mouijir y col., 1993), carnosol y
acido ursdlico, los cuales presumiblemente son responsables de su accion

antimicrobiana.

El control de los patdgenos transmitidos por comida tales como Staphylococcus
aureus y Salmonella enterica serovar Typhimurium han recibido una gran atencién
porque estos organismos pueden formar biofilms eldsticos en una variedad de
superficies (Gayford y Richards, 1970; Hood y Zottola, 1997). La erradicacion
usualmente requiere el uso de detergentes alcalinos o acidos y/o iodoforos (Corrieu,

1981). A pesar de su eficacia, problemas tales como la corrosion, la contaminacion
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del producto, y la toxicidad, combinada con la rapida emergencia de especies
microbianas resistentes, limita el uso de estos compuestos. El uso de estos agentes
antimicrobianos naturales puede ser una alternativa efectiva o un suplemento para el

control de microorganismos (Naidu, 2000; Roller, 2003).

Entre las sustancias presentes en los aceites esenciales de hierbas y especias, se
encuentran diversos compuestos fendlicos como es el caso del carvacrol y timol, que
poseen actividad antifungica y antibacteriana. Estos compuestos han sido probados
en diferentes microorganismos de importancias en alimentes como por ejemplo:
Fusarium spp., Aspergillus spp., Rhizobium leguminosarum, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thiphymurium, Staphylococcus
aureus,Bacillus subtilis, Vibrio vulnificus, y Bacillus cereus, entre otros (Ultee y col.,
1998).

Los estudios demuestran que el carvacrol y timol tienen varios sitios de accién dentro
de las células ademas dependiendo de las concentraciones utilizadas pueden causar
la inhibicion o inactivacion de los microorganismos (Eklund, 1989). Los blancos o
puntos de ataque de estos agentes antimicrobianos dentro de las células incluyen la
pared y membrana celular, enzimas metabdlicas, sintesis de proteinas y sistema

genético (Davison y Branen, 1993).
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3. JUSTIFICACION.

A nivel global, de la mano con la subita modernizacién y concientizacion de los
buenos habitos alimenticios la demanda de alimentos inocuos y saludables se ha
incrementado de manera exponencial. Por otra parte, esta demanda masiva de
productos conlleva la preocupacion de las personas por saber si sus alimentos son
un riesgo potencial para su salud. Esto genera un reto para la investigacion en el
area de los alimentos de manera que los hallazgos provenientes de estos estudios

aseguren la calidad de los productos que consume la poblacion.

Las alternativas presentadas a lo largo del desarrollo en la conservacion de los
alimentos han desembocado en una repercusion para el medio ambiente y en
enfermedades relacionadas con el consumo de alimentos mal conservados. Las
peliculas comestibles han venido a refrescar la forma en que se alarga la vida util de
los productos, conformando asi una alternativa que ofrece una mejora a los
productos en sus caracteristicas sensitivas, con la ventaja del aseguramiento de la
inocuidad alimentaria, y a su vez establece un precedente el cual se espera sea

estudiado en sus diferentes atributos y propiedades.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inhibicion de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp. y
Klebsiella sp. en peliculas comestibles con aislado de proteina de soya adicionada

con antimicrobianos de origen natural.
4.1 OBJETIVOS PARTICULARES
a) Elaborar peliculas comestibles con aislados de proteina de soya.

b) Adicionar a las peliculas comestibles elaboradas, antimicrobianos de origen

natural (Timol, Carvacrol y Cinamaldehido).

c) Evaluar la capacidad antimicrobiana de la peliculas en Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Salmonella sp. y Klebsiella sp.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO
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6. MATERIALES Y METODOS

e Reactivos y material de vidrio grado analitico necesarios para cada

determinacion.

e Cepa de: Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Escherichia coli y Klebsiella

sp.

Tabla 7. Métodos y referencias

Determinacion Técnica Referencia

Determinacion de la Conteo de Bacterias Camacho y col., 2009
capacidad antimicrobiana | mesofilicas aerobias.

Formacién de peliculas Sensibilidad a la humedad, Galus y Kadzinska. 2015
comestibles Propiedades opticas,
mecanicas y estructurales de

las peliculas comestibles.

Tabla 8. Equipos

Equipo Marca Modelo
Espectrofotémetro Spectronic Instruments Spectronic 20 Genesys
Campana de Flujo Laminar | Prendo CFLV-102
Vertical
Estufa de Cultivo Equipos de Laboratorio BG | E-41
Desecador por Conveccion | L MIM No especificado
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7. METODOLOGIA

El trabajo realizado se dividié en 3 etapas principales. Todo el proceso se manejé en
condiciones de esterilidad y material debidamente esterilizado, alternando los pasos
gue se manejaban en presencia de mecheros con los pasos que pudieran ser
ejecutados dentro de la campana de flujo laminar, para mantener el grado de

esterilidad necesario para evitar interferencias externas en nuestro conteo final.
7.1 Primera etapa.

Se empezO6 por incorporar en un matraz de volumen medio el aislado de
proteina de soya en una concentracion del 5%, almidon soluble 5% y glicerol 1%
(con respecto al volumen total), solubilizando estos componentes en agua destilada.
Esta solucién fue agitada con ayuda de una barra de agitacibn magnética durante un
lapso de 30 minutos en condiciones ambientales. Partiendo de un pH inicial igual a
6.49 se modificd el pH haciendo uso de una solucién de hidréxido de sodio (NaOH)
con una concentracién de 2N hasta ajustar un pH igual a 12. Se calent6 el contenido
a una temperatura de 80°C por 30 minutos con agitacion constante. Pasado el
periodo de agitacion la solucidén se enfrid6 a temperatura ambiente para modificar el
pH una vez mas, pero en esta ocasion haciendo uso de una soluciéon de acido
fosférico (HsPO,4) en una concentracion de 2N para ajustar el pH a 5.5. Esta solucion
fue agitada 5 minutos mas y finalmente separada en 4 matraces en volimenes

iguales.
7.2 Segunda etapa.

Utilizando los 4 volumenes conocidos se realizaron los calculos de
concentracion/volumen para conseguir 4, 000 ppm en 3 de los 4 matraces, los
correspondientes a timol, carvacrol y cinamaldehido, dejando el cuarto matraz como
control del estudio. Se tomd como concentracion inicial para los calculos, la
correspondiente a los antimicrobianos en dilucion madre (Timol=100, 000 ppm,

carvacrol= 100,000 ppm y cinamaldehido=100,000 ppm).

El contenido de los matraces fue previamente enfriado para poder continuar con la

adicién de los componentes de origen natural, y asi evitar la modificacién molecular
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de estos. Se agitaron los matraces por 5 minutos mas. Las cantidades medidas de
5ml de la solucion formadora de pelicula fueron vertidas en placas de silicon con
teflon (rotuladas para su diferenciacion). Se continué con la ubicacion de las placas
en charolas de acero inoxidable, colocando también placas de Petri llenas de perlas
de silica (Oxido de Silice), en una proporcion de 1 placa grande de silica por cada 4
placas con la solucion, siendo estas charolas posteriormente sometidas a
condiciones de 35 +/-2°C en el desecador por conveccion por 24 +/- 1 horas. Esta

etapa dio como resultado la formacion de las peliculas comestibles.
7.3 Tercera etapa.

La mayor parte de esta etapa se realizd en la campana de flujo laminar y
considerando el riesgo de que existiera un cruce de cepas, el ensayo de cada cepa
se llevd a cabo de manera independiente asi como en diferente dia. Se empezé por
preparar una solucién a 0.5 en la escala de McFarland (aproximadamente 1.5x10°
UFC/mL) de la primera cepa, esta concentracidbn se consiguié pasando colonias
puras de microorganismos en agar nutritivo a solucién salina isoténica para su
posterior lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 625nm hasta
alcanzar una absorbancia entre 0.08 — 0.1. Se hizo una dilucion 1:2 para conformar
una concentracion aproximada de 1.5x10* UFC/mL, que se utiliz6 como
concentracion inicial de microorganismos asi como parametro de inhibicién de las
peliculas comestibles. 4 peliculas correspondientes a timol, carvacrol, cinamaldehido
y control se pasaron a placas pequefias de Petri, fueron inoculadas por estria masiva
con 50uL de la dilucion 1:2 de microorganismos. Las placas se metieron a la estufa

microbioldgica en condiciones de 36 °C por 24h.

Al dia siguiente se realiz6 la técnica de conteo de bacterias mesofilicas aerobias por
vertido en placa, utilizando como materia de analisis las peliculas incubadas. Se
empezo por pesar 0.2g de la pelicula en una balanza analitica en zona de esterilidad,
se anadieron 1.8mL de solucién de agua peptonada a la caja de Petri, conformando
asi la relacion 1:10 de nuestra primera dilucién, dicha caja se agitd6 manualmente por
40 segundos. Esto fue seguido de las diluciones en tubos en la misma proporcion,

hasta completar 7. Se verti6 1mL de cada dilucién y el agar cuenta estandar en
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placas grandes de plastico, aplicando homogenizacion en las placas mediante
agitacion manual. Una vez solidificadas, las placas fueron incubadas a 36°C por 24h.
Haciendo uso de un contador de colonias, se eligieron las cajas contables
correspondientes a cada pelicula, a partir de estos conteos y sus respectivas
relaciones de dilucion fueron calculadas las Unidades Formadoras de Colonias

aproximadas por gramo de pelicula.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Las peliculas hechas con aislado de proteina de soya-almiddn resultan ser de facil
manejo tanto al momento de desprenderlas del recipiente de secado como al
manipularlas. La adicibn de compuestos de origen natural utilizados, aceites
esenciales como el carvacrol, cinamaldehido y timol, deducen una mejora en
apariencia de las peliculas. Se obtuvieron peliculas de color amarillento, semi-
translucidas, flexibles y de dificil fractura, con olor agregado por los aceites
esenciales y olor a soya en el caso del control ademas de un grosor aproximado de
0.5- 1Imm, pueden ser observadas en la figura 11. Una vez que se lograba bajar el
pH de la solucion formadora de peliculas y se obtiene el pH ideal para el efecto
antimicrobiano de los aceites esenciales, el olor de la solucion formadora de
peliculas es irritante debido a la modificacion estructural de las proteinas, siendo
liberados grupos amino como resultado de la reaccion. Al agregar los
antimicrobianos de origen natural el olor y color de las soluciones formadores de
peliculas fueron modificados, adquiriendo los olores para cada aceite esencial. Al
modificar las condiciones de crecimiento de los microorganismos, tales como la
adicién de aceites esenciales en el medio de crecimiento que fueron las peliculas
comestibles, las repercusiones en el comportamiento y crecimiento de los
microorganismos no fueron uniformes. Son las bacterias Gram negativas en las que
hay un efecto de inhibicién total (Salmonella) y lo que para efectos de esta
investigacibn es denominada como inhibiciébn parcial (Klebsiella). Una de las
bacterias con mayor repercusion en el manejo higiénico de los alimentos es
Staphylococcus auereus y que a pesar de gue en la bibliografia refieran un efecto de
inhibicibn de los aceites esenciales sobre las bacterias Gram positivas, en los
ensayos presentados no se reprodujo dicho efecto y, por el contrario, se encontré un
efecto parecido al enriqguecimiento sobre el microorganismo. Los resultados hallados
en el caso de E. coli (bacteria que es indicadora de las buenas practicas higiénicas)
se obtienen resultados positivos para inhibicion en uno de los ensayos (ensayo con
carvacrol). Los detalles de los resultados para cada bacteria son analizados en las
tablas 9, 10, 11y 12.
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a)

Figura 11. Peliculas comestibles adicionadas con antimicrobianos. a) Pelicula
adicionada con cinamaldehido; b) Pelicula adicionada con carvacrol; ¢) Pelicula
adicionada con timol.

La tabla 9 muestra los resultados de las peliculas con E. coli de los cuales en la
pelicula afiadida con Carvacrol como antimicrobiano coinciden con lo que reporta
Burt y col. en el 2007 cuando ellos probaron una concentracion de 5mM de
antimicrobiano donde notaron el cese de la motilidad bacteriana, asi como el registro
de la muerte celular. De igual forma es confirmado en esta investigacion que el
carvacrol inhibe el 100% del crecimiento bacteriano y aun mas, es factible su
asociacion con una formulacion de aislado de proteina de soya-almidon para la
formacion de peliculas en una concentracién de 4,000ppm. En contraposicion E. coli
en las peliculas con timol y cinamaldehido refleja un comportamiento de
enriguecimiento bacteriano. Chavez y col. en 2008; D’antuono y col. en 2000; Veres
y col. en 2007 y Zhang y col. en el 2015, estudiaron la exposicion de E. coli a
diferentes concentraciones de timol y carvacrol donde las investigaciones

coincidieron en el 100% de inhibicién del microorganismo.

Tabla 9. Porcentaje de inhibicion y crecimiento de E. coli en presencia de peliculas
comestibles de aislado de proteina de soya-almidén adicionadas con timol, carvacrol y

cinamaldehido.

Antimicrobiano| Concentracién (ppm) |UFC /g pelicula| % de inhibicidon |% de crecimiento
Control 0 14.4x10° 0 44
Carvacrol 4,000 NC* 100 0
Cinamaldehido 4,000 17.1 x10° 0 71
Timol 4,000 84.6 x10° 0 746.5

*NC: no crecimiento.
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Klebsiella sp; grupo poco usual en la industria alimentaria al ser una bacteria
nosocomial resulta tener crecimiento en presencia de los antimicrobianos, se explica
por la multiresistencia a antimicrobianos de grado farmacéutico que es alcanzada en
hospitales y centros del cuidado de la salud (Singh y Harsh 2011). En la tabla 10 se
observa que las cuatro peliculas actian como medio de enriquecimiento para
Klebsiella sp. recuperando porcentajes positivos a crecimiento bacteriano. Los
aceites esenciales en peliculas de soya-almidon no generan porcentaje de inhibicion
de Klebsiella sp. pero comparando los resultados con la pelicula control existe una
disminucién significativa del crecimiento bacteriano. Concordante con lo investigado
por Aelenei y col. (2016) cuando estudiaron los efectos de aceites esenciales en K.
pneumonie. concluyendo que aceites como carvacrol debieron ser mezclados con
antibioticos farmacéuticos para poder conseguir una mejor efectividad, ya que por si

solo no alcanzaba la inhibicion de Klebsiella pneumonie.

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion y crecimiento de Klebsiella sp. en presencia de peliculas
comestibles de aislado de proteina de soya-almidon adicionadas con timol, carvacrol y
cinamaldehido.

Antimicrobiano | Concentracion (ppm) | UFC /g pelicula| % de inhibicién |% de crecimiento
Control 0 33 x10* 0 3, 200
Carvacrol 4,000 72.2 x10° 0 622.4
Cinamaldehido 4,000 69.4 x10° 0 594.4
Timol 4,000 28 x10* 0 180

Salmonella sp; en estos ensayos se ha comportado como lo esperado siendo
inhibida por aceites esenciales. En la tabla 11 se muestra 100% de inhibicion de
Salmonella con carvacrol y cinamaldehido a 4, 000ppm en la pelicula con aislado de
proteina de soya-almidon, asi como fue reportado en los estudios de Garcia y col. en
el 2005 y lo investigado por Zhang y col. en 2015 donde tanto carvacrol como
cinamaldehido son wuna alternativa antimicrobiana contra el crecimiento del
microorganismo. Salmonella estuvo en una superficie propicia para su crecimiento en
la pelicula adicionada con timol, opuesto a lo investigado por Amaral y col. (2015)
con peliculas de polipropileno adicionadas con timol y carvacrol inoculadas con

cepas de Salmonella encontrado inhibicion y subinhibicion.
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Tabla 11. Porcentaje de inhibicion y crecimiento de Salmonella sp. en presencia de peliculas

comestibles de aislado de proteina de soya-almidon adicionadas con timol, carvacrol y

cinamaldehido.

Antimicrobiano | Concentracion (ppm) | UFC /g pelicula| % de inhibicién |% de crecimiento
Control 0 23 x10° 0 130
Carvacrol 4,000 NC* 100 0
Cinamaldehido 4,000 NC* 100 0
Timol 4,000 56 x10° 0 460

*NC: no crecimiento.

Lambert y col. (2001) reportaron la efectividad de Timol y Carvacrol en cepas de S.
aureus, en 1989 Chen y col. comprobaron la efectividad del cinamaldehido en
cepas de S. aureus. en contraposicion en los resultados obtenidos en esta
investigacion no se replico la eficacia de las combinaciones de los antimicrobianos
con peliculas comestibles (Tabla 12). Esto se explica por algin cambio en la
estructura de los antimicrobianos debido a los cambios del medio de disolucion, tales
como el cambio del pH de efectividad del aceite esencial o bien una reaccion de un
grupo reactivo de la molécula con la estructura tanto de la proteina de soya o el
almidon (Kowalczyk y col., 2014), impidiendo la accion de desestabilizar la
membrana celular, o bien los cambios estructurales de las proteinas resultantes de
las alteraciones del medio exponen grupos ricos en nitrégeno que S. aureus puede
usar como material metabdlico; tomando en consideracion que las condiciones de
temperatura de la solucion formadora de pelicula, concentracion de aceite y semi-
solubilidad en agua estaban ponderadas, las peliculas de soya-almidén son una

superficie de crecimiento ademas de enriguecimiento para Staphylococcus aurerus.

Tabla 12. Porcentaje de inhibicion y crecimiento de Staphylococcus aureus en presencia de
peliculas comestibles de aislado de proteina de soya-almidén adicionadas con timol,

carvacrol y cinamaldehido.

Antimicrobiano| Concentracién (ppm) |UFC /g pelicula| % de inhibicién |% de crecimiento
Control 0 66 x10° 0 560
Carvacrol 4,000 24.5 x10° 0 24, 400
Cinamaldehido 4,000 35.5 x10° 0 35, 400
Timol 4,000 24.1 x10° 0 24,000
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9. CONCLUSIONES.

v' Fueron formadas peliculas a base de aislado de proteina de soya-
almidén modificando el pH de estabilidad, condiciones de secado y

afiadiéndoles otras bases poliméricas como el almidon soluble.

v' Son formadas peliculas de soya- almidén muy flexibles utilizando una
combinacion de aislado de proteina de soya-almidén con aceites

esenciales de timol, carvacrol y cinamaldehido.

v Los aceites esenciales utilizados son efectivos en la inhibicién de E. coli
en presencia de carvacrol asi como con Salmonella sp. en presencia de
carvacrol y cinamaldehido. Por el contrario, Klebsiella sp. y
Staphylococcus aureus son resistentes los antimicrobianos adicionados a

las peliculas.
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10. SUGERENCIAS.

e Probar la mezcla de la solucion formadora de peliculas con diferentes

aceites esenciales.

e Evaluar las peliculas modificando las proporciones de bases poliméricas

y esperar un mejor resultado e interaccion con los antimicrobianos.

¢ Probar la adicion de compuestos diferentes a antimicrobianos, tales

como antioxidantes.

e Estudiar otros atributos de estas peliculas como su permeabilidad a los
gases, propiedades mecénicas, estabilidad en el transcurso del tiempo e
incluso el estudio en la aceptacion por parte de un panel sensorial.

e Estudiar a profundidad el comportamiento de los polimeros proteicos en
solucion con los antimicrobianos y de esta forma comprender mejor como
interactian unos con otros, con la finalidad de conseguir la formacion de
una pelicula efectiva hecha en su totalidad de aislado de proteina de

soya.
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